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1. EINLEITUNG

1.1 Sialinsauren, eine Klasse acidischer Kohlenhydrate

Die Sialinsduren bilden eine Klasse acidischer Kohlenhydrate mit einem
GrundgerUst aus neun Kohlenstoffatomen (Abb.1). Mehr als 50 verschiedene

biogene Sialinsauren sind derzeit bekannt (Angata & Varki 2002; Schauer 2004).
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Abb.1 Grundgertst der Sialinsduren. An der Stelle von R kénnen z.B. eine Acetyl- (Neu5Ac)
oder eine Glycolylgruppe (Neu5Gc) stehen. R' représentiert den glykosidischen
Bindungspartner. Verandert nach Horstkorte et al. 2002.

Im Gegensatz zu den anderen biogenen Kohlenhydraten — mit Ausnahme der
Fucose — treten Sialinsduren in der Natur niemals als 8-, sondern ausschlieBlich
als a-Anomere auf (Kolter & Sandhoff 1997). Der systematische Name des
bekanntesten Vertreters, der N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac), lautet
5-Acetylamido-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-non-2-ulopyranosonic acid. Wie
aus ihrer Benennung hervorgeht, tragt sie eine Acetylgruppe an der Stelle von
R in Abbildung 1.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht die N-Glycolylneuraminsdure, deren
Vorkommen in tierischen Zellen (mit Ausnahme von Mensch und Végeln) dem
der NeuS5Ac entspricht. Anstelle der Acetylamidogruppe besitzt das flunfte
Kohlenstoffatom der Neu5Gc eine Glycolylamidogruppe (s. Abb. 1 und 9).
Wichtige physikochemische Unterschiede im Vergleich mit Hexosen und
Hexosaminen sind die Glycerolseitenkette und die Carboxyfunktion am
zweiten Kohlenstoffatom. Diese bedingt den niedrigen pK-Wert (im Fall von
Neu5Ac etwa 2,2 -3, Varki 1994) der Sialinsduren. Unter physiologischen
Bedingungen liegt die Carboxyfunktion deprotoniert vor, so daB
Glykanstrukturen durch Sialinsduren eine negative Ladung erhalten.

Die verschiedenen funktionalen Gruppen des in Abb.1 dargestellten

Grundgerustes koénnen in vielfaltiger Weise chemisch modifiziert werden:
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e Neben den Gruppen des Hexoseringes kdnnen insbesondere die
Hydroxyfunktionen an der Glycerolseitenkette chemisch modifiziert werden;
verbreitet ist z.B. die Acetylierung (Schauer et al. 2001); als Spezialfall wurde
im Seeigel die 9-O-Sulfatierung (Kitazume et al. 1996) gefunden.

e Die Aminogruppe am finften C-Atom liegt in den meisten Féllen als
Acylamidogruppe vor, wie schon fir die NeuS5Ac und Neu5Gc beschrieben..
In vivo lassen sich Sialinsduren synthetisieren, die am 5. Kohlenstoffatom
Modifikationen nicht-biogener Herkunft tragen, so z.B. einen Fettséurerest
oder eine Azidogruppe. Durch solche Modifikationen kénnen
Immunreaktionen gegen Sialinsdure-haltige Epitope untersucht (Oetke et al.
2001) oder chemisch markierte Sialinsduren in Glykane eingeflihrt werden
(Luchansky et al. 2004).

e In den Oozyten der Regenbogenforelle wurde eine am funften C-Atom
deaminierte Sialinsaure, die KDN (2-keto-3-deoxy-D-glycero-D-galacto-
nonulosonic acid) entdeckt (Nadano et al. 1986), die anstelle der
Aminogruppe eine Hydroxyfunktion besitzt. KDN wurde dann auch im
menschlichen Organismus gefunden, und zwar in Lungenkrebszellen (Inoue
1996; Inoue et al. 2006). Ausgehend vom unmodifizierten KDN-Molekdl
findet man in biologischem Material wiederum Modifikationen durch

Acylierung, z.B. am neunten Kohlenstoffatom (Ilwasaki et al. 1990).

Die Sialinsduren wurden unabhangig von einander durch Gunnar Blix (Blix
1936) in Uppsala und Ernst Klenk (Klenk 1941) am Institut fir Biochemie des
Klinikums der Universitdt zu K&ln entdeckt. Klenks Bezeichnung dieser
Stoffklasse als Neuraminsduren geht auf die Lokalisierung in den von ihm
erstmalig charakterisierten Gangliosiden zurlick, Glykolipiden in neuronalen
Ganglien. BlixX’ Namensgebung ,Sialinsduren® (griechisch ciaiog bedeutet im
Deutschen Speichel) entstammt der Analyse von Glykanstrukturen auf Mucinen

von Milch und Schleimh&auten.

1.2. Sialylierung: Biochemie, Zellbiologie und Physiologie

1.2.1 Biochemischer Kontext: Glykosylierung

Die Addition von Sialinsduren an Glykoproteine erfolgt im Kontext der
Glykosylierung als ko- bzw. posttranslationaler Proteinmodifikation. Diese

Modifikation besteht in der kovalenten Bindung eines Mono- oder
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Oligosaccharides an bestimmte Aminosdurereste von Proteinen (Peter-
Katalinic 2005; Medzihradszky 2005) oder an das Sphingosin von
Glycosphingolipiden (DeGroote et al. 2004) Die Glykosylierung von Proteinen,
deren wissenschaftliche Erforschung historisch z.B. durch die Entdeckung von
Zuckern in Mucin-Hydrolysaten durch Hoppe-Seyler (1877) markiert wird,
findet sich bei mehr als der Halfte vor allem der extrazelluldren Proteine (z.B.,
Ohtsubo & Marth 2006)

Die Synthese von extrazelluldren O-Glykanen erfolgt im Golgi-Apparat. Sie
beginnt mit der glykosidischen Bindung der Hemiacetalgruppe von GalNAc in
a-anomerer Position an die Hydroxyfunktion eines Serin- oder Threoninrestes
(Hang & Bertozzi 2005). Die N-Glykosylierung findet im endoplasmatischen
Retikulum statt. Hier wird die Hemiacetalgruppe des endstandigen GIcNAc
eines zuvor gebildeten Oligosaccharids aus 15 Kohlenhydratmolekilen
glykosidisch mit der Amid-NH,-Gruppe eines Asparagins verbunden.

Nach der erwahnten Bindung des 15-meren Oligosaccharids an den
Asparaginrest wird aus dem high-Mannose-N-Glykan in mehreren Schritten
einer Prozessierung die endgiltige komplexe Glykanstruktur gebildet, u.a. im
letzten Schritt durch terminale Bindung einer Sialinsdure. Das bei der Mucin-
typischen O-Glykosylierung mit einem Threonin- oder Serinrest verbundene
GalNAc wird im cis- bis trans-Golgi durch eine Serie verschiedener
Glykosyltransferasen mit weiteren Zuckern verldngert, wobei Gal-, GIcNAc-,
Fucose- und Sialinsduremolekile die Glykanketten auf bis zu 20
Monosaccharide erweitern.

Die entstehenden Glykanstrukturen lassen sich in core, backbone und
periphery untergliedern (Abb. 2), wobei bisher 8 verschiedene core-Strukturen
identifiziert wurden (vgl. Brockhausen 1999). Den hier kurz dargestellten
Glycosylierungstyp bezeichnet man als Mucin-Typ O-Glykosylierung, weil die
Proteinklasse der membranstandigen Mucine, die die apikalen Oberflachen
glandulérer Epithelzellen bedecken, zu mehr als der Halfte ihrer
Molekularmasse aus solchen Glykanstrukturen bestehen (Hanisch & Miuller
2000). Genetische Defekte in den Genen der Glykosyltransferasen fUhren in
manchen, jedoch nicht in allen Fallen zu Krankheitssymptomen (Ohtsubo &
Marth 2006 ).



Abb.2
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Neben der Mucin-O-Glykosylierung exisitieren weitere Formen der
O-Glykosylierung, die physiologisch von groBer Bedeutung sind. Die
intrazelluldre O-Glykosylierung ist durch die Bindung eines einzelnen GIcNAc-
Molekuls (Chou & Hart 2001) an Serin- oder Threoninresten, im Einzelfall des
Glykogenins an einem Tyrosinrest (Smythe & Cohen 1991), charakterisiert;
dieser ProzeB3 steht in Wechselbeziehungen mit der Phosphorylierung, haufig
an gleicher Position, wodurch dynamische funktionale Modifikationen
intrazellularer Proteine mdglich werden (Love & Hanover 2005), wie z.B. im Fall
der Hormonrezeptoren des Zellkerns (Chen et al. 2000). Zu erwahnen ist auch
die O-Mannosylierung, die — etwa im Fall des a-Dystroglycans — essentiell fir
die Funktion des Proteins in vivo ist. Uber die Molekularbiologie dieses
Glykosylierungstyps ist noch nicht viel bekannt; das Fehlen der
Mannosyltransferasen fuhrt im  humanen Phanotyp zu schweren
Muskeldystrophien (Endo 2005).

1.2.2 Die Biologie der Sialylierung

Sialinsduren kommen — mit der Ausnahme ihres Einbaus in Polysialinsduren,
s.u. Abschnitt 1.2.2 - als terminale Bausteine der O- und N-Glykane
extrazellularer Glykoproteine sowie der Ganglioside als Unterklasse der
Glykosphingolipide vor (vgl. Abb. 2, 3, 5, 6 und 8). Sialinsdauremolekdile bilden -
neben Fucosemolekilen - somit die ,Kappe®“ von Glykanen und gehdéren zu
den molekularen Strukturen der Zelle, die als erste in Kontakt mit anderen
Molekllen oder Zellen treten. Aufgrund dieser Position in Glykanen kommt
ihnen die generelle Aufgabe zu, immunogene Glykanstrukturen abzudecken
(Schauer 1985), wie sie z.B. durch GalNAc-Epitope gebildet werden (Hanisch &
Ninkovi 2006).



5

Durch ihre Carboxygruppe senken Sialinsduren den pH-Wert der lokalen,
extrazellularen Umgebung, was sich z.B. fur das Neuritenwachstum als
notwendig erwiesen hat (Freire et al. 2002; 2004). Es ist darUber hinaus auch
gezeigt worden, daB die unter physiologischen Bedingungen negative Ladung
der Carboxygruppe der Sialinsduren das Offnungsverhalten des
spannungsgesteuerten Natriumkanals reguliert (Johnson et al. 2004).

Bekannt ist seit langem, daB Sialinséduren Liganden fir die Rezeptorproteine
der Selectine (Varki und Angata 2006) und der Siglecs (Crocker 2002) sind, die
Adhésion und Signallibertragungsprozesse steuern. Auch die Adh&sion von
Viruspartikeln wie z.B. HIV oder Influenzavirus (Klenk et al. 2002) erfolgt durch
die Interaktion der Sialinsduren und dem entsprechenden viralen Protein.
Mdéglicherweise beeinflussen die verschiedenen zell- und organspezifischen
chemischen Modifikationen der Sialinsduren die Regulierbarkeit dieser
Prozesse; Erythrozyten lassen sich beispielsweise nicht nur Blutgruppen-
spezifische Glykane, sondern auch spezifische Sialinsdureprofile zuordnen
(Bulai et al. 2003).

Im Mausmodell wurde gezeigt (Schwarzkopf et al. 2002), da Mutanten, die die
Neu5Ac-Synthese enzymatisch nicht ausfihren kdénnen, zu einem frihen
Zeitpunkt der Embryonalentwicklung absterben. Aus diesem Befund ergibt
sich, daB die Aufnahme von Sialinsduren aus der Nahrung nicht fir einen
viablen Phanotyp ausreicht.

Im Zuge der N-Glykosylierung kann es organ- und entwicklungsabhangig zu
einer Polysialylierung kommen. Hier werden an das Sialinsduremolekdl, das
das terminale Moleklil eines komplexen N-Glykans bildet, weitere
Sialinsduremolekile zu einem Polysaccharid, der Polysialinsdure (PSA), ver-
knlpft (Angata & Fukuda 2003). Das prominenteste Beispiel flir Polysialylierung
bei Humanproteinen ist das Neural Cell Adhesion Molecule, NCAM. Hier wird
die Interaktion des NCAM mit anderen Zellen Uber das Vorhandensein und
AusmaB der Glykosylierung mit einer PSA aus bis zu 200 Neu5Ac-Molekiilen
geregelt.
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Andere Beispiele fir PSA sind Poly-KDN, die bisher als oncofetales Antigen in
Lungenkrebs detektiert (Qu et al. 1996) sowie in zwei Glykoproteinen der Ratte
nachgewiesen wurde (Ziak et al. 1996; 1999; 2002). Poly-Neu5Gc wurde bisher

auf der Zellmembran des Seeigeleis gefunden (Kitazume et al. 1996).

1.2.3 Die biologische Bedeutung der Glykosylierung; das Beispiel der
malignen Transformation

Im Rahmen des =zellularen Systems beeinflussen Art und AusmaB der
Glykosylierung Funktion, Zellsortierung und Lebensdauer von Proteinen.
N-Glykane kénnen intrazelluldr die native Faltung eines Proteins unterstitzen
(Mitra et al. 2006). Im sekretorischen Transportweg und im extrazellularen
Raum schitzen O-Glykane auf Proteinen das Peptidriickgrat vor
Proteaseverdau (Kozarski et al. 1988). Auch die Entscheidung zwischen
Rezyklisierung oder Abbau eines Membranproteins nach Reinternalisierung in
die Zelle scheint in Verbindung mit der jeweiligen Glykanstruktur zu stehen
(Altschuler et al. 2000).

Veréanderungen der Glykosylierung von Membranproteinen begleiten dartber
hinaus grundlegende Entwicklungszustdande der Zelle, wie z.B. Apoptose
(Franz et al. 2006) oder maligne Transformation (Brockhausen 2006). Die
Bedeutung der Glykosylierung von Zelladh&sionsproteinen - z.B. im Fall des
erwdhnten NCAM oder der Integrine (Veiga et al. 1995) - ist schon seit langerer
Zeit bekannt. Die Kontrolle von Signaltbertragungswegen durch Glykosylierung

von Rezeptorproteinen, wie z.B. bei der Fucosylierung von Notch durch die



Glycosyltransferase fringe (Haines & Irvine 2003), wurde erst in den letzten
Jahren Klar.

Vor allem die Glykobiologie der malignen Transformation, die auch den
physiologischen Kontext der vorliegenden Arbeit bildet, ist seit langem
(Hakomori 1986) Gegenstand der Forschung. Gut untersucht sind hier die
Verdnderungen der O-Glykane des Mucins MUC1 im Fall des Brust- und
Darmkrebs. Beide stehen in einem engen Zusammenhang mit der Sialylierung,
und sollen deshalb hier kurz dargestellt werden.

Das Mucin (hierzu s. Abschnitt 2.1) MUC1 besitzt in seiner extrazellularen

Domaéne eine variable number of tandem repeats-(VNTR-) Domane (Abb. 4).

Signal peptide dTR VNTR domain dTR Transmembrane Cytosolic domain

—— | —

||\I
NNNN

Aodule\
Repeat peptide

DPSTDYYQELQRDISEMFLQIYKQGGFLGLSN
AHGV T 3 APD T RPAPG 5 T APP IKFRPG SVVVQLTLAFREGTINVHDVETQFNQ

00 0 OO YKTEAASRYNLTISDVSVSDVPFPFSAQSGAG

CQCRRKN YGQLDIFPARDTYHPMSEYPTYHTHGRYVPF‘SSTDRSPYEK\/SAGNGGSSLSYTNF‘AVMTSANL

\ consensus site for
Grb2 binding
PKC& phosphorylates Thr41 through its SH2

EGFR tyrosine kinase B - catenin binding domain
G_SK3|3db|nd$f phosphorylates Tyr46 motif that competes
Sl el o ; and forms a c-Src SH2 with E-cadherin
phosphorylation binding site bl s i e

FIGURE 4. Domain structure of MUC1 and functionally important sequence motifs. The domain structure of MUCH is shown
in a schematic model starting with the N-terminal signal peptide, a central VNTR (variable number of tandem repeats) domain
which is flanked by degenerate repeats, a SEA module containg the processing site, a transmembrane, and a cytosolic domain.
N refers to five N-glycosylation sites in the extracellular non-repetitive domain; O refers to O-linked glycans mainly found in the
repeat peptide.

Abb.4 Doméanenstruktur des transmembrandren MUC1. Aus Baldus, Engelmann & Hanisch 2004.

In normalen Zellen der Brust tritt vorzugsweise (Brockhausen 2006) die core2-
Struktur der Mucin-Typ O-Glykosylierung (Abb. 6) auf, die aus dem
sogenannten Tn-Antigen Uber die core-1-Struktur durch die Aktivitat einer der
drei Isoformen der core2-GlcNAc-Transferasen entsteht. Die Benennung ,, T-“
bzw. ,TF“-Antigen ist eine Abklrzung von Thomson-Friedenreich-Antigen, Tn-
Antigen bedeutet T-negative Antigen.

Dieser core wird in Brustepithelzellen mit weiteren Monosacchariden

vergréBert, so daB schlieBlich eine Glykanstruktur entsteht, wie sie in Abb. 5
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schon schematisch dargestellt wurde. Sialinsduren und Fucose bilden die

terminalen Kohlenhydrate.

Core 2 Abb.5
B6GIcNAcC-T Enstehung
— 3 3 des core?2

_>
B B B 6 der Mucin-
I I -I(;ypGI k
- y O_
Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr sylierung
Tn-antigen T-antigen

Diese Polylactosamin-Glykane werden auf Brustkrebszellen stark verkirzt
exprimiert, zudem [a8Bt sich eine starkere Sialylierung, z.B. in der Form des
Disialyl-T-Antigens erkennen (Abb. 8). In den in dieser Abbildung gezeigten
Glykanen haben Sialinsduren einen Anteil von 30 bis 50 % gegentber 10 bis
20% in den Glykanen von nichtmalignen Zellen. Gleichzeitig findet sich eine
MUC1-Expression nicht mehr nur auf der apikalen, sondern auf der gesamten
Zelloberflache, da die maligne Zelle ihre Polaritat verloren hat. Ausgehend vom
Tn- oder T-Antigen werden die entstehenden Glykane als Sialyl-Tn-, Sialyl-T-

bzw. Disialyl-T-Antigen bezeichnet.

Abb.6
Verkurzte
, Q ’ , sialylierte
1 06 B3 ab B3 ab Glykan-

|;_ I strukturen

. 3 - auf Brust-
Sialyl Tn- Sialy! | Disialyl Krebszellon
antigen T-antigen T-antigen

Die in der letzten Abbildung gezeigten Glykanstrukturen sind allerdings nicht
reprasentativ fir sémtliche O-Glykane der verschiedenen Brustkrebszelllinien.
Abbildung 9 zeigt HPLC-Chromatogramme sezernierter MUC1-
Glykosylierungssonden, die rekombinant in verschiedenen Zelllinien exprimiert
wurden; man sieht deutlich, daB nur die Zelllinien T-47D und ZR-75-1 einen
hohen Anteil sialylierter Glykane enthalten. Die Linien MDA-MB-231 und starker
noch MCF-7 enthalten weniger bzw. fast keine sialylierten Glykane. In der
Krebszelllinie MCF-7 wurden demgegeniber komplexere, jedoch nicht starker

sialylierte Glykane gefunden (Hanisch und Muiller 2000).
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Abb. 7 HPLC-Profile der Glykane verschiedener Brustkrebszelllinien.
Aus Miiller und Hanisch 2002, veréndert

Im Zusammenhang mit krebsspezifischen Verdnderungen der Glykosylierung
steht die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Neu5Gc, die Neu5Ac in einem
Teil der Glykanstrukturen ersetzen kénnte. Hierdurch kénnten méglicherweise
entsprechende mit Neu5Gc-sialylierte T- bzw. Tn-Antigen-Strukturen
entstehen.

Eine weitere gut untersuchte Tumor-korrelirte Veranderung der Sialylierung
findet sich in Darmkrebszellen. Wahrend Mucine der Epithelzellen des Darms
Disialyl-Lewis™ exprimieren, zeigen Krebszellen des Darmepithels Monosialyl-
Lewis™ (Miyazaki et al. 2004; Abb. 8). In diesem Fall 148t sich deutlich ein Vorteil
fur die Proliferation der Tumorzellen erkennen, der durch das unterschiedliche
Bindungsverhalten der sialylierten Glykane entsteht: Normale Epithelzellen
interagieren Uber plasmamembransténdiges Disialyl-Lewis® als Ligand mit
Siglec-7, einem Sialinsdure-Rezeptorprotein auf Lymphocyten, wodurch deren
cytotoxische Aktivitat inhibiert wird. Der Monosialyl-Lewis*-Ligand auf
Tumorzellen kann nicht an Siglec-7 binden. Dieser Verlust der
Bindungsfahigkeit reicht jedoch nicht aus, um eine gegen die Tunorzellen
gerichtete cytotoxische Aktivitdt der Lymphocyten auszulésen. Die

monosialylierte Struktur kann jedoch als Ligand fir das E-Selectin von
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Endothelzellen fungieren, wodurch die Angiogenese im wachsenden Tumor
geférdert wird. Eine chemische Modifikation der Sialinsaurereste in

Darmkrebszellen wird im nachsten Abschnitt erortert.

Abb.8 Die Glykanstrukturen Disialyl-Lewis” (links) und Monosialyl-Lewis" (rechts)

1.3. N-Glycolylneuraminsaure in Karzinomzellen
1.3.1 Immunologische und infektionsbiologische Vorbemerkungen

Neu5Gc (Abb. 9) ist zusammen mit N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac) die am
weitesten verbreitete Sialinsdure in Zellen von Wirbeltieren. Sie wurde erstmals
von Blix (1955) beschrieben.

OH _
Ho  f €Oz
How 7 ~0~7 "OR

NH
oy HO

Abb. 9 Struktur von Neu5Gc. R reprasentiert den glykosidischen Bindungspartner.
Von der Webseite http://www.bme.jhu.edu/~kjyarema/analogs1.htm

in der Spezies des Menschen und der Klasse der Vogel fehlt Neu5Gc, weil der
letzte Schritt ihrer Biosynthese aufgrund einer nichtfunktionellen CMP-Neu5Ac-
Hydroxylase (Abb.10) unmdglich ist. Aufgrund des Fehlens von Neu5Gc
entwickelt der menschliche Koérper Antikérper gegen Epitope, die Neu5Gc
enthalten. Die immunologischen Eigenschaften von Neu5Gc-enthaltenden
Epitopen wurden vor der Entdeckung der Sialinsduren bekannt: 1924
publizierte der ruméanische Pathologe Hanganutziu Uber menschliche
Immunreaktionen (Serumkrankheit) nach Verabreichung eines Pferdeserums,
1926 folgte Deicher mit einer dhnlichen Studie Uber solche Impfreaktionen
nach. Aufgrund dieser Arbeiten wurden die nach der Impfung mit Tierseren
auftretenden Antikérper als Hanganutziu-Deicher-Antikérper bezeichnet.
1977/78 wurde dann klar, daB es sich bei den Epitopen um Neu5Gc-haltige
Glykanstrukturen von Glykolipiden handelt (Higashi et al. 1977; Merrick et al.
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1978). Mittlerweile wird die Starke der Antigenitdt von Neu5Gc-Epitopen vor
allem bei der Transplantation tierischer Organe, die auf ihren Zelloberflachen
Neu5Gc-haltige Glykane exprimieren, jedoch wieder angezweifelt (Miwa et al.
2004).

Varki und andere (Varki 2006; Varki 2001) vertreten die Meinung, daB der
Verlust der Fahigkeit der Neu5Gc-Synthese fir den Menschen evolutionér
vorteilhaft war, da bestimmte Pathogene Neu5Gc-haltige Glykane bendétigen,
um den Kontakt mit Zellen herzustellen. So sei (Varki 2001) das Fehlen von
Neu5Gc einer der Faktoren, die das Halten von Nutztieren wie z.B. Kilhen und
Rindern beginstigt habe. Der in diesen Tieren h&ufig vorkommende E.coli-
Stamm K12, der zu schweren Darmerkrankungen flhren kann, bendtigt

Neu5Gc als Erkennungsmerkmal fiir einen Kontakt mit eukaryotischen Zellen.

1.3.2 Biosynthese der Sialinsduren am Beispiel der Neu5Gc

Das charakteristische Gerist aus 9 Kohlenstoffatomen wird bei allen
Sialinsduren durch die nucleophile Addition von Phosphoenolpyruvat an
ManNAc oder ein anderes Mannosederivat gebildet, die durch die
Neu5Ac-9-Phosphat-Synthase katalysiert wird (Abb. 10).

Die Acylierung am Sticktoffatom erfolgt vor der Addition. Im Fall der Neu5Ac
und auch der in tierischen Zellen auftretenden Neu5Gc ist das
GIcN-6-Phosphat Substrat einer Transferase, die eine aktivierte Acetylgruppe
vom Acetyl-CoA auf das Hexosamin Ubertragt. Als Baustein flir den weiteren
Syntheseweg kann  aber auch  N-Acetylglucosamin  aus dem
Kohlenhydratstoffwechsel verwendet werden, das durch eine Kinase am 6.
C-Atom phosphoryliert wird. Ausgehend vom GlcNAc-6-Phosphat erfolgt nun
die eigentliche Sialinsduresynthese (Abb. 10).

Eine Mutase wandelt das  GlcNAc-6-Phosphat  zundchst zum
GIcNAc-1-Phosphat um. Dieses wird dann durch CTP unter Abspaltung von
anorganischem Pyrophosphat zu CMP-GIcNAc umgesetzt.

Die n&chsten beiden Stadien der NeuS5Ac bzw. auch der tierischen Neu5Gc-
Synthese werden durch ein bifunktionelles Enzym, die
UDP-GIcNAc-Epimerase/ManAc-Kinase katalysiert. Mit einem knock-out dieses
Enzyms wurde im Mausmodell gezeigt, daB die Synthese von Sialinsaure bzw.

die folgende Sialylierung von Glykoproteinen essentiell fir die
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Embryonalentwicklung ist (Schwarzkopf et al. 2002). Die Menge des aus der
Nahrung aufgenommenen ManNAc genlgt also zumindest im Mausmodell
nicht fir eine ausreichende Neu5Ac-Synthese. Ergebnis der Reaktion des
bifunktionellen Enzyms ist eine Epimerisierung des GIcNAc zu ManNAc und die
Phosphorylierung des ManNAc zum N-Acetylmannosamin-6-Phosphat, dem
Substrat der Additionsreaktion (Abb. 10), die am Anfang des Abschnittes schon

erwahnt wurde.

N-Acetyl glucosamine Fructose-6-phosphate

(Nutrition, Salvage) (Glycolysis) Abb. 10
i Syntheseweg der Neu5Ac
\ und Neu5Gc.
Cviosol GlcNA::’.:.P NachSchwarzkopf et al.

e iT GIcNAc-6-P-mutase 2002, verandert.

GIcNAc-1-P

I:'PrP 1? UDP-GIcNAc-pyrophosphorylase
]

UDP-GIcNAc
H20 J
ubppP

ManNAc

UDP-GIcNACc 2-
epimerase /

ManNAc-

ATP J 1
Cytosol AL nass

ManNAc-6-P

PEP
P; J NeuAc-9-P-synthase
NeuAc-9-P
H20
P j NeuAc-9-P-phosphatase
i
NeuAc
f NeuAc

NucleusGF CTP 1 % CMP-NeuAc-synthase
PP;

CMP-
\  Neuse CMP-Neu5Ac-

. ¢ 2 Hydroxylase
T W =
Golgi CMP-NeuAc CMP- Neu5Gc

Glycan
y Sialyltransferase
CMP )

o oeotlugate el Neuse
Humane Neu5Ac-9-Phosphat-Synthase kann neben dem
N-Acetylmannosamin-6-Phosphat auch andere Mannosederivate verstoff-
wechseln (Lawrence et al. 2000). Deshalb kdénnen auch Mannosen mit
verschiedensten nicht-biogenen Substituierungen (z.B. langerkettige Acylreste
oder eine Azidogruppe) zur Sialinsduresynthese in vivo eingesetzt werden,

worauf schon im Abschnitt 1.1 hingewiesen wurde.
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Eine Phosphatase spaltet die Phosphatgruppe von der gebildeten Sialinsédure
ab, worauf ihr Transport in den Zellkern erfolgt. Hier kommt es zu einer
LAktivierung“ des Molekills durch kovalente Bindung an CMP, dann zum
Rucktransport in das Cytosol.

Ausgehend vom CMP-Neu5Ac wird dann in tierischen Zellen durch eine
Oxidation des «-C-Atoms des Acetylrestes, der hierdurch zu einer
Glycolylgruppe umgewandelt wird, Neu5Gc gebildet. In Humanzellen ist dies
nicht moéglich, da das menschliche Homolog der in tierischen Zellen fur die
Oxidation erforderlichen CMP-Neu5Ac-Hydroxylase (CMAH) im 5'-Bereich eine
92 bp-Deletion hat, die zum Funktionsverlust des Genproduktes fuhrt (Shaw
und Schauer 1988, Bouhours und Bouhours 1989, Muchmore et al. 1989).
Wahrend die Neu5Ac-Synthese durch feedback-Inhibition der
Acetyltransferase-Reaktion (Schritt 1 in Abb. 10) durch CMP-Neu5Ac gesteuert
werden kann (Murrell et al. 2004), ist noch nicht klar, wie die Neu5Gc-Synthese
— d.h. der letzte Schritt der Oxidation von CMP-Neu5Ac - reguliert wird.

1.3.3 Die Debatte liber die Synthese von Neu5Gc durch humane Tumorzellen
Der Verlust von Neu5Gc in menschlichen Zellen steht im Kontrast zum
Wiederauftauchen in  einigen  Krebsformen  (Schauer & Malykh 1999,
Koda et al. 2003, Tzanakakis et al. 2005), vor allem im  Brustkrebs
(Kawai et al. 1992, Hanisch etal. 1992; 1996) in einem Anteil von 1-17 %
(Hanisch et al. 1996) der gesamten Sialinsduremenge von MUC1. Andererseits
konnten diese Befunde durch eine Analyse von Darmkrebszellen nicht bestatigt
werden (Tangvoranuntakul et al. 2003). Aufgrund dessen wurde vermutet, daB
die frlheren Daten experimentelle Artefakte darstellen. Diesbeziglich wurde
vermutet (Bulai et al. 2003), daB3 es wahrend der analytischen Prozedur durch
Wasserentzug zur Bildung des 1,7-intramolekularen Lactons der Neu5Ac
kommen kdnnte, das bei der gegenwartig Uberwiegend zur Sialinsaureanalyse
eingesetzten HPLC &hnliche chromatographische Eigenschaften wie Neu5Gc
haben soll.

Das experimentelle Artefakt einer Neu5Gc-Detektion wére auch durch die
Verwendung tierischen Materials in der Zellkultur mdglich; es ist vielfach
nachgewiesen worden (z.B. Yin et al. 2006), daB Zellen Sialinsduren aus dem

extrazelluldren Bereich gut aufnehmen kénnen. Als Quelle kommt insbesondere
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das bei der Zellkultur Ublicherweise eingesetzte FCS in Betracht, das — wie
auch in den Analysen der vorliegenden Arbeit gezeigt, siehe Abschnitt 3.1.1.3 —
Neu5Gc-haltige Glykoproteine enthédlt. In den Studien, die Neu5Gc in
Krebzellen entdeckten, wurde allerdings das FCS durch Zuséatze ersetzt, die
nicht tierischen Ursprungs sind, wie etwa Humanserum, das auch in der
vorliegenden Arbeit sowie in der Studie von Tangvoranuntakul und Kollegen
(Tangvoranuntakul et al. 2003) etal. verwendet wurde, oder synthetische
Serumersatzstoffe (Hanisch et al. 1996).

Die These eines endogenen Ursprungs von Neu5Gc wurde weiter durch den
Befund geschwacht, daB Neu5Gc in Koérperflissigkeiten sowie in Haaren
gefunden werden kann, nachdem es extern aufgenommen wurde
(Tangvoranuntakul et al. 2003). Die Autoren der genannten Studie vertraten
deswegen die Auffassung, daB Neu5Gc in Krebszellen ausschlieBlich aus der
Nahrung stammt, eine endogene Synthese also nicht stattfindet. Andererseits
wurde fur menschliche Erythrocyten gezeigt (Bulai et al. 2003), daB diese trotz
eines Angebotes von Neu5Gc durch die Nahrung diese Sialinsdure in vivo nicht
besitzen, auch wenn in diesen Zellen neben NeuS5Ac eine Vielzahl
verschiedener Sialinsduren in Spuren nachgewiesen werden konnte. Der
Nachweis von Neu5Gc in Krebszellen wurde vor diesem Hintergrund dem
gesteigerten Metabolismus von Krebszellen allgemein zugeschrieben
(Tangvoranuntakul et al. 2003).

In Lymphomzellen wurde im AnschluB daran tatsachlich ein Zelltransporter
gefunden (Bardor et al. 2005), der in der Lage ist, Neu5Gc vom extrazelluléren
Bereich ins Cytoplasma der Zelle zu transportieren. Es wére angesichts der
immunologischen Eigenschaften von Neu5Gc allerdings erstaunlich, wenn der
Transporter spezifisch fir Neu5Gc wére. Die These der exogenen Herkunft der
Neu5Gc in Krebszellen erfuhr vor kurzem weitere Unterstitzung durch den
Nachweis, daB Krebszellen den Import von Sialinsduren unter hypoxischen
Bedingungen insgesamt durch gesteigerte Expression von Sialin erhéhen, das
fr den Import von Sialinsaren verantwortlich ist (Yin et al. 2006).

Die soweit dargestellten Daten kdnnen zu dem Reslimee AnlaB geben, daB
Neu5Gc in  Krebszellen ausschlieBlich externen Quellen entstammt
(Martin et al. 2005). Andererseits wirde eine endogene Neu5Gc-Synthese zu

Befunden passen, nach denen das Sialinsdureprofil von Krebszellen von
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demijenigen abweicht, das in normalen Zellen gefunden werden kann. Hierunter
kénnen quantitative Abweichungen verstanden werden, wie der erhdhte Anteil
von Neu5Ac an MUC1-Glykanen in Tumorzellen. Daneben werden jedoch auch
Sialinsduren in Tumoren gefunden, die in normalen menschlichen Zellen nicht
oder nur in solch geringen Mengen vorkommen, daB3 eine exogene Herkunft -
z.B. durch die Nahrung - vermutet werden kann. Ein bekanntes Beispiel ist die
KDN (s.o. S. 2), die in Lungenkrebszellen (Inoue et al. 1996) entdeckt wurde.
Diese Sialinsaure entsteht durch die Addition von PEP an Mannose (zu diesen
Befunden siehe auch Abschnitt 4.5 der Diskussion).

In Darmkrebszellen findet man im Unterschied zu den beschriebenen Befunden
ein verringertes AusmaB einer chemischen Modifikation der Neu5Ac-Struktur.
Bei dieser Modifikation handelt es sich um eine Acetylierung der Neu5Ac an
den Positionen 7 bis 9 des Kohlenstoffgeristes, die in Epithelzellen des Darms
etwa 50 % (monoacetyliert) bzw. 30 % (di- oder triacetyliert) des
Sialinsduregehaltes (Corfield et al. 1999) ausmacht. Grund hierfir ist ein
verringertes Transkriptionsniveau der entsprechenden Acetyltransferase
(Schauer & Corfield 1998). Vor diesem Hintergrund wéare ein maoglicher
endogener Biosyntheseweg durch differentielle Genexpressionsanalyse der an
der NeuGc-Synthese beteiligten Enzyme in Brustkrebszellen und normalen
Epithelzellen zu prifen.

Aus den Bemerkungen Uber den Mechanismus der KDN-Synthese und Uber
die Verwendbarkeit nichtphysiologisch N-substituierter Mannosamine lassen
sich wiederum Arbeitshypothesen hinsichtlich der endogenen Synthese von
Neu5Gc aufstellen, die weitere Ausgangspunkte fir die experimentelle Arbeit
bildeten.

1.3.4 Die Herkunft der Glycolylgruppe

Der Ursprung der Glycolylgruppe der Neu5Gc kann verschiedenen
metabolischen Abweichungen zugeordnet werden, die in Krebszellen gefunden
werden kénnen (Zu & Guppy 2004). Ein erhdhter Gehalt an GABA
(4-Aminobuttersdure) ist flr Krebszellen gut dokumentiert (Opolski et al. 2000;
Nicholson-Guthrie et al. 2001; Matuszek et al. 2001). In friiheren Studien wurde
vermutet (Vamecq & Draye 1990), daB GABA Uber 4-Hydroxybutyrat und
nachfolgende B-Oxidation zu Glycolyl-CoA (Abb. 11) verstoffwechselt wird.
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Vamecq und Draye zeigten in einem photometrisch untersuchten Enzymansatz
in vitro ohne anschlieBende chemische ldentifikation, daB Glycolyl-CoA von
Rattenleberzellen zur Synthese von N-Glycolylglucosamin verwendet werden
kann. Als wahrscheinlichen Mechanismus postulierten sie, daB die GIcN-6-
Phosphat-Acetyltransferase, die in der Neu5Ac-Synthese die Acetylgruppe auf

das Hexosamin Ubertragt, auch das Glycolyl-CoA als Substrat verwenden

kann.
GABA
0 o) 0O 0
_ Transaminierung M M
o S—CoA S S—CoA
OH OH
NH, =,
Short-chain
B-oxidation
O @)
H,C— +
OH S*COA H3C S—CoA
Glycolyl-CoA Acetyl-CoA

Abb.11 Katabolismus der GABA mit vermuteter Bildung von Glycolyl-CoA

Neben der Hypothese, daB GABA der Ursprung der Glycolylgruppe ist, wurde
vermutet, daB (1) der Metabolismus von Glycolat selbst, (2) die e-Oxidation von
e-Hydroxyfettsduren und (3) der Katabolismus von Hydroxypyruvat durch die
Pyruvat-Decarboxylase (Vamecq & Draye 1990; Malykh et al. 2001) zur Bildung
von Glycolyl-CoA fihren (Abb. 12).

»-Oxidation of fatty acids Hydroxypyruvate catabolism
(0]
OH @)
B-Oxidation —pp Glycolyl-CoA
y-Aminobutyrate catabolism Glycolate metabolism
o OH
| 2P
_ 7/
o H,C—C
N
NH, 0]

Abb. 12 Mégliche Biosynthesewege des Glycolyl-CoA
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Im Fall von Glycolat und Hydroxypyruvat sind physiologische Funktion und
Ursprung der Substanzen allerdings unklar. Die Substanzklasse der
o-Hydroxyfettsduren wurde im Unterschied dazu in den Kontext der

metabolischen Abweichungen von Krebszellen eingeordnet (Vameq & Draye
1987).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit verfolgte das Ziel, experimentelle Evidenz fir eine

mogliche endogene Synthese der NeuGc in menschlichen Brustkarzinomzellen

zu liefern.

1.

Die Existenz alternativer Synthesewege der NeuGc sollte zunachst durch
den Nachweis gesichert werden, dass auch in NeuGc-freien Medien
Karzinomzellen die Sialinsdurevariante exprimieren.

Da Glycolyl-CoA als Donorsubstrat bei der Acylierung von
Sialinsdurevorlaufern fungieren kdénnte, sollte geprift wirden, ob die
Hexosamin-spezifischen Acyltransferasen das variante Cosubstrat
tolerieren.

Mehrere  katabolische  Stoffwechselwege im  Aminosdure- und
Fettsdureabbau kénnen zu einem erhéhten Glycolyl-CoA-Pool beitragen.
Einzelne Vorlaufermetabolite, wie die GABA, sollten daher in
radiometabolischen Tracerexperimenten Einsatz finden, um ihren Beitrag
zur NeuGce-Synthese zu bestatigen.

Tumorspezifische Stoffwechseldnderungen kdnnten z.T. auf verdnderte
Expressionsraten einzelner in die paradoxe NeuGc-Synthese involvierter
Enzymgene zurlckgehen. Deshalb sollte in einer differentiellen
Genexpressionsanalyse auf der Grundlage etablierter
Brustkarzinomzelllinien und normaler Epithelzellen ein Expressionsprofil
erstellt werden, um regulierte Enzymspecies zu identifizieren.

In einem weiteren (optionalen) Teilprojekt sollten die Tragerproteine der
NeuGc auf menschlichen Brustkarzinomzellen identifiziert werden.

Da zwischenzeitlich bekannt wurde, dass NeuGc zu einem erheblichen Teil
aus exogenen Quellen stammen kann, war ihre Evaluierung als urinarer
Tumormarker nicht mehr relevant und wurde daher als Teilprojekt fallen

lassen.
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1 Zellkultur

2.1.1 Verwendete Zelllinien

Fir die Arbeit wurden verschiedene humane Mammakarzinom-Zelllinien
verwendet, die — ebenso wie die Lungenkrebszelllinie STAV-AB - durch pleurale
Effusion gewonnen wurden. Samtliche Mammakarzinom-Zelllinien wurden von
der American Type Culture Collection (ATCC) bezogen.

Als Ursprungsgewebe der Zelllinien MDA-MB-231 (Cailleau et al. 1974) und
MCF-7 (Soule et al. 1972; Brooks et al. 1973) werden metastasierende
Adenokarzinome genannt. Die Linien T-47D (Horwitz et al. 1978; Westley &
Rochefort 1980) und ZR-75-1 (Engel et al. 1978) sind ebenfalls glandularer
Herkunft, sie entstammen duktalen, infiltrierenden Karzinomen. Hinsichtlich ihrer
zytologischen Eigenschaften 148t sich bei MDA-MB-231 eine myoepitheliale, bei
den anderen Zelllinien eine epitheliale Morphologie (Neill et al. 2004) feststellen.
Zellen der Linie MDA-MB-231 unterscheiden sich auch beziglich ihrer
molekularen Marker, da sie als einzige Ostrogen-Rezeptor a-negativ sind (Neill et
al. 2004).

Humane Brust-Epithelzellen (HMECs; Stampfer 1999) wurden laut Distributor
(Cambrex, Verviers, Belgien) aus Gewebe gewonnen, das der Mastektomie einer
benignen Hypermastie entstammt.

Die Zelllinie STAV-AB wurde aus einem malignen epithelialen Mesotheliom der
Lunge gewonnen, einer seltenen Krebserkrankung dieses Organs (Klominek et al.
1989). Besonderheit dieser Zellen ist es, daB sie bei Kultur mit FCS von einer
epithelialen zu einer fibroblastenartigen Morphologie wechseln (Klominek et al.
1989).
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2.1.2 Kulturbedingungen der Zellen

Alle Zelllinien wurden als monolayer bei 37°C in einem Inkubator (Heraeus) mit
5 % CO, in Zellkulturflaschen mit FilterverschluB (TPP, Trasadingen, Schweiz)
kultiviert.

Sobald die Zellen 80 % Konfluenz erreicht hatten, wurden sie mit einer Lésung
aus 0,05 % Trypsin (Biochrom, Berlin) und 0,02 % EDTA (Biochrom) abgelést. Die
Trypsinisierung wurde nach 5 bis 10 min mit dem verwendeten Komplettmedium
gestoppt; die abgeldsten Zellen wurden dann fir 5 min bei 180xg zentrifugiert
und neu in Kultur genommen. Die Verhéltnisse der Neuaussaat der jeweiligen
Zelllinien ebenso wie die Zusammensetzung ihrer Kulturmedien sind in Tabelle 1
aufgeflihrt. Alternativ wurde das Abldésen der Zellen mit dem Enzymgemisch
Accutase (PAA, Coélbe) durchgefihrt, einer Mischung bakterieller Kollagenasen,
die laut Hersteller die Membranproteine weniger stark angreifen als das Trypsin.
Da die Ausbeuten an Sialinsduren jedoch bei beiden Verfahren identisch waren,

wurde bei der Rekultivierung der Zellen meist mit Trypsin gearbeitet.

Tab.1. Zusammensetzung der fiir die Zelllinien verwendeten Zellkulturmedien

Zelllinie Basalmediu | Anteil an Verhéltnis bei Weitere Zusétze

m Serum (%) | der Neuaussaat
MCF-7 DMEM 10 1:5 0.01 mg/ml Rindernsulin
MDA-MB-231 DMEM 10 1:6 -
STAV-AB RPMI1640 | 6,5 14 -
T-47D RPMI1640 | 10 1:10 0.2 Units/ml Rinderinsulin
ZR-75-1 RPMI1640 8,5 1:6 1.0 mM Natriumpyruvat

Alle Medien, PBS und FCS wurden von Biochrom (Berlin) bezogen. Zum
(MEBM) HMECs folgende Zusatze (Tab.2)

hinzugegeben.EGF, Hydrocortison, Insulin, BPE und Gentamicin/Amphotericin-B

Basalmedium der wurden
waren vom Hersteller zum MEBM separat beigepackt und wurden zu Beginn der
HMEC-Kultur in das Medium gemischt. GemaB den Empfehlungen von Stampfer
(http://www.lbl.gov/~mrgs/other/procs.html; Stampfer Cancer Cell Lines 1999 §)
wurde das Zellkulturmedium noch mit und

Isoprotenerolbitartrat  (Sigma)

humanem Apo-Transferrin (Sigma) ergénzt.
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Tab.2. Zusatze zum Basalmedium der HMECs

Zusatz Endkonzentration

EGF (100ug/ml) 5 ng/ml
Hydrocortison (1 mg/ml) 0.5 ng/ml

Insulin (1 mg/ml) 5 ug/ml

BPE (14 mg/ml) 70 pg/ml

Humanes Apo-Transferrin (10 mg/ml) 5 ug/ml
Gentamicin/Amphotericin-B 50 pg/mL
Isoproterenolbitartrat (5 uM) 0,01 uM

2.1.3 Kulturbedingungen bei Kultur der Zellen ohne FCS
Im Fall der Krebszelllinien wurden zwei verschiedene Methoden angewendet, um

ein FCS-freies Wachstum der Zellen herbeizufiihren.

1) Kultur der Zellen mit AIMV

Bei dem AIMV-Medium (Gibco) handelt es sich um ein urspringlich fir die
Lymphozytenkultur vorgesehenes Medium. Es konnte in der vorliegenden Arbeit
jedoch erfolgreich fur die Kultur der Krebszelllinien adaptiert werden.

Das FCS-haltige Medium wurde in Schritten von 10, 30, 50, 65, 80 und 100 %
durch AIMV ersetzt. Eine Umstellung erfolgte zum einen nach dem Abldsen und

Neuaussaen der Zellen, zum anderen wahrend der Kultur der Zellen.

2) Kultur der Zellen mit humanem Serum
Die Benutzung von humanem Serum erfordert keine spezielle Umstellung der
Zellen. War es erforderlich, humanes Serum einzusetzen, wurden die Zellen mit

der gleichen Menge an Serum gezogen wie bei Einsatz von FCS.

2.1.4 Transfektion der Zellen mit sezerniertem MUC1 (MUC1-S)

Die Isolation von transmembrandrem MUC1 gestaltet sich recht aufwendig
(Hanisch et al. 1996). Untersuchungen zeigen (z.B. Engelmann 2005), da3 die
sezernierte Form des endogenen MUC1 eine ahnliche Glykanstruktur wie die
eines rekombinanten MUC1-Fusionsproteins (MUC1-S) aufweist. Um in einem
AnschluBprojekt an die Experimente zur Neu5Gc-Genese die Struktur der O-

Glykane des MUC1 von T-47D-Zellen genauer untersuchen zu kénnen, wurde
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eine transfizierte T-47D Zellinie etabliert, die die sezernierte Form des MUC1
(MUC1-S) in das Zellmedium abgibt.
Die DNA-Sequenz des zur Transfektion verwendeten Konstruktes lautet

folgendermaBen:

5-AGCTTCTGCCTGCCGCCTGCCTGCCTGCCACTGAGGGTTCCCAGCACCATGAGGGCCTGG
ATCTTCTTTCTCCTTTGCCTGGCCGGGAGGGCTCTGGCAGCCCCGCTAGTTCATCATCAT
CATCATCATGGTCCGCTAGTTGACGTCGCCAGCAATGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAG
GATCTGGCTAGTATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATATCGAAGGTCGTGGGCTA
GCCCCGTACGCCCTGAAGGAGATGGCCCCGCCGGCCCACGGCGTCACCTCCGCCCCGGAC
ACCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGCGCCCGCAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGAG
AGCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGCCCCCCCAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGAC
ACCAGGCCCGCCCCGGGCTCCACCGCCCCCCCAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGAC
ACCAGGCCCGCCCCGGGCTCCACCGCGCCCGCAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGAC
ACCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGCCCCCCAAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGAC
ACCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGCTCCTCCTGCTCATGGTGTGATGAAGGAGGCCCTG
CCGTACCCGCGGCCGCTCGAGGCCGGCAAGGCCGGATCCAGACATGATAAGATACAT -3

Zur Transfektion der Zellen mit MUC1-S wurden T-47D-Zellen bis auf eine
Konfluenz von 30 bis 50 % gezogen. Fir eine 150 cm*-Zellkulturflasche wurden
20 yg MUC1-S DNA mit 780 yl RPMI-1640 (ohne Serum und andere Zusatze)
vermischt. AnschlieBend wurden 120 pl Superfect (Qiagen) hinzugegeben und die
Mischung fur 10min bei RT inkubiert. Danach wurden 5,2 mL des jeweiligen
Vollmediums (mit FCS und Zuséatzen) hinzugeflugt.

Die Zellen wurden folgendermaBen vorbehandelt. Das Medium wurde entfernt
und der Zell-monolayer anschlieBend zweimal mit RPMI-1640 (ohne Serum und
andere Zusatze) gewaschen; Reste des Mediums nach dem letzten Waschen
wurden abgesaugt. Nun wurden die Zellen fir 3h mit dem vorbereiteten
Transfektionsmedium im Brutschrank bei 37°C unter Zellkulturbedingungen
inkubiert.

Nach drei Stunden wurde das Transfektionsmedium entfernt. Die Zellen wurden
dann mit dem Ublichen Vollmedium wie oben beschrieben gezogen. Nach 24 h
wurde es mit einem Medium ersetzt, das 5 pg/mL Puromycin enthielt. Das
Puromycin dient als Selektionsantibiotikum ftir erfolgreich transfizierte Zellen, die
ein Puromycin-Resistenzgen tragen.

Von einer erfolgreichen Transfektion konnte nach 5-7 Tagen Wachstum

ausgegangen werden.
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2.2 Isolation und Analytik der Sialinsauren

2.2.1 Theoretische Vorbemerkungen

Die Sialinsdureanalytik besteht aus den Schritten Extraktion, Reinigung und
Analyse - d.h. chemische Identifikation sowie Quantifizierung - der
Substanzklasse (Reuter & Schauer 1994). Vor der Extraktion der Sialinsduren wird
meist eine Isolierung der Membranfraktion aus dem Zell-Lysat durch differentielle
Zentrifugation (de Duve 1975) durchgeflihrt. In diesem Schritt kann gleichzeitig
der Salzgehalt der Probe durch wiederholte Waschungen mit destilliertem Wasser
vermindert werden.

In einigen Fallen wurde auch eine Extraktion der Membranproteine (z.B.,
Tzanakakis et al. 2006) oder die Isolierung einzelner Proteinspezies wie z.B. des
MUC1 (Hanisch et al. 1996) durchgefiihrt. Gegenwartig arbeitet man meist mit
einer isolierten Membranfraktion als  Ausgangsmaterial far  die

Sialinsdureextraktion (z.B. Bardor et al. 2005).

2.2.1.1 Methoden der Abspaltung von Sialinsduren

Die Sialinsduren als endsténdige Kohlenhydrate extrazellularer Glykanstrukturen
kénnen (1) in einem enzymatischen Ansatz mit Sialidasen, z.B. der Vibrio
cholerae-Sialidase, (2) mit methanolischer HCI und (3) durch sdurekatalysierte
Hydrolyse abgespalten werden (Reuter und Schauer 1994). Der Sialidaseansatz
ist fur die Analytik seltenerer Sialinséduren allerdings nicht empfehlenswert, da die
Sialidasen unterschiedliche Substratspezifitdt besitzen (Reuter & Schauer). Setzt
man die Abspaltung von NeuS5Ac als 100%, so wird z.B. Neu5Gc lediglich mit der
Halfte der Effektivitat freigesetzt. Sialidase kam daher bei der Neu5Gc-Analytik
nicht zum Einsatz.

Methanolische HCI und verdinnte Saure bewirken beide saurekatalysierte
Spaltungen der glykosidischen Bindung. Im Fall der methanolischen HCI wird der
mit dem terminalen Kohlenhydrat verbundene Zucker durch eine Methylgruppe
ersetzt, die Acetalgruppe des terminalen Kohlehydrates bleibt also als Vollacetal
erhalten. Dieses wird beim Einsatz von verdinnter Sdure zum Halbacetal des
freien Zuckers umgesetzt, weil eine Hydroxygruppe aus dem Wasser an die Stelle
des glykosidischen Bindungspartners tritt. Die Ausbeute des methylierten
Kohlenhydrates beim Einsatz der methanolischen HCI wird besonders durch

Feuchtigkeit stark vermindert (Chambers and Clamp 1971). Das Reagenz wurde
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deswegen durch Einleiten getrockneten Chlorwasserstoffs in Methanol
hergestellt, doch auch hier entstehen durch Reaktion mit dem Methanol geringe
Mengen von Wasser und Methylchlorid. Bevorzugt wird heute deswegen ein
Gemisch aus Methanol und Acetylchlorid, das zu Methylacetat und
Chlorwasserstoff umgesetzt wird; das Methylacetat fungiert wahrend der
Methanolyse durch Esterspaltung als Wasserfanger.
Aufgrund ausreichender Ausbeuten und einfacherer Handhabbarkeit wird
gegenwartig meist verdinnte Sdure zur Abspaltung der Sialinsduren verwendet.
In der Literatur kamen folgende Sduren zum Einsatz:

» 1M Ameisensdure (Mawhinney & Chance 1984)
2M Essigséure (Varki & Diaz 1984; Mawhinney & Chance 1984)
2M Propionsaure (Mawhinney & Chance 1984)
0,05 bzw. 0,1 M TFA (Bardor 2005)
0,1 M Schwefelsdure (Mawhinney & Chance 1984; Reuter und Schauer
1994)

Wie Varki und Mitarbeiter (Varki & Diaz 1984) herausfanden, kdnnen insbesondere

acetylierte Sialinsduren durch die Einwirkung starker Sduren deacetyliert werden.
Andererseits ist insbesondere beim Einsatz von Essigsdure eine Verfalschung
durch Acetylierung der Hydroxyfunktionen der Sialinsduren méglich.

Reuter und Schauer (1994) empfehlen eine Zweischrittmethode, in der zuerst
eine schwache Carbonsdure, dann eine starkere verdinnte Mineralsdure zum
Einsatz kommen, um die Ausbeute zu maximieren und Verluste durch
SaureeinfluB zu minimieren; diese Methode hat sich jedoch in der Literatur

aufgrund ihrer etwas umstandlichen Handhabung nicht durchgesetzt.

2.2.1.2 Reinigung und Verfahren zur analytischen Identifikation von Sialinsauren
Nach der Hydrolyse der Sialinsdure ist eine Abtrennung des Hydrolysats vom
verbleibenden Protein erforderlich sowie gegebenenfalls eine Entsalzung durch
Gelfiltration, wenn eine HPLC durchgefiihrt werden soll. Die Abtrennung von
makromolekularen Bestandteilen erfolgt meist durch Ultrazentrifugation mit

geeigneten Filtern.
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2.2.1.2.1 Fluoreszenzdetektion durch HPLC

Analyse und Quantifizierung der Sialinsdurefraktion wird heute meistens mit
HPLC durchgeflhrt. Hierzu missen die Sialinsduren mit einem passenden
Chromophoren wie dem 2-Aminobenzamid (Abb. 13) derivatisiert (Bigge et al.
1995) werden, was anschlieBend eine empfindliche Fluoreszenzdetektion
ermoglicht (vgl. Lamari und Karamanos 2002). In einigen Fallen wird zur
chemischen I|dentifikation des Analyten eine massenspektrometrische Analyse
der eluierten Sialins&durefraktion vorgenommen.

Die Derivatisierung des Sialinsduremolekuls durch Aminobenzamid verlduft nach
dem Reaktionsmechanismus (Abb. 13) der reduktiven Aminierung.

Abb. 13.

Glycan Dye Schiff's base . .
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0813.pdf
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NHAC

Labelled Glycan

2.2.1.2.2 Vorteile der GC/MS-Analytik

In der vorliegenden Arbeit wurde in der weit Uberwiegenden Zahl der Falle die
GC/MS-Analytik der HPLC-Analytik vorgezogen, wobei technische Méglichkeiten
bestanden, beide Verfahren anzuwenden. GC/MS ist die Analysemethode der
Wahl fir kleinere Molekile (weniger als 2000 Da, im Kontext der vorliegenden
Arbeit weniger als 800 Da). Die GC/MS-Analytik bietet in einem einzigen
Analysegang hohe Empfindlichkeit bei gleichzeitig moglicher Identifikation durch
die unabhdngigen Parameter Retentionszeit und massenspektrometrisches
Fragmentierungsmuster an.

Eine Quantifizierung kann in der GC/MS-Analytik — wie bei anderen analytischen
Verfahren auch - mit einem externen oder internen Standard durchgefihrt
werden, der der gesuchten Substanz bzw. der Substanzklasse chemisch &hnlich
sein sollte. Sofern keine absolute Quantifizierung der Sialinsduren erforderlich ist,

kann die vorhandene =zellinterne Neu5Ac als interner Standard verwendet
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werden. Vor allem in menschlichen Zellen macht diese mindestens 80, oft 90%
der gesamten Sialinsdure aus und Dbietet so eine zuverldssige
Quantifizierungsreferenz. Die Ubrigen Sialinsduren werden dann als Anteile des

Neu5Ac-Signals ausgedrickt.

2.2.1.2.3 Methoden der Derivatisierung fiir GC/MS

Um eine Interaktion stark elektronegativer Atome wie der Sauerstoffatome von
Hydroxygruppen mit dem Saulenmaterial des Gaschromatographen zu
verhindern, missen die Wasserstoffatome solcher Gruppen vor der Injektion der
Probe in den GC/MS-Apparat mit chemisch inerten Gruppen substituiert werden.
Die GC/MS-Analytik von Sialinsduren erfordert es deswegen, ein
Derivatisierungsreagenz fir deren Hydroxy- und Carboxyfunktionen zu finden,
das nicht mit der Aminogruppe reagiert. Hierzu eignen sich Alkyl-, Acyl- und
Silylgruppen; letztere dominieren die Literatur GUber gaschromatographische
Derivatisierung und wurden auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Daneben
wurde auch ein neueres Verfahren evaluiert, das eine Methylierung der
Carboxyfunktion mit anschlieBender Acylierung der Hydroxyfunktionen vorsieht
(Zanetta et al. 2001; Bulai et al. 2003).

(1) Derivatisierung von Sialinsauren durch Methylierung und Acylierung

Bulai und Kollegen (Bulai et al. 1999; 2003) flhrten eine Methylierung der
Sialinsduren mit Diazomethan an der S&aurefunktion und anschlieBender
Veresterung der OH-Gruppen mit perfluorierten Carbonsdureanhydriden wie dem
Heptafluorbuttersdureanhydrid (HFBAA) durch. Hauptvorteil kdnnte eine
effizientere und stabilere Derivatisierung sein, wodurch ein teilweiser Zerfall der
Derivate im GC-Injektor verhindert wird. Den Autoren zufolge handelt es sich
hierbei um ein Problem, das bei der Trimethylsilylierung auftritt.

Diese Methode konnte in der angegebenen Weise unter den gegebenen
technischen Umsténden nicht erprobt werden, da ein Arbeiten mit Diazomethan
aufgrund seiner Toxizitdt und Explosionsgeféhrlichkeit nicht mdglich war.
Stattdessen wurde zur Methylierung das gasférmige Diazomethan, das aus
Vorlaufersubstanzen in geschlossenen Apparaturen hergestellt werden muB,
durch Trimethylsilyldiazomethan (TMSDM) ersetzt (Kudoh et al. 1994; Rimmer et
al. 1996 ). Dieses Ubertragt eine Methangruppe auf das analysierte Molekil und

zerfallt selbst zu einer inerten Trimethylsilylverbindung und N,.
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Abb. 14. Mechanismus der Alkylierung durch Trimethylsilyldiazomethan (TMSDM)
Aus http://userpage.chemie.fu-berlin.de/~tlehmann/krebs/files_diazoalkanes.pdf

Im AnschluB an die Methylierung wurde dann die Veresterung der
Hydroxyfunktionen mit den perfluorierten Carbonsaureanhydriden
Pentafluorpropionsdureanhydrid (PFPAA) und HFBAA durchgeflhrt.

(2) Derivatisierung von Sialinsauren mit Trimethylsilylgruppen

Ein sehr verbreitetes Verfahren zur Derivatisierung der Hydroxy- und
Carboxyfunktionen von Sialinsduren ist die Substituierung des Wasserstoffatoms
dieser Gruppen mit einer Trimethylsilylgruppe (Kamerling et al. 1974; Casals-
Stenzel et al. 1975; Kamerling & Vliegenthart 1989; Abb. 15).

?H3 Abb.15.

_Qi_ Die Trimethylsilylgruppe (TMS
?. CH, ylsilylgruppe (TMS)
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Die Reaktion von Phenol mit MSTFA (Donike 1969) ist in Abbildung 16
exemplarisch fur die Derivatisierung mit Silylierungsreagenzien dargestellt; bei
dem Reaktionsmechanismus handelt es sich um eine bimolekulare nucleophile

Substitution (Knapp 1978), Resultat ist die Trimethylsilylierung des Molekils.

OH o OTMS Abb. 16. Mechar_ﬂsmus
)L é_;— /ﬁ\ H der Trimethylsilylierung
. CFTON ~ o LN am Beispiel von MSTFA.
CH, CH, Nach Knapp 1978.
MSTFA

Bei der Derivatisierung sind im Fall der Sialinsaure folgende Punkte zu beachten:
1) Eine Offnung des Hexoseringes im Zuge der Derivatisierung erméglicht eine
Drehung der Carboxy- und Hydroxyfunktionen am zweiten C-Atom. Durch diese
Anomerie kdnnen nach der Derivatisierung und Injektion in den GC/MS-Apparat
zwei chromatographische Signale entstehen.

2) Die unterschiedliche Substituierbarkeit des Carboxy- und des Hydroxy-

Wasserstoffatoms kann die Verwendung von zwei verschiedenen Derivatisierungs-
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reagenzien erforderlich machen. Eine zweischrittige Derivatisierung kann
andererseits zu Analytverlusten fihren.

3) Eine vollstandige Derivatisierung des Sialinsduremolekils am Stickstoffatom
des funften Kohlenstoffatoms ist schwierig, aufgrund der chemischen Inertheit
des Stickstoffs gegeniiber dem Saulenmaterial allerdings auch nicht erforderlich.
Bestimmte Reagenzien wie z.B. MSTFA haben jedoch die Eigenschaft, solche
chemischen Funktionen teilweise zu derivatisieren. Hierdurch kénnen aufgrund
der Anomerie am 2. Kohlenstoffatom bis zu 4 Signale von einem Analytenmolekil
verursacht werden. Vor allem bei Analysen mit mehreren Substanzen wird die
analytische Prozedur durch diese Vervielfachung des Signals stark erschwert;
zudem kann die Menge eines bestimmten Analyten durch Verteilung auf vier
Signale unter die Nachweisgrenze rutschen.

Aufgrund dieser chemischen Randbedingungen der Derivatisierung und
Silylierung ergab sich flr die Neu5Gc-Analytik TMS-Imidazol als das
Derivatisierungsmittel der Wahl (Abb. 17).

N Abb. 17.
| J Chemische Struktur des TMSI.
-, N

I
Si(CHa)s

TMSI silyliert Hydroxy- und Carboxyfunktionen gleichermaBen gut und 4Bt
Aminofunktionen unangetastet. Von Vorteil ist auch, daB geringe Mengen von
Feuchtigkeit die Derivatisierung nicht beeintrdchtigen. Das nach der
Derivatisierungsreaktion entstehende Imidazol schlieBlich nimmt auf die Analyse

keinen negativen EinfluB.

2.2.2 Praktische Durchfiihrung der Sialinsdureanalytik

2.2.2.1 Vorbereitung des Zellmaterials

Etwa 3x10" Tumor- oder Epithelzellen wurden fir einen Analysegang verwendet.
Die Zellen wurden nach dem Ernten zunachst fir 10 min bei 500xg zentrifugiert,
um den gréBten Teil des Mediums abzutrennen. AnschlieBend wurden sie nach
Resuspension in 40 mL 0,9 % iger NaCl-Lésung unter den gleichen Bedingungen
erneut zentrifugiert, um Reste des Zellkulturmediums zu entfernen.

Der Rickstand der Zentrifugation wurde in 26 mLddH,O in einem

Ultrazentrifugationsréhrchen (Beckman Coulter, Krefeld) resuspendiert und 1 min
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auf dem Vortex (Binder, Tuttlingen) geschuttelt. Das hypotone Milieu des Wassers
fUhrte eine Lyse der Zellen herbei, was durch Anfarbung des Zellmaterials mit
Trypanblau (Serva) und Inspektion des Zellmaterials unter dem
Binokularmikroskop (Axiovert 25; Braun) nachgewiesen wurde.

Danach wurde die Probe fir 20 min bei 100.000xg (Beckman Optima L-70K
Ultrazentrifuge) zentrifugiert. Der Rlckstand der Zentrifugation wurde fur die

Hydrolyse der Sialinsduren verwendet.

2.2.2.2 Analyse der Medien und Serumzusatze auf Neu5Gc

Um die Abwesenheit von Neu5Gc in den verwendeten Medien und
Serumzuséatzen sicherzustellen, wurden die Proteine aus den Flissigkeiten
ausgefallt und der Sialinsdureanalytik zugefihrt.

10 mL AIMV oder 1,5 mL Humanserum bzw. FCS wurden mit einer 100 % igen
(w/v) Trichloressigsaure (Fluka) im Verhéltnis 1:1 (v/v) versetzt und 30 min auf Eis
inkubiert. Die gefallten Proteine wurden dann bei 16.100xg abzentrifugiert und
der Hydrolyse mit 0,1 M TFA (s. 2.2.2.2.2) unterworfen.

2.2.2.3 Hydrolyse der Sialinsauren

Die Hydrolysen wurden stets in dickwandigen Spitzgldsern (Pierce) mit 1,5 mL
Volumen, verschlossen durch einen SchraubverschluB mit Tefloneinsatz
(Macherey & Nagel, Diren), durchgefihrt. Fiir die Hydrolyse von 3x10" Zellen

wurden 1 mL des jeweiligen Reagenz eingesetzt.

2.2.2.3.1 Methanolische HCI

Bei dieser Methode wurde mit methanolischer HCI gearbeitet, die fir jeden
Ansatz frisch hergestellt und anschlieBend flir maximal 1 Woche weiterverwendet
wurde. Die Anwendung methanolischer HCI flihrt zu einer sdurekatalysierten
Spaltung der glykosidischen Bindungen und Methylierung der freien Zucker.

1 M methanolische HCI wurde durch Mischen von 0,71 mL Acetylchlorid (Fluka)

mit 10 mL wasserfreiem Methanol (Riedel-deHaen) auf Eis hergestellt.
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2.2.2.3.2 Verdiinnte organische Sauren
Folgende Carbonsduren in verschiedenen Konzentrationen wurden flr die
Hydrolyse der Sialinsduren verwendet (Tab.3).

Tab. 3. Bei der Hydrolyse der Sialinsduren eingesetzte Carbonsauren

Saure Konzentration [M] | Hydrolysedauer [h]
Ameisenséure (Aldrich) 1 1

Essigsaure (Aldrich) 2 2

TFA 1 1

TFA 0,5 1,1,5,2

TFA 0,1 1,15,2

TFA 0,05 1

Propionséure (Aldrich) 2 1

2.2.2.4 Aufreinigung des Hydrolysats

Das Hydrolysat wurde auf zwei Weisen von Zellmaterial oder Proteinen befreit.

(1) Nachdem das Hydrolysat in ein EppendorfgefaB Uberfihrt worden war, wurde
es bei 16.000xg fur 20 min zentrifugiert. Die Zentrifugation wurde einmal
wiederholt.

(@) Die unter (1) erwdhnte Zentrifugation wurde einmal durchgeflhrt.
AnschlieBend wurde der Uberstand in ein Amicon  Ultra-4-
Zentrifugationsrohrchen gegeben (cut off 5000 da; Millipore) gegeben und fir
20 min bei 1500xg zentrifugiert.

AnschlieBend wurde der Uberstand zum Trocknen wiederum in ein 1,5 mL-

Spitzglas Uberfihrt und das Wasser bei 40°C durch einen Stickstoffstrom

entfernt.

2.2.2.5 GC/MS-Analytik

2.2.2.5.1 Derivatisierung

(1) Einflihrung der TMS-Gruppe mit MSTFA bzw. TMSI

Die getrocknete Probe wurde mit 100 pL MSTFA (Macherey & Nagel) versetzt, mit
Argon Uberschichtet und flr 30min bei 60°C inkubiert. Dann wurde 1l in den
GC/MS-Apparat injiziert.
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Bei Verwendung von TMSI (Macherey & Nagel) wurde ebenfalls ein Volumen von
100 pL eingesetzt. Die Probe wurde hier 30 min bei 65°C inkubiert. Auch bei
dieser Variante wurde 1pl in den GC/MS-Apparat injiziert.

Gegebenenfalls auftretende Tribungen des Silylierungsansatzes wurden vor der
Entnahme des Injektionsvolumens fir die GC/MS fir 5 min bei 16100xg

abzentrifugiert.

(2) Methylierung mit anschlieBender Acylierung

Die getrocknete Probe wurde mit 30 yL TMSDM (Aldrich), 100 puL Methanol
(Riedel-deHaen) und 70 pL Hexan (Aldrich) versetzt und anschlieBend bei 50°C
far 15 min inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde dann unter einem
Stickstoffstrom eingedampft.

Der Rickstand wurde in 25 pL Acetonitril (Aldrich) aufgenommen und mit 200 pL
HFBAA (Fluka) oder PFPAA (Fluka) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde mit
Argon Uberschichtet, das Glas wurde dann fest verschlossen und fir 5 min auf
150°C erhitzt.

2.2.2.5.2 GC/MS-Bedingungen

Das GC-MS System bestand aus einem Fisons GC 8060 Gaschromatographen und
einem MD 800 Massenspektrometer (Fisons/Thermo Electron GmbH, Dreieich).
Das System wurde mit der Masslab-Software (Version 1.2.7, Fisons/Thermo
Electron) betrieben. Als lonisierungsmethode wurde der Electron-Impact-Modus
(El) bei 70eV verwendet. Das GC-MS-System wurde gemaB der
Betriebsanleitung mit Perfluoro-N-butylamin (Fluorochem Ltd., Derbys, UK) als
Referenzgas justiert. Die Quellentemperatur wurde auf 200°C, die Interface-
Temperatur auf 250°C und die Spannung des Detektors auf 400 V eingestellt. Die
Stérke des Emissionsstroms war 340 pA.

Die massenspektrometrische Analyse wurde im Bereich von 100 bis 700 amu bei
einer Rate von 2 scans/s durchgeflihrt, die Lésungsmittelverzégerung betrug 3
min. Die Gaschromatographie wurde mit einer 15 m x 0,25 mm x 0,25 um RTX-
5Sil MS-Kapillarsdule (Restek GmbH, Bad Homburg) durchgefiihrt. Als Tragergas
wurde Helium mit einer Flussrate von 1,7 mL /min eingesetzt.

Das Temperaturprogramm war folgendermaBen aufgebaut: Nachdem fir 1 min
eine Temperatur von 160°C gehalten wurde, wurde die Temperatur mit einer Rate
von 10°C/min auf 320°C, und dann mit einer Rate von 3°C/min bis auf 325°C
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gesteigert. Diese Temperatur wurde fir 10 min konstant gehalten, und

anschlieBend bei einer Rate von 15°C/min auf 160°C abgekuhlt.

2.2.2.6 HPLC-Analytik

Zur Probe, die maximal 100 pyMol Glykane enthalten sollte und salzfrei war,
wurden 5 pL einer Lésung gegeben, die 0,35 M 2-Aminobenzamid (ICN) und 1 M
Natriumcyanoborhydrid (Aldrich) in 70 % Dimethylsulfoxid (Aldrich) und 30 %
Essigsaure enthielt. FUr das Fluoreszenzreagens wurden zundchst 136 mg
2-Aminobenzamid in 1 mL Essigsdure und 125 mg Natriumcyanoborhydrid in
Dimethylsulfoxid auf-gelést. Dann wurde die 2-Aminobenzamid-Lésung mit der
Natriumcyanoborhydrid- Lésung im Verhaltnis 2:3 gemischt.

Nachdem die Glykane mit dem Fluoreszenzreagenz versetzt worden waren,
wurde der Ansatz fur 2h bei 60-65°C inkubiert.

FiUr die Normalphasen-HPLC wurden als Laufmittel A 50 mM Ammoniumformiat-
Lédsung (aus Ammoniumhydroxid (Fluka) und Ameisensdure hergestellt)
eingesetzt (pH 4,4), als Laufmittel B Acetonitril (Aldrich). Der Gradient verlief
wéhrend einer Zeitdauer von 80 min von 80 % auf 40 % des Laufmittels A .

Die Fluoreszenz-Detektion erfolgte bei 330 nm (Anregung)/420 nm (Emission).

2.2.2.7 DC-Analytik

Bei der Dinnschichtchromatographie wurden mehrere Verfahren erprobt, deren
Parameter in Tabelle 4 beschrieben werden. Alle DCs wurden in geschlossenen
Glaskammern mit den Formaten 20x20x 8,5 cm durchgefihrt, die mit
120 mL des Laufmittels gefuillt wurden. Die Aquilibrierungszeit zur Sattigung des
Kammerraums mit Laufmittelddmpfen betrug 2 h. Als Festphase wurde stets
Silicagel 60 auf einem Aluminiumtrager (Merck) im Format 20x20 cm eingesetzt;
das in der Literatur empfohlene (Reuter und Schauer 1994) Cellulosematerial
kam wegen der Gefahr der Zersetzung durch das Aufsprilhen des saurehaltigen
Orcinolreagens mit anschlieBender Erhitzung nicht zum Einsatz. Die Startzone

der Chromatographie lag in 2 cm H6he der DC-Platte.
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Tab. 4. Bedingungen der verschiedenen Verfahren zur Sialinsdure-DC

Gemischte Substanzen Mischungs- Dauer | Literatur
verhéltnis v/v [h:min]
A | 1-Propanol/1-Butanol/0,1M HCI | 2:1:1 1:40 Reuter & Schauer (1994)
B | 1-Propanol/NH,OH/H,O 6:1:2,5 4:35 Kitajima et al. (1998)
C | 1-Butanol/Pyridin/H,O 5:3:2 8:10 Warren et al. (1958)
D | Methanol/Trichlormethan/ 5:4:1 3:20 Tiralongo et al. (2000)
20mM CaCl, in H,0

Die DC-Platten wurden nach dem Lauf kurz getrocknet und dann mit dem
Orcinol-Reagenz (s.u.) bespriht. Das Orcinol-Reagenz bestand aus 81,4 mL HCI
37 % (Fluka), 0,2 g Orcinol (Merck), 2 mL 1 % iger FeCl,-Lésung (Merck) auf
100 mL Wasser. Drei Teile des Reagenz wurden vor Gebrauch mit einem Teil
Wasser verdunnt.

Nach dem Aufsprihen wurden die DC-Platten auf eine Heizplatte gelegt, die auf
110°C aufgeheizt wurde. Nach kurzem Trocknen der Chromatographieplatten
wurden diese mit einer hitzebestandigen Glasplatte bedeckt und 15 min lang bei
110°C inkubiert. Die Resultate der DC wurden nach dem Abkuhlen der Platten

mit einem Scanner als digitales Bild erfaB3t.

2.2.2.8 Autoradiographie

Fir eine autoradiographische Detektion “C-markierter Neu5Gc (s.u.) wurde eine
DC-Platte in drei Bereiche unterteilt. In zwei von den drei Bereichen wurde
Neu5Ac bzw. Neu5Gc als Standardsubstanz am Start der Dinnschicht-
chromatographie aufgetragen, im letzten Drittel die Probe, das Hydrolysat der
Zellmembranfraktion. Nach dem Ende der DC wurde der Bereich mit den
Sialinsdurestandards vom Probenbereich getrennt und wie unter 2.5.3
beschrieben behandelt.

Der Bereich, in dem die Probe chromatographiert wurde, wurde mit Klebeband
auf einem Roéntgenfim (Fuji) befestigt und in eine lichtundurchlassige Filmkassette
gelegt. Film und DC-Platte wurden 10 Tage bei —-80°C aufbewahrt, anschlieBend

wurde der Film entwickelt (Maschinenentwickler).
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2.3. Synthesen

2.3.1 Glycolyl-CoA-Synthese

Arbeitshypothese war es, daB Glycolyl-CoA von der Glucosamin-
Acetyltransferase als Substrat fir die Ubertragung der Glycolylgruppe verwendet
werden kann. Da Glycolyl-CoA kommerziell nicht erhéltlich ist, muBte es eigens
fir den enzymatischen Ansatz synthetisiert werden.

Die Herstellung des Thioesters aus CoA und Glykols&ure ist durch den Einsatz
der Glykolsdure selbst nicht mdglich, da das Gleichgewicht der Reaktion fast
ausschlieBlich auf der Seite der Ausgangsstoffe liegt. Deshalb muBte zun&chst
1,3-Dioxolan-2,4-dion, ein starker reaktives Derivat der Glykolsaure, hergestellt
werden (Abb. 18); seine Reaktion mit dem CoA liegt fast ausschlieBlich auf der
Seite der Produkte. Die Bildung des Glycolyl-CoA wurde mittels MALDI-TOF MS
Uberprift.

O
Os( O gﬁﬁktﬁ des
1,3-Dioxolan-2,4-dion
O
GemaB der Vorschrift von Tang und Deng (2002) wurden zu einer Lésung von
Glycolsdure (10 mMol) (Fluka) in 10mL  wasserfreiem Tetrahydrofuran
(Lancaster) 1,5 mL (12 mMol) Diphosgen (Lancaster) gegeben. Nach Zugabe
von 30 mg Aktivkohle (Lancaster) wurde die Mischung fir 8 h bei RT gerihrt; die
Reaktion erfolgte nach der in Abbildung 19 dargestellten Reaktionsgleichung.
Der Reaktionsansatz wurde durch Celit (Lancaster) filtriert und das Lésungsmittel

im Vakuum abgezogen.

HO
0

ca—< + HCJ< — ﬁ/j + HCI + CI,.COH
o—ccl,

Abb. 19. Reaktionsgleichung der Bildung von 1,3-Dioxolan-2,4-dion

Die Synthese von Glycolyl-CoA erfolgte nach Jourdian & Roseman 1958.
Zunachst wurde ein Gemisch aus 12 pmol CoA (10 mg bezogen auf 75 %
Reinheit, Sigma), 0,3 mMol KHCO, (Roth) und 1,2 mL ddH,O hergestellt. Dazu
wurden 30 uMol 1,3-Dioxolan-2,4-dion gegeben, gel6st in 3 mL Dioxan (Aldrich).

Das Gemenge wurde in einem Eisbad fir 1 h gerihrt, der pH-Wert wurde mit
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KHCO, zwischen 6-7 gehalten, um entstehende Ameisenséure zu neutralisieren,

die die Thioesterbildung stéren wirde.

2.3.2 Uberpriifung des Resultates der Glycolyl-CoA-Synthese mit MALDI-TOF-MS
Das Ergebnis der Reaktion wurde mit MALDI-TOF-MS Uberprift, da die GroBe
des Moleklls (825,9 Da) die Kapazitdt des vorhandenen GC/MS-Gerates
Uberstieg. Die massenspektrometrischen Analysen wurden auf einem Bruker-
Reflex IV (Bruker) durch Positivionendetektion im Reflectron-Modus
durchgefuhrt. Die lonisierung der kokristallisierten Analyte wurde mit mit einem
gepulsten Laser (Wellenlange 337 nm) durchgefiihrt. Die lonen wurden in einem
Feld von 20 kV beschleunigt und bei 23 kV reflektiert.

Fir die Analyse wurden 2 mL des Produktes der Glycolyl-CoA-Synthese 1:10
(v/v) mit Aceton verdiinnt und getrocknet. Der Rickstand wurde in 20 yL Wasser
mit 0,1 % TFA (v/v) aufgenommen. 1 pL dieser Lésung wurden auf das target
einer Goldplatte aufgetragen und mit demselben Volumen der Matrixlésung
gemischt. Als Matrix wurde eine gesattigte Lésung von

2,5-Dihydroxybenzoeséaure in Acetonitril und 0,1 % TFA (1:2, v/v) verwendet.

2.3.3 N-Glycolylglucosamin und N-Glycolylmannosamin

Die als analytische Standardsubstanzen benétigten Acylhexosamine
N-Glycolylglucosamin  und  N-Glycolylmannosamin  wurden auf zwei
verschiedenen Wegen synthetisiert, um das Ergebnis eines Weges mit dem des

jeweils anderen Uberprifen zu kénnen.

2.3.3.1 Synthese der Acylhexosamine mit 1,3-Dioxolan-2,4-dion (Jourdian & Roseman 1958)
5 mMol GlcN-Hydrochlorid (Sigma) wurden in 10 mL ddH,O aufgeldst. Zu der
Lésung wurden 6 mMol KHCO, (Roth) und 1,2 mL Methanol (Merck) gegeben.
15 mMol synthetisiertes 1,3-Dioxolan-2,4-dion verdinnt in 20 mL Dioxan
(Aldrich) wurden hinzugeflgt, und der Ansatz wurde 90 min unter Beibehaltung
eines pH-Wertes von 6 bis 7 in einem Eisbad gerthrt.

2.3.3.2 Synthese der Acylhexosamine mit Acetoxyacetylchlorid (Kuboki et al. 1997)
100mg (2,26 mMol) ManN-Hydrochlorid (Fluka) wurden in 4 mL ddH,O
aufgeldst. In der Lésung wurden 700 mg NaHCO, (Merck) aufgelést, dann -

nachdem ein pH-Wert von 9 sichergestellt worden war - 260 puL
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Acetoxyacetylchlorid (Aldrich) hinzugegeben. Das Gemisch wurde fir 20 min auf
Eis geruhrt, anschlieBend fir ca. 2 h bei RT inkubiert. Es sollte sich ein Gemisch
aus  N-Glycolylglucosamin,  N-Glycolylmannosamin,  N-Acetylglycolyl-
mannosamin und N-Acetylglycolylglucosamin bilden.

Die Analyse der Syntheseergebnisse erfolgte mit GC/MS. Die Gerdteparameter
waren wie im Abschnitt 2.2.2.4.1.3 angegeben, das Temperaturprogramm lautete

wie in Tabelle 5 angegeben.

Tab. 5. Temperaturprogramm der GC/MS-Analytik der synthetisierten Acylhexosamine

T [°C] | Dauer [min] | AT/t [°C/min]
100 |1 2
130 |0 3
200 |0 6
280 |10 8

Dadurch, daB N-Glycolylglucosamin in der ersten Synthese in Reinform gebildet
wurde, konnte N-Glycolylmannosamin bei der Untersuchung der Produkte der
zweiten Synthese durch seine verdnderte Retentionszeit, aber durch das gleiche
Fragmentierungsmuster identifiziert werden. Da die Glycolylhexosamine zu einem
spateren Zeitpunkt von der S&dule eluieren als die Acetylhexosamine, war zu
erwarten, daB die Acetylglycolylhexosamine - abgesehen von einem
andersartigen Fragmentierungsmuster — eine hdhere Retentionszeit haben als die
Glycolylhexosamine.

Die technischen Bedingungen fir die GC/MS-Analytik wurden in Abschnitt
2.2.2.5.2 beschrieben.

2.3.4 Enzymatische Synthese von Glycolyl-CoA nach Vameq

Um den grundsatzlichen Nachweis zu fihren, daB die Pyruvatdehydrogenase
Hydroxypyruvat zu Glycolyl-CoA und CO, verstoffwechseln kann, wurde ein
entsprechender Enzymansatz mit kauflich erworbener PDH aus Schweineherz
(Sigma) und Hydroxypyruvat (als Lithiumhydroxypyruvat, Fluka) durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle wurde Pyruvat (als Natriumpyruvat, Fluka) verwendet, als
Negativkontrolle Wasser.

Tabelle 6 gibt Auskunft Uber die fir 2 mL Enzymansatz in Phosphatpuffer (25mM
K,HPO, (Merck) und 25 mM KH,PO, (Merck)) verwendeten Komponenten (nach
Vamecq 1990)
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Der Ansatz wurde ohne Substrat zunachst fir 10 min bei 30°C inkubiert. Dann
wurde das Substrat hinzugegeben, danach wurde alle 20 s ein Volumen von
70 yL entnommen und die Reaktion durch Inkubation fir 10s bei 95°C
abgestoppt. Die Proben wurden in eine Quartzklvette geflllt und die Absorption

wurde bei einer Wellenlange von 340 nm gemessen.

Tab. 6. Bestandteile des PDH-Enzymansatzes mit Hydroxypyruvat

Konzentration Verwendete Mengen von angesetzten Lésungen
PDH (Sigma) 1 U/mL 1340 yL (10 U/6,7 mL)
NAD" (Fluka) 2 yM 373 ul (10 mg/1,4 mL Puffer)
CoA (Sigma) 0,1 18 uL (10 mg/1 mL

bezogen auf 85 % Reinheit)

TPP (Sigma) 0,2 uM 23puL (12 mg/1,5mL
Cystein (Sigma) 2,5uM 175uL (10 mg /2 mL)
MgCl, (Merck) 1uM 34 puL (10 mg /1,765 mL)
Substrat 2 uM 44 pyL (10 mg/1 mL)

5 pL der letzten entnommenen Probe wurden wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben
der MALDI/TOF-MS-Analyse unterworfen. Es wére mdglich gewesen, diesen
Syntheseweg préaparativ zu nutzen. Von dieser Idee wurde jedoch Abstand
genommen, weil (a) das Glycerol nur schwierig vom Glycolyl-CoA getrennt
werden kann und (b) die Ausbeute der Enzymatik im Vergleich zur chemischen
Synthese klein, eine Heraufskalierung wegen der einzusetzenden Enzymmenge

jedoch unverhaltnismaBig teuer wére.

2.4 Aktivitat der Glucosamin-6-Phosphat-Acetyltransferase

Die Aktivitdt der Glucosamin-6-Phosphat-Acetyltransferase in den T-47D Zellen
wurde nach Vamecq et al. (1990) analysiert.

Fir den Enzymansatz muBten die Zellen zundchst aufgeschlossen werden; hier
wurde wegen der schonenden Wirkung auf zelluldre Enzyme die Nadelaspiration
gewéhlt. Danach war eine differentielle Ultrazentrifugation (de Duve 1975)
erforderlich, um die Organellfraktionen zu trennen. Mit der Microsomenfraktion —
Golgi und ER -, die laut Literatur (Vamec & Draye 1990) die héchste

Acetyltransferaseaktivitat aufweisen, wurde dann der assay durchgefiihrt.
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2.4.1 ZellaufschluB und differentielle Ultrazentrifugation

Die als monolayer vorliegenden Zellen (ca. 5x108) wurden trypsinisiert und bei
300xg abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 2 mL Homogenisierungsmedium
resuspendiert. Das Homogenisierungsmedium bestand aus 0,1 M MES, 1 mM
PMSF, 1 mM PMSF und 1 M Sucrose.

Die resuspendierten Zellen wurden dann vierzigmal durch eine Injektionskanule
mit einem Innendurchmesser von 0,2 mm (Braun) in eine Spritze (Braun)
aufgezogen. Der Erfolg der Nadelaspiration wurde durch Versetzen des des
Zellmaterials mit Trypanblau (Serva) unter dem Binokularmikroskop Uberprift. In
Zellen mit intakter Membran ist das Cytoplasma nicht blau angefarbt.

Die aufgeschlossenen Zellen wurden dann in ein fur die Ultrazentrifugation
geeignetes 1,5 mL-Reaktionsgefd (Eppendorf) Uberfihrt. Eine Zentrifugation
(Eppendorf 5415 R) bei 3.000xg flr 10 min fUhrte zunachst zur Abtrennung der
Zellkerne. Dann folgte eine Zentrifugation (Eppendorf) des Uberstandes bei
12.000xg zur Abtrennung der Membrantrimmer. AbschlieBend wurde der
Uberstand der zweiten Zentrifugation (Beckman) bei 100.000xg fiir 60 min

zentrifugiert, um Cytosol und Microsomenfraktion zu trennen.

2.4.2 Acetyltransferase-Assay und N-Glycolylglucosamin-Nachweis

Der Ansatz fur die Acyltransferase war wie in Tab. 7 beschrieben
zusammengesetzt. Die Komponenten wurden in 100 mM Tris-HCI, pH 8
aufgeldst. In 2 mL des Ansatzes wurden die Microsomenfraktion resuspendiert,
dann wurde er bei 37°C inkubiert. In den ersten 5 Minuten wurden alle 30 s ein
Volumen von 40 pL entnommmen, dann bis zur 10. Minute alle 60s und
schlieBlich wurden bis zur 25. Minute alle 2,5 min 40 pL entnommen. Die
entnommenen Mengen wurden zum Abstoppen der enzymatischen Reaktion flr

10 s auf 95°C erhitzt und dann bis zur weiteren Analyse eingefroren.

Tab. 7. Bestandteile des Acyltransferaseansatzes

Konzentration

EDTA 0,25 mM
Triton X-100 0,1 % v/v
Glucosamin 1mM

Glycolyl-CoA 0,1 mM
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Die aufgetauten Proben wurden zunachst fir 15 min bei 16.100xg zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in der Vakuumzentrifuge (DNA plus, Heto) von Wasser
befreit. Dann wurde der Rickstand mit 30 uL MSTFA versetzt und fir 20 min bei
65°C erhitzt. Die Probe wurde nun der GC/MS-Analyse unterzogen. Die
Gerateparameter waren wie oben (2.2.2.4.1.3) angegeben, Temperatur- und

Massenspektrometer- programm waren wie oben (2.3.2.2) dargestellt.

2.5 Futterungsversuche mit normaler und isotopenmarkierter GABA
Hier sollte versucht werden, den Neu5Gc-Gehalt der Zellen durch externes

Zusetzen von GABA zum Zellmedium zu erhdhen.

2.5.1 Verstoffwechselung von extern zugegebener GABA

Flr den Futterungsversuch wurde eine 1 M GABA-L8sung (Fluka) hergestellt und
mit NaHCO, neutralisiert. Die Loésung wurde dann steriffiltriert, und 400 pL
wurden zu 40 mL Zellmedium gegeben, sodaB GABA im Zellmedium eine
Konzentration von 10 mM hatte. Die Zellen wurden 42 h in dem Medium
gezogen, dann geerntet und der Neu5Gc-Analyse wie oben unter 2.2.2 ff.

beschrieben unterzogen.

2.5.2 Kultivierung der Zellen mit deuterierter GABA

Bei Zugabe einer deuterierten GABA zum Zellkulturmedium war zu erwarten, daf3
die Zellen im Fall einer endogenen Neu5Gc-Synthese eine Neu5Gc
synthetisieren, die eine um 2 Da erhéhte Molekularmasse hat (s.o., Abb. 11 und
Kap. 1.3.4). Ein solcher Ansatz hat den Vorteil, daB3 es nicht erforderlich ist, sich
auf die Identifikation einer radioaktiv markierten Neu5Gc in einer DC zu
verlassen. Vor diesem Hintergrund wurde die in 2.5.2 beschriebene
Vorgehensweise mit der oben erwéahnten (Abschnitt 2.5.1) sechsfach deuterierten
GABA durchgefihrt.

2.5.3 Kultivierung der Zellen mit radiomarkierter GABA

Ein sehr sensitiver Ansatz zur Verfolgung des méglichen Stoffwechselweges von
der GABA zur Neu5Gc ist der Einsatz einer GABA, deren viertes Kohlenstoffatom
durch ein "“C-Atom ersetzt wurde (H,N-"“CH,-CH,-CH,-COOH).

Hierzu wurden 10 pCi fur eine 75 cm®-Flasche mit T-47D-Zellen eingesetzt. Nach

42 h wurden die Zellen geerntet und die Sialinsduren isoliert (s.o., Abschnitt
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2.2.2). Anstelle der mit dem radioaktiven Analyten nicht durchfiihrbaren GC/MS-
Analyse wurde das getrocknete Sialinsdurehydrolysat mit 20 pL dd H,O
aufgenommen und der DC-Analyse mit anschlieBender Autoradiographie (s.o.,
2.2.2.4.3) zugefihrt.

2.6 Immunodetektion der Neu5Gc mit Konfokalmikroskopie

Zellen kénnen mit Antikdrpern gegen bestimmte Antigene, Proteine oder
Glykanstrukturen auf der Zelloberflache inkubiert werden. Die so gebundenen
Antikérper koénnen als Antigene mit einem zweiten fluoreszenzmarkierten
Antikérper reagieren. Die hiermit resultierende Fluoreszenzmarkierung der
gesuchten Proteine oder Glykanstrukturen kann im Verfahren der sogenannten
Konfokalmikroskopie in sensitiver Weise sichtbar gemacht werden. Da die
chemischen Methoden der Neu5Gc-Analytik véllig zufriedenstellend waren und
ein tumordiagnostischer Ansatz bezuglich der endogenen Neu5Gc-Préasenz nicht
viel versprach, wurden Methoden der Immunodetektion nicht weiter fir die
Neu5Gc-Analytik verfolgt. Es sollte jedoch wenigstens sichergestellt werden, daB
der in einer unbekannten Konzentration vorhandene Antikérper 3E1.2 (Devine
1991) mit Neu5Gc-haltigen Epitopen reagiert.

Die Konfokalmikroskopie wurde folgendermaBen vorbereitet:

Zwei Objekttrager fiur die Lichtmikroskopie wurden Uber Nacht in 70 % Ethanol
mit 1 % HCI inkubiert. Sie wurden dann in der Raumluft getrocknet, mit PBS
gewaschen, fur 30 min in einer wéBrigen Lésung von 10 % Polylysin in Wasser
gelagert, und abschlieBend fir 5 min in PBS gewaschen.

300 pL Medium mit 10° Epithel- oder Tumorzellen wurden fir 1 h auf den
Objekttrager gegeben; nach 1 h wurde das Medium zweimal mit 300 pL PBS
vom Objekttradger gewaschen.

Der erste Antikoérper, 3E1.2 (geschatzte Ausgangskonzentration: 0,5 pg/mL),
wurde nun in einer Verdinnung von 1:1000 in 300 pyL PBS auf die Zellen
gegeben; die Immunreaktion lief Gber den Zeitraum einer Stunde. Danach wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Der zweite Antikorper, Alexa 488, wurde
dann (gelést wiederum in PBS mit 0,1 % BSA (v/m) in einer Konzentration von
1:1000) zu den Zellen gegeben, die Einwirkungszeit betrug 30 min. AbschlieBend
wurden die Zellen auf dem Objekttrager dreimal mit PBS gewaschen; die Probe

war nun bereit fir die Inspektion mit dem Konfokalmikroskop (Leica CTR MIC)
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Zur Excitation der Fluorophoren des Alexa488-Antikdrpers wurde ein Argon-

Laser mit einer Wellenlange von 488 nm verwendet.

2.7 Genetische Analyse des Transkriptoms von T-47D-Zellen im
Vergleich mit Epithelzellen

In der Einleitung wurde darauf hingewiesen (1.3.3), daB die Synthese bestimmter
Glykanstrukturen ~ zumindest  teilweise = vom  Expressionsniveau  der
entsprechenden Glykosyltransferasen abhangt. Andererseits scheinen auch
chemische Modifikationen einzelner Kohlenhydrate, wie der Sialinsduren, von der
Menge des mRNA-Transkriptes abzuhangen, so z.B. bei der Acetyltransferase,
die bestimmte Hydroxyfunktionen der Sialinsduren acetyliert. Diese Befunde
gaben AnlaB, eine Transkriptomanalyse von T-47D im Vergleich mit Epithelzellen
zu erstellen, die in dieser Form in der Literatur noch nicht durchgefihrt wurde.
Aufgrund dieses neuen Untersuchungsansatzes wurde eine Gesamtanalyse des
Transkriptoms durch die zur Verfigung stehende microarray-Analyse mit DNA-
Chips (Affymetrix) durchgefiihrt.

Unabhéngig davon sollten die fir ausgewahlte Enzyme des vermuteten Neu5Gc-
Synthesewegs gefundenen microarray-Daten mit der quantitativen real-time PCR
quantitativ bestatigt oder widerlegt werden.

Der Teil der genetischen Analyse ist gegliedert in (1) RNA-Extraktion, (2) cDNA-
Herstellung, (3) microarray-Analyse (4) Selektion und Test der qrtPCR-primer im

Agarosegel (5) Durchfiihrung und Auswertung der grt-PCR.

2.7.1 RNA-Extraktion

Zunéchst wurden 10" T-47D- bzw. Epithelzellen geerntet und in PBS von Medium
abzentrifugiert. FUr die Extraktion der Gesamt-RNA wurde unter RNAse-freien
Bedingungen den Arbeitsanweisungen des hierflir eingesetzten RNAeasy-Kits
(Qiagen) gefolgt. Die gewonnene RNA wurde schlieBlich mit einem Photometer
(BioPhotometer, Eppendorf) quantifiziert und bei —-20°C aufbewahrt, wenn sie

nicht sofort weiterverwendet wurde.
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2.7.2 cDNA-Synthese
Fir die cDNA-Synthese wurde je 1 pg RNA von T-47D- bzw. Epithelzellen
verwendet. Es wurde zunéchst in je einem Nuclease-freien Reaktionsgefa eine

Mischung mit der in Tabelle 8 wiedergegebenen Zusammensetzung erstellt.

Tab. 8. Komponenten des Voransatzes der cDNA-Synthese gemaB den Arbeitsvorschriften
des Produzenten der reversen Transkriptase (NEB)

V [uL]
total RNA 1-10 je nach RNA-Konzentration
dT,,VN-Primer (NEB) 2
dATP, dCTP, dGTP, DTTP (PegLab) |je 1 (Konzentration jeweils 2,5 uM)
Nuclease-freies Wasser (Fluka) auf 16 auffillen

Die dT,-primer hybridisieren mit dem Poly-A-Schwanz der mRNA und
ermoglichen es so der Polymerase, die Synthese der DNA ausgehend von der
Oligo-dT-Region durchzufiihren.

Diese Mischung wurde 5 min bei 70°C inkubiert, um Sekundarstrukturen der RNA
aufzubrechen. Der Ansatz wurde kurz zentrifugiert und auf Eis gestellt.

AnschlieBend wurde folgender cDNA-Reaktionsansatz hergestellt:

Tab. 9. Komponenten des Reaktionsansatzes der cDNA-Synthese gemaB den Arbeitsvorschriften
des Produzenten der reversen Transkriptase (NEB)-

V [uL]
RNA/Primer/NTP-Gemisch 16
10x Reverse-Transkriptase-Reaktionspuffer 2
RNase-Inhibitor 1
M-MuLV reverse Transkriptase (NEB) 1

Die Reaktion erfolgte bei 42 °C fir 1 h. Durch Erhitzen auf 95°C wurde das
Enzym inaktiviert. Nach dem Abklhlen war die hergestellte cDNA fir die PCR

verfigbar oder wurde fur spétere Verwendung bei —20°C eingefroren.

2.7.3 Microarray-Analyse

Das Protokoll flr die microarray-Analyse folgt den Angaben von J. Schultze
(Arbeitsgruppe Molekulare Tumorbiologie und Tumorimmunologie, Klinikum der
Universitat zu Kéln, pers. Mitteilung 2006). 5 ug nach der in 2.7.1 dargestellten
Methode gewonnene Gesamt-RNA wurden verwendet, um doppelstrangige

cDNA zu generieren. Hierfir wurde ein T7-(dT)24-Oligonucleotid-primer
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zusammen mit dem One Cycle cDNA-Synthese-kit (Affymetrix, Santa Clara, USA)
verwendet. Nach Reinigung mit dem Sample Cleanup Module (Affymetrix) fr
microarray-Analysen diente die cDNA als template, um durch in vitro-
Transkription (IVT) biotinylierte cRNA herzustellen, wobei das IVT Labeling Kit
(Affymetrix) zum Einsatz kam. Die markierten cRNA-Transkripte wurden
wiederum mit dem Sample Cleanup-Modul gereinigt, anschlieBend wurden
generierte Mengen und Reinheit durch UV-Spektroskopie und Electrophorese
gemessen. Die Fragmentierung der cRNA-Transkripte, Hybridisierung and
scanning der high-density Oligonucleotid-microarrays (HG-U133A arrays,
Affymetrix) wurden gemaB der Richtlinien des Herstellers (GeneChip Expression
Analysis Technical Manual, Affymetrix) durchgefihrt.

Fir die Datenerhebung wurde die Affymetrix Microarray Suite 5.0 benutzt. Die
Analyse der Primardaten wurde mit der dCHIP 1.3.1°-Software durchgefiihrt,
wobei die Datenerhebung mittels des PM-only-Modells durchgefiihrt und die
Daten mit der invariant set-Normalisierung (Li & Wong 2001) unterworfen wurden.
Flr gene ontology assessment und die Visualisierung der metabolischen Pfade
wurden MAPPfinder2.0° und GenMAPP2.0° (Dahlquist et al. 2002) eingesetzt. Die
Quantifizierung unterschiedlich exprimierter Gene erfolgte mit dem unpaired

student’s T-Test.

2.7.4 Selektion und Test der qrt-PCR-primer

2.7.4.1 in silico-Auswahl der primer

Flr die spéatere rt-PCR sind folgende Kriterien entscheidend (Bustin 2004):

= Die primer sollten die Exon-Grenzen Uberlappen, d.h. eine echte Sequenz der
cDNA wiederspiegeln. Da die cDNA durch Herausschneiden der Introns aus
der DNA wahrend des splicings entsteht, kbnnen primer, die an der Grenze
des Exons enden, zu einer Amplifikation vorhandener DNA als Verunreinigung
der extrahierten RNA flihren. Dies laBt das AusmaB der Transkription eines
Gens hoher erscheinen, als es tatsachlich ist.

= Daneben sollten die primer eine Lange zwischen 18 und 24 Basenpaaren
haben;

= Die primer-Paare sollten an ihren Enden nicht komplementér zueinander sein,
um die Bildung von primer-Dimeren zu vermeiden;

» Die primer sollten einen GC-Gehalt zwischen 40 und 60 % aufweisen.
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» Das PCR-Produkt sollte eine Lédnge zwischen 65 und 115 Basenpaaren haben.

Bei der Generierung rtPCR wurde folgende Strategie eingesetzt:

1) Fir die Abfrage der Roche-Datenbank (s.u.) musste zunéchst die sequence id
des  betreffenden Gens  ermittelt  werden. Hierzu  wurde  die
Nukleotidsequenzdatenbank des NCBI abgefragt
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=nucleotide).

2) Die ermittelte sequence id wurde dann in die Universal ProbeLibrary for Human
eingegeben (https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/adc.jsp), die die
erforderlichen Exon-Ubergreifenden Primersequenzen zur Verfigung stellt.

3) Die erhaltenen Sequenzen wurden dann mit der in silico-PCR-Datenbank
University of California Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr)
daraufhin Uberprift, ob sie tatsédchlich das von der Roche-Datenbank
angegebene PCR-Produkt ergeben, und ob sie spezifisch fir das gesuchte Gen
sind.

So wurde eine Liste von primer-Paaren fir 9 Gene generiert, deren
Expressionsniveau in den T-47D-Zellen gemaB der microarray-Analyse erhoht
gegenuber dem Niveau in den Epithelzellen war. Nun wurde zunachst eine
normale PCR mit anschlieBender Analyse der Produktmenge durch
Agarosegelelektrophorese und UV-Detektion der im Gel vorhandenen DNA

durchgefihrt.

2.7.4.2 in vitro-Test der primer

Die in der Tabelle 11 angegebenen primer-Sequenzen wurden mit den
gewonnenen cDNAs durch eine PCR auf ihr Funktionieren in der tPCR hin geprift
(Abklrzungen der Gennamen siehe Abklrzungsverzeichnis). Es werden nur diejenigen
Sequenzen aufgefuhrt (Tab. 11), die in der PCR positive Resultate ergaben.
Primer, die kein positives Ergebnis erbrachten, wurden nicht mit aufgefihrt.
Zusatzlich zu den aufgeflhrten primern wurde ein GAPDH-primer (NEB) als eine
fur viele Genome geeignete Positivkontrolle verwendet. Zunéchst wurde bei der
PCR gemaB der Herstellerangaben der Tag-Polymerase ohne weiteren Zusatz
von MgCI, gearbeitet; es stellte sich jedoch heraus, daB die Produktmenge durch
Zusatz des Magnesiumsalzes erhdht wurde, die vom Hersteller empfohlene

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes (Tab. 10) wurde daher mit MgCl, erganzt.
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Tab. 10. Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur den in vitro-PCR-Test der primer

V [uL]

PCR-Puffer (NEB) 2,5
50 mM MgCl, (NEB) 1
dNTPs je 10 mM 1,5
Tag-Polymerase (NEB) 1
Primer 10 uM je 1,25
cDNA (geschatzte Menge: 500 ng) | 2,5
Nuclease-freies Wasser (Fluka) 13,5

Tab. 11. DNA-Sequenzen der fir die qrt-PCR verwendeten primer.
Die Nummern beziehen sich auf die Gelphotos, Abb. 45 und 46.

Primer-Nr. Primername DNA-Sequenz der Primer-Paare

1 ABAT_2F GCCTCTGATGAAGACGGAAG
ABAT_2R GCACAGCCTCTGCATTCTG

2 AKRA_2F ACTGGCCTTATGCCTTTGAG
AKRA_2R TCGTAGCATATAGTCCCATCAGC

3 BUCS_3F CCAAGATGGCAAAACACTCC
BUCS_3R CTTCAGGCTCCGTAATTTCCT

4 HADHSC_F GCCTGTCATGAAACTTGTGG
HADHSC_R CCTAGGGCTTTGCTAAAGTCTACC

5 EHHADH_F CTTTCGGAGGGGGACTAGAG
EHHADH_R AACTTCTGGTAAGCCAACTTGAG

6 ACADSB_1F TGGCAAAAGACTATTTGATTTTCA
ACADSB_1R GCAGCATTGTATGTTAGTAATCTTGC

7 ACADSB_2F TGCCTGGTTCATTTTTGTGT
ACADSB_2R | ATCCAGAAGCCAGAAGACCA

8 ACADS_F CGGAGTCATCATGAGTGTCAA
ACADS_R TCCTTGGAGCCAAACTTCAA

9 BDH_F GCCTGGAGACCTACAAGCAG
BDH_R CATGCTGCTGATATTGACGAC

10 ST3GAL1 2F | GAGGACGACACCTACCGATG
ST3GAL1_2R | CAAGTTATTGGGCTTCTTCTCC
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Das Temperaturprogramm der PCR war wie folgt (Tabelle 12) aufgebaut. PCR-
Produkte wurden bei 4°C gelagert, sofern sie nicht sofort weiterverwendet

wurden.

Tab. 12. Temperaturprogramm der Test-PCR der primer

T [°C] | Dauer [min]

95 5

95 0,5

55 0,5 40 Zyklen
72 1

72 10

Die PCR-Produkte wurden auf einem 3 %igen Agarosegel mit 1 pL
Ethidiumbromid pro 40mL Agaroselésung analysiert, auf dem als
Léngenstandard gleichzeitig eine DNA-Fragmentmischung (Sigma) mit L&ngen
von 20 bis 1000 Basenpaaren lief. In einem UV-Belichtungsgerat (TFP-M/WL.
MWG Biotech) wurden die Amplifikate sichtbar gemacht und abfotografiert
(Gelprinter 2000i, MWG Biotech).

2.7.5 Durchfiihrung der qrt-PCR

Nachdem sichergestellt war, daB die ausgwahlten primer das gewlnschte
Ergebnis erbrachten, erfolgte der Ubergang zur qrt-PCR. Hier war es erforderlich,
einen geeigneten Quantifizierungsstandard zu finden. Diesbezilglich wurde
schlieBlich die ribosomale RNA als Referenzmolekil ausgewahlt, weil sich in
entsprechenden Studien ihr Expressionsniveau gewebs- und zelltypspezifisch als
weitgehend konstant erwiesen hat (Goidin et al 2001). Dies 148t sich von den als
Standards eingesetzten GAPDH und Actin nicht behaupten, wie mehrere Studien
und Ubersichtsartikel (Zhong et al. 2001 ) mittlerweile gezeigt haben.

Der rRNA-primer (18 s rRNA; Eurogentec) wurde in einer Verdiinnungsreihe bis zu
einer Verdinnung von 10° eingesetzt, um eine \ergleichbarkeit des
Expressionsniveaus gering exprimierter Gene und des Standards zu erméglichen.

Als Fluoreszenzfarbstoff fir die Detektion der entstehenden PCR-Produkte wurde
der SYBR Green-Farbstoff im QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen)
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eingesetzt. Der Reaktionsansatz fir die PCR war wie in Tabelle 13 bechrieben

zusammengesetzt.

Tab. 13. Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fir die qrt-PCR

V[uL]

SYBR Green Master Mix

25

cDNA (geschéatzte Menge: 1 pg)

5

Primer 10 uM je

2,5

Nuclease-freies Wasser (Fluka)

17

Fir die qrtPCR wurde die DNA Engine Opticon2 (MJ Research) eingesetzt. Zur

quantitativen Auswertung kam die Opticon Monitor-Software, Version 1.2 (MJ

Research/Bio-Rad) zum Einsatz. Das Temperaturprogramm war wie in Tab. 14

beschrieben aufgebaut.

Tab. 14. Aufbau des Temperaturprogrammes fiir die grt-PCR

T[°C] | Dauer [min]

94 2

94 0,5

50 0,5 30 Zyklen
72 0,5

72 1
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3. ERGEBNISSE

3.1 Sialinsaureanalytik
Vor dem Hintergrund einer grolen Zahl dokumentierter Analysemethoden flr
Sialinsauren waren fur die Aufgabenstellung der Arbeit folgende Schritte unerlafilich:
(1) Identifizieren einer Extraktions- und Analysemethode, die die Neu5Gc-
Ausbeute maximiert;
(2) Vermeidung analytischer Artefakte in bezug auf die Neu5Gc-Analytik anhand
eines eindeutigen Musters von spektrometrischen Massespuren;
(3) Sicherstellung der Abwesenheit von Neu5Gc in den verwendeten
Zellkulturmedien.
Nach diesen Vorarbeiten folgt die Analytik der serumfrei gezogenen Zelllinien auf
Neu5Gc.

3.1.1 Saurekatalysierte Hydrolyse im Vergleich mit Methanolyse

Die in der Literatur angegebenen Verfahren zur Hydrolyse von Sialinsduren wurden
hinsichtlich ihres Neu5Gc-Ertrags und des Verhaltnisses von Neu5Ac und Neu5Gc
untersucht. Als Referenzprotein wurde hierfur das Rindersubmaxillarismuzin (BSM)
verwendet. Nach einer kurzlich erschienenen Arbeit (Smits et al. 2005) betragt das
Mengenverhaltnis von Neu5Gc zu Neu5Ac 1: 1,8.

Bei Verwendung von 0,1 M TFA ergab sich flr die Analyse des BSM als Mittelwert
der Verhaltnisse von Neu5Gc zu Neu5Ac 1:4. Wurde methanolische HCI eingesetzt,
sank das Verhaltnis auf 1:5.

Hinzu kommt, dal® bei der Methanolyse geringe Mengen der [(B-Anomere der
Sialinsauren entstehen (vgl. Abbildung 20). Im Fall der NeuSAc hat das Signal des
B-Anomers eine Intensitat von etwa 10%, gemessen am Signal des a-Anomers. Mit
der Saurehydrolyse lalt sich die Mutarotation vermeiden, die Hydrolyse liefert
ausschlieBlich (vgl. Abbildung 21) das biogene B-Anomer. Wegen der geringeren
relativen Ausbeute und der Bildung des a-Anomers wurde die Neu5Gc-Freisetzung
von den Zellmembranproteinen ausschliellich mit TFA als Hydrolysereagenz
durchgefuhrt. Die Wasserempfindlichkeit der Methanolyse (Chambers & Clamp 1971)
spricht ebenfalls gegen die Wahl dieser Methode, auch wenn das aus der
Herstellung des Methanolysereagenz entstehende Methylacetat Wasser binden

sollte.
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Abb. 20 Chromatogramm der Sialinsdure-TMS-Derivate nach Methanolyse. Gezeigt wird ein scan der
MassLab-Software nach den lonen m/z 298 und 388 im Gesamtionenstrom (s.u. Tab. 14 zur
vermuteten Struktur der detektierten lonen).

Das im zyklischen Scan-Modus registrierte Chromatogramm wurde ionen-spezifisch
fur die relativen Massen m/z 298 bzw. 386 dargestellt. Beide lonen stellen die
entsprechenden Basalionen dar, die nach Pertrimethylsilylierung von Sialinsauren
detektiert werden (Fragment D in Tab. 14). Der einzige Unterschied im Fall der
Methanolyse ist die Ersetzung der TMS-Gruppe an der Carboxyfunktion durch eine
Methylgruppe, wodurch das Basalion des trimethylsilylierten Methylesters eine um 58
Da reduzierte Masse erhalt.

Im Vergleich (Abbildung 21) mit dem vorhergehenden Chromatogramm zeigt die
GC/MS-Analytik des Saurehydrolysats von BSM lediglich zwei Signale ohne
Anomerdetektion. Wiederum wurden die im Scan-Modus registrierte Basalionenspur
der Sialinsaure-Fragmentierung dargestellt; ihre Struktur wird im nachsten Abschnitt

beschrieben.
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Abb. 21 Chromatogramm des Sialinsdurehydrolysats mit TFA und nachfolgender Derivatisierung mit
TMSI. Gezeigt wird ein im zyklischen Scan-Modus registriertes Chromatogramm bei den relativen
Massen m/z 356 und 444 im Gesamtionenstrom. Eine Darstellung der Struktur der detektierten lonen
erfolgt im nachsten Abschnitt (3.1.1.2).

Die Hydrolyse durch 2 M Propionsaure bzw. durch 2 M Essigsaure brachte dagegen
auch in mehrfachen Ansatzen keine verwertbaren Ergebnisse in der GC/MS-Analyse.
Getestet wurden auch Hydrolysen mit 0,05, 0,2, 0,5 und 1M TFA. Diese
verschlechterten jedoch die Ausbeuten freigesetzter Sialinsauren; eine Hydrolyse mit
0,1 M TFA far 1 h bei 80°C ergab sich aus der Evaluation hiermit als optimal.

In  Vorversuchen mit Kumarinsaure (eine aromatische Saure mit einer
Hydroxyfunktion) gelang die Methylierung mit TSMDM, auch die Peracylierung von
Hexosen als Testsubstanzen verlief erfolgreich. Die Kombination beider Methoden
und damit die Weiterentwicklung der Methode nach Bulai (Bulai et al. 2003) fuhrte

dagegen zu keinen positiven Ergebnissen.

3.1.1.2 Massenspektrometrische Fragmentierungsmuster von Neu5Gc und Neu5Ac

Eine Injektion von je 0,3 nmol Neu5Ac und Neu5Gc ergibt das in Abbildung 22
gezeigte Chromatogramm. Neu5Ac und Neu5Gc werden als TMS-Derivate deutlich
voneinander getrennt; die Retentionszeiten unterscheiden sich um etwa 1,8 min.

Diese Differenz blieb auch bei allen folgenden GC/MS-Analysen weitgehend stabil.
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Das Chromatogramm zeigt, da® eine Trimethylsilylierung der Aminofunktion der

Sialinsauren durch die Verwendung von TMSI vollstandig vermieden werden konnte.
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Abb. 22 Totalionen-Chromatogramm (150-800 Da) eines Gemischs von je 100 ng Neu5Gc und
Neu5Ac nach Derivatisierung mit TMSI.

Beide Sialinsauren zeigten keine Anomerisierung und waren daher als einheitliches

Signal detektierbar.

Abbildung 23 zeigt das Massenspektrum der pertrimethylsilylierten Neu5Ac.
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Abb. 23 70 eV-EI- Massenspektrum der Neu5Ac registriert unter den im 2. Abschnitt beschriebenen

GC/MS-Bedingungen
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Das entsprechende Spektrum der Neu5Gc zeigt Abbildung 24.
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Abb. 24 70 eV-El-Massenspektrum der Neu5Gc registriert unter den im 2. Abschnitt
beschriebenen GC/MS-Bedingungen

Die intensivsten lonen der gezeigten Sialinsdurespektren lassen sich den
Molekulfragmenten in Tabelle 14 zuordnen. Die Strukturen der meisten dieser
Fragmente sind schon in der Arbeit Ubersicht von Kamerling und Vliegenthart
(Kamerling & Vliegenthart 1989) beschrieben worden. Die Autoren gingen allerdings
von einer Methylierung der Carboxygruppe mit anschlieRender Trimethylsilylierung
der Hydroxygruppen aus. Bei einer Trimethylsilylierung aller funktionellen Hydroxy-
und Carboxygruppen ergibt sich durch die Ersetzung der Methylgruppe an der
Carboxyfunktion eine um 58 Da hohere Masse fur alle von Kamerling und
Vliegenthart beschriebenen Fragmente. Abweichend hiervon findet sich jedoch das
Fragment mit m/z 300 bzw. 388 im Fall der Neu5Gc, das eine relative Intensitat von
55 bis 80% der Intensitat des Basalions hat. Diesem Fragment konnte die Struktur F
zugeordnet werden. Ein vergleichbares Fragment findet sich im Fall der

trimethylsilylierten Sialinsduremethylester nicht (vgl. Kamerling & Vliegenthart 1989).
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Struktur Neu5Ac | Neu5Gc
OTMS .
_CH
Y o_ OTMS 727 (814)
C OOTMS
OTMS
625 713
OTMS
H-C=0TMS
RN O OTMS
536 624
C OOTMS
OTMS
H-C=0TMS
RN 356 444
\ / C OOTMS
0 OTMS
N 375 | 375
C OOTMS
OTMS
HC
OTM%\ 300 388
OTMS
C=N—R
H,C—OTMS 173 261
HC'OTMS
205 205

H,C-OTMS

Tab. 14.
Molekulfragmentionen von
permethylsilylierten
Sialinsauren nach EI-
Massenspektrometrie bei
70 eV.

Zu diesen Strukturen
(aufder Struktur F) vgl.
auch Kamerling &
Vliegenthart 1989.

R= O=C-CHj; (Neu5Ac)
oder O=C-CH,-OTMS
(Neu5Gc)
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Die Pertrimethylsilylierung bietet somit gegentber der initialen Methylierung der
Carboxyfunktion mit anschlieRender Trimethylsilylierung der Hydroxyfunktionen einen
Vorteil bei der ldentifizierung der verschiedenen Sialinsauren, da neben dem
Basalion ein weiteres intensives strukturrelevantes lon genutzt werden kann. Dies
erleichtert die ldentifizierung weiterer Sialinsauren; so &t sich in Hydrolysaten der
Membranfraktion von T-47D-Zellen ein Signal detektieren, zu dem folgendes

Fragmentierungsmuster gehort (Abbildung 25).

T470-101 228 (11.252) Scan El+
346 [yl 2 Taef

100

217

257

285

266 55

160 261 317 S
N ~ 388 7 400

360 387
K

330 ¢a1431 334 A5 %79
344 i 420
s [ 520 53450
N O
150 180 200 220 240 260 280 300 320 340 G0 350 400 420 440 460 450 500 520 590 560 530 000 620 040 G50 680 700 720 740 7O 7SO 800

Abb. 25 70 eV-El-Massenspektrum von Neu5Ac8/9Me (Scan von 150 bis 800 Da) unter den im 2.
Abschnitt beschriebenen GC/MS-Bedingungen

o

Hier treten wiederum die Fragmente D und F auf, die die Substanz als Sialinsaure
identifizieren. Die Anwesenheit des lons m/z 300 1alRt die Annahme zu, dal} die
Sialinsaure am vierten Kohlenstoffatom unmodifiziert ist, m/z 300 und 356 lassen auf
eine Acetylierung der Aminofunktion schlie3en (ansonsten lagen z.B. m/z 388 und
444 vor, wie im Fall der Neu5Gc). Zwischen den Massespuren m/z 566 und 669 liegt
dagegen eine Differenz von 58 amu gegenuber den Spuren 625 und 727 des
NeuS5Ac-Massenspektrums (siehe oben, Abbildung 23). Dies lalt sich durch die
Methylierung der Hydroxyfunktionen des Molekuls entweder am achten oder am
neunten Kohlenstoffatom erklaren, die zu der genannten Massendifferenz fuhrt —

15 Da fur die methylierte Hydroxygruppe anstatt 73 Da fur die trimethylsilylierte
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Hydroxygruppe. Es handelt sich also um Neu5Ac8/9Me, die z.B. auch auf humanen

Erythrozyten vorkommt (Bulai et al. 2003).

3.1.1.3 Sicherstellung der Abwesenheit von Neu5Gc in den verwendeten
Zellkulturmedien

Die mit Trichloressigsaure gefallten Proteine des AIM V-Komplettmediums wurden
einer Sialinsaureanalyse wie in 2.2.2.5 dargestellt unterzogen. Nach GC/MS-Analytik
und massenspektrometrischer Registrierung der Chromatogramme der fir Neu5Gc
charakteristischen lonen bei m/z 388 bzw. 444 ergab sich das in Abbildung 26
wiedergegebene Profil. Zum Vergleich wird ein ionenselektives Chromatogramm bei

der relativen Masse des Basissignals der NeuSAc gezeigt.
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Abb.26 Gaschromatogramm der geféllten Proteine des AIMV-Mediums nach Séaurehydrolyse und
Derivatisierung mit TMSI sowie scanning nach den lonen m/z 356, 388 und 444 mit der MassLab-
Software.

Trotz eines Signals bei 13.384 bzw. 13.183 min kann man die Anwesenheit von
Neu5Gc durch das Fehlen des zweitstarksten lons mit m/z 388 sowie durch eine von
der Messung der Standards hinreichend abweichende Retentionszeitdifferenz von
1.855 min bzw. 1.654 min zwischen dem NeuS5Ac-Signal und den fraglichen Signalen
nach 13 min ausschlieRen. Ein vergleichbares Resultat ergibt sich bei den in
Abbildung 27 dargestellten Resultaten der Analyse von Proteinen des

Humanserums.
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Abb. 27 Gaschromatogramm der gefallten Proteine von Humanserum nach Saurehydrolyse und
Derivatisierung mit TMSI sowie scanning nach den lonen m/z 356, 388 und 444 mit der MassLab-
Software.

Hier sehen wir beim scanning nach dem lon m/z 444 wieder ein Signal bei 13.334
min, das jedoch nicht in einer passenden Retentionszeitdifferenz zum Neu5Ac-
Molekul bei 11.732 min steht. Dartuber hinaus fehlt ein entsprechendes Signal fur den
scan nach dem lon m/z 388.

Als Positivkontrolle dient eine Probe mit RPMI, das 10% FCS enthalt. RPMI selbst
kann gemal} der Liste der Komponenten keine Sialinsauren enthalten, da es nur aus
Salzen, Aminosauren und Vitaminen sowie Phenolrot besteht. Vorhandene
Sialinsduren mussen also aus dem FCS stammen. Abbildung 28 zeigt das
Chromatogramm mit dem scanning nach den fir Neu5Gc charakteristischen lonen
mit m/z 388 bzw. 444. Die Qualitdt des Chromatogramms ist durch das verzerrte
Signal der NeuSAc im Bereich von 11.6 min beeintrachtigt; in dem um 13.37 min
liegenden Signal laRt sich dennoch eindeutig Neu5Gc nachweisen, denn im
Massenspektrum finden sich die fir Neu5Gc charakteristischen lonen B, C, D und F
aus Tab. 14. Das Signal bei 13.266 min reprasentiert ebenfalls eine Neu5Gc —
kenntlich durch die lonen D und F —, doch die lonen B und D weisen ein um 44

Einheiten vermindertes Masse-zu-Ladungsverhaltnis auf.



RFMFCS01
100

0k

57

13.2

Neu5Gc

Sean EM
444
2.67el
Area

RFMFCS01
100

a

0 Baz

11.2686

11.782

(M P
Sean EM
385
2.59e0
Area

RFMFCS01
00

o

Neu5Ac

\11.732

AD7AG

12 566

12 Baa 13 266

12.286

12.016
13 760
.

13.243 14.333

Scan EM
356

5.5 1ed
Area

T
10.500

T T
11.000

T T T T T T
41.500 12.000 12.500 12.000 13.500 14.000

T
14.500

T L3

T T
16.000 156.500

Abb. 28 GC/MS der geféllten Proteine aus RPMI-Medium mit 10% FCS nach Sé&urehydrolyse und
Derivatisierung mit TMSI. lonenspuren bei m/z 356, 388 und 444.

3.1.1.4 Neu5Gc-Gehalt in T-47D-Zellen und FCS-Anteil des Zellkulturmediums
Bei Steigerung des AIMV-Gehaltes im Zellkulturmedium ergibt sich fur die Neu5Gc-

Expression in T-47D-Zellen der in Abbildung 29 gezeigte Verlauf.

Nach vollstandiger Umstellung der Zellkultur auf tierserumfreie Bedingungen (AIM V

oder Humanserum) pendelte sich der Neu5Gc-Gehalt auf einen Mittelwert von 0,4%

ein (vgl. Abbildung 29). Grinde fir die beobachtete Schwankungsbreite des

Neu5Gc-Gehaltes von bis zu 70% werden in der Diskussion (Abschnitt 4.3) erortert.

[Neu5Gc)/[Neu5Ac] in %

1,6
1,4

1,2
1

0,8
0,6 1
0,4
0,2

0

0

20 40 60 80 100
% AIM V im Kulturmedium

Abb. 29 Abhangigkeit des
Neu5Gc-Gehaltes in
T-47D-Zellen vom FCS-
Anteil im Zellkulturmedium.

Die Datenpunkte
reprasentieren die
Mittelwerte aus mehreren
Analysen.
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Ausgehend von der Etablierung einer robusten Analysemethode und der Beseitigung
exogener Neu5Gc-Quellen konnte nun zur Analyse der Membranfraktion von T-47D-

Zellen Ubergegangen werden.

3.1.1.5 Ergebnisse der Sialinsaureanalysen von Krebszelllinien

Bei der Analyse tierserumfrei gezogener Krebszelllinien zeigte sich ein stark
schwankender Neu5Gc-Gehalt. Nur ein Teil der serumfrei gezogenen Zellansatze
enthielt Neu5Gc, wobei dieses Fehlen nicht mit der Lange der serumfreien Zellkultur

korrelierte. Die Ergebnisse der Neu5Gc-Analytik sind in Tabelle 15 zusammengefalt.

Tab. 15. Zusammenstellung der analysierten Mammakarzinomzellen

Ansétze ohne Serum Anteil der Ansatze mit
Neu5Gc-Detektion (%)
MDA-MB-231 36 5 (13,9)
T-47D 25 11 (44)
ZR-75-1 14 2 (14,3)

In T-47D-Zellen liel3 sich Neu5Gc am haufigsten identifizieren, es wurde in etwas
weniger als der Halfte der serumfrei gezogenen Zellansatze detektiert. Der Mittelwert
des Verhaltnisses von Neu5Gc und NeuAc entsprach 0,4%. Zur Errechnung dieses
Wertes wurden Proben verwendet, die nach der Reduktion des Anteils von Tierserum
wenigstens flr eine Woche serumfrei gezogen worden waren. Gemal der Literatur
(Tangvoranuntakul et al. 2003) sollte diese Zeit ausreichen, um exogene Neu5Gc im
zellularen Pool ausschlie3en zu kénnen.

Zu Beginn der Arbeit wurden in T-47D-Zellkulturen, die in einem Zeitraum von 4 — 10
Wochen serumfrei gezogen worden waren, extrem hohe Neu5Gc-werte gemessen.
Sie bewegten sich zwischen 11 und 16% (Abb. 30). Die Schwankung zwischen
diesen anschliel3end in dieser Hohe nicht mehr festgestellten Neu5Gc-Gehalten und

den spateren Werten ist Thema der Diskussion (Abschnitt 4.3).

X 20 Abb. 30.
c .
:5. Prozentanteile von
<1 Neu5Gc im
H Verhaltnis zum
Z 101 Neu5Ac-Anteil iiber
é 5 4 — 10 Wochen
E tierserumfreier
[}
Z 0 : : Kultur.

4 8 10

Wochen serumfreier Kultur
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In etwa einem Siebtel der MDA-MB-231 und ZR-75-1Zellproben konnte Neu5Gc
gefunden werden. Hierbei hatten ZR-75-1-Zellen mit 1,65 % einen vierfach hdheren
und MDA-MB-231 einen zweifach hoheren Neu5Gc-Anteil als T-47D-Zellen. Eine
Weiterverwendung der ZR-75-1- und der MDA-MB-231-Zellen fur die
Untersuchungen Uber mdgliche endogene Neu5Gc-Biosynthesewege verbot sich
jedoch wegen des geringen Anteils der Neu5Gc-haltigen Zellansatze an der
Gesamtzahl der untersuchten Proben. Da die T-47D-Analysen den grof3ten Anteil mit
NeuS5Gc-positiven Proben hatten, wurden sie exemplarisch flr die weitere
Untersuchung der Neu5Gc-Biosynthese verwendet.

Im Fall der Lungenkarzinomzelllinie STAV-AB konnte keine Neu5Gc detektiert
werden; dies steht im krassen Widerspruch zu den Ergebnissen von Tzanakakis
et al. (s. hierzu die Diskussion, Abschnitt 4.2).

MCF-7-Zellen erwiesen sich insgesamt durchgehend als Neu5Gc-frei und konnten so
als Negativkontrolle in der Sialinsdureanalytik eingesetzt werden. Auf einen Einsatz
von HMEC als Negativkontrolle wurde wegen ihrer beschrankten Lebensdauer und
des langsamen Wachstums verzichtet, die Abwesenheit von Neu5Gc in normalen
Zellen ist in der Literatur dariber hinaus gut dokumentiert (z.B., Varki 2001). Wegen
der Verwendung von BPE in dem verwendeten Zellkulturprotokoll des Distributors
lieR sich in HMEC Neu5Gc mit einem Anteil von 1% an der Neu5Ac-Menge

detektieren.

3.1.1.6 Sialinsaureanalyse mit HPLC

Wie bei allen rein chromatographischen Verfahren kann auch in der HPLC eine
Identifikation von Analyten nur Uber den Vergleich der Retentionszeiten erfolgen. In
der vorliegenden Arbeit sollte exemplarisch ein in der Literatur verwendetes HPLC-
Protokoll fir die Trennung von Neu5Ac und Neu5Gc reproduziert (Abb. 31) und mit
dem Ergebnis der GC/MS verglichen werden.

Die HPLC-Chromatogramme (Abbildungen 30 und 31) zeigen eine Trennung von
NeuS5Ac und Neu5Gc. Bei Vergleich mehrerer Standardlaufe (Abbildung 31) fallt auf,
dal} die Retentionszeiten eines authentischen Neu5Gc bzw. Neu5Ac-Standards stark

schwanken konnen.
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Abb. 31 HPLC mit Fluoreszenzdetektion von Neu5Ac (schwarzer Graph) und Neu5Gc (griiner Graph)
als Standardsubstanzen im Vergleich

Eine rein chromatographische Identifikation von Substanzen in einem Gemisch mit
mehreren Komponenten wie z.B. einem Membranhydrolysat ware somit kaum
mdglich. Von einer weiteren Verwendung der HPLC-Analytik fur die Aufgabenstellung

der vorliegenden Arbeit wurde daher Abstand genommen.

Time: 0,170 Minutes

[ nanastds. han &

ngnaztd, Chan B

rel. Intensitat

Retentionszeit [min]

Abb. 32 HPLC mit Fluoreszenzdetektion von Neu5Gc als Standardsubstanz in mehreren aufeinander
folgenden chromatographischen Laufen




61

3.2 Ergebnisse der Synthesen

Um Glycolyl-CoA als mdgliche Quelle der endogenen Neu5Gc-Synthese
identifizieren zu konnen, muflte dieses fur die anstehenden enzymatischen
Untersuchungen synthetisiert werden.

3.2.1 Synthese von 1,3-Dioxolan-2,4-Dion

Erstes Ziel bei den Synthesen von Glycolyl-CoA sowie der Glycolylhexosamine war
es, das 1,3-Dioxolan-2,4-Dion herzustellen, das in der Lage ist, mit der Thiolgruppe
des CoA oder der Aminogruppe des Glucosamin zu reagieren. Das 1,3-Dioxolan-2,4-
Dion besitzt keine acidischen Wasserstoffatome, seine Identitat konnte also durch

direkte Injektion des Syntheseproduktes in die GC/MS verifiziert werden.

3.2.2 Synthese von N-Glycolylglucosamin mit 1,3-Dioxolan-2,4-Dion

Zur ldentifikation der Produkte der N-Glycolylglucosamin-Synthese wurden GC/MS-
Analysen mit den Acetylhexosaminen zum  Vergleich  herangezogen.
N-Acetylglucosamin  eluiert im chromatographischen Lauf nach dem
N-Acetylmannosamin, ahnliches war also auch fur die Glycolylhexosamine zu
erwarten. Als charakteristische Massenspur der Glycolylhexosamine in der GC/MS-
Analytik wurde das lon mit m/z 261 verwendet, das dem unten dargestellten
Fragment (Abbildung 32) entspricht. Dieses lon wird aus dem Kohlenstoffatom
gebildet, das die Glycolylamidogruppe tragt, sowie aus dem folgenden dritten
Kohlenstoffatom des Hexoseringes mit der zugehoérigen Hydroxygruppe als TMS-
Derivat. Dieses Signal war auch schon im Massenspektrum von Neu5Gc zu finden
(vgl.Tab. 14, Fragment G).

O OTMS

C=N—C—CH,
H,C—OTMS

Abb. 33. Vermutete Struktur des Fragments m/z 261 der Glycolylhexosamine

Das ionenspezifische Chromatogramm des Reaktionsproduktes von Glucosamin mit
1,3-Dioxolan-2,4-Dion zeigt bei m/z 261 vier groRere Signale, die den beiden
Anomeren des N-Glycolylglucosamin (bezeichnet als Y und Z in Abbildung 33) sowie

denen des C2-Epimers, N-Glycolylmannosamins (W und X), entsprechen.
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Abb. 34. Chromatogramm des Produktes der N-Glycolylglucosamin-Synthese. Unten das Total-lonen-
Chromatogramm, oben das ionenspezifische Chromatogramm bei m/z 261. Zu den Erklarungen der
Beschriftungen siehe Text.

3.2.3 Synthese von N-Glycolylglucosamin mit Acetoxyacetylchlorid

Diese = Synthese ergab neben den glycolylieten Hexosaminen die
N-Acetylglycolylnexosamine. Auch bei diesen eluierte das N-Acetylglycolyl-
mannosamin vor dem N-Acetylglycolylglucosamin; insgesamt konnte mit dieser
Zweitsynthese die ldentitdt des Produkts aus der zuerst dargestellten Synthese
bestatigt werden. Abbildung 34 zeigt das Chromatogramm der Produkte. Die
lonenspur bei m/z 582 zeigt Signale bei 17.155 (W) und 17.943 min (X) sowie 18.89
(Y) und 19.312 min (Z). Diese entsprechen den Anomeren von N-
Glycolylmannosamin (W und X) und N-Glycolylglucosamin (Y und Z) und
reprasentieren lonen der Struktur (M-CH3), es handelt sich also um
Substanzmolekule, die eine Methylgruppe verloren haben. Die lonenspur bei m/z 552
zeigt Signale bei 19.393 (G) und 20.262 min (H) sowie 19.515 (K) und 19.862 min(L),
die dem N-Acetylglycolylmannosamin (G und H) und dem
N-Acetylglycolylglucosamin (K und L) entsprechen; es handelt sich wieder um lonen
der Struktur (M-CHs).
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Abb. 35. Chromatogramm des Produktes  der  N-Glycolylglucosamin-Synthese mit
Acetoxyacetylchlorid. Unten die lonenspur bei m/z 552, oben die lonenspur bei m/z 582. Zu den
Erklarungen der Beschriftungen siehe Text.

3.2.4 Synthese von Glycolyl-CoA

Die Masse des Glycolyl-CoA (825,9 Da) uberstieg die Kapazitaten des GC/MS-
Gerates, zu seiner Identifikation mufRte daher auf MALDI-TOF-MS zuruckgegriffen
werden. Das Massenspektrum des Glycolyl-CoA (Abbildung 35) zeigte neben dem
Hauptprodukt Kaliumaddukte in groller Menge (+39 Da), die auf die
Synthesebedingungen mit dem Zusatz von Kaliumhydrogencarbonat zurickgehen.
Ein ahnliches Bild lieferte die Analyse der Glycolyl-Synthese mit PDH und
Hydroxypyruvat.
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Abb. 36. Massenspektrum des Produkts der Glycolyl-CoA-Synthese

3.3 Enzymatische Ansatze

3.3.1 Enzymatische Umsetzung von Hydroxypyruvat zu Glycolyl-CoA mit PDH.
Um zu prifen, ob Hydroxypyruvat eine Quelle fur Glycolyl-CoA sein kdnnte, wurde
ein enzymatischer Ansatz aus Hydroxypyruvat und kommerziell erhaltlicher PDH
erstellt. Die Bildung von Glycolyl-CoA wurde photometrisch verfolgt (Abbildung 36).
Die Positivkontrolle mit Pyruvat ergibt einen identischen Reaktionsverlauf. Von einer
Aufreinigung des Gylcolyl-CoA aus diesem Ansatz wurde wegen der Schwierigkeit
der Abtrennung von Glycolyl-CoA von Glycerol Abstand genommen; die chemische

Synthese erwies sich als weitaus einfacher und hinsichtlich der Ausbeute Uberlegen.
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Abb. 37. Kinetik der Reaktion von Lithiumhydroxypyruvat mit PDH aus Schweineherz

3.3.2 Enzymatische Umsetzung von Glycolyl-CoA und
Glucosamin zu N-Glycolylglucosamin

Einer der SchlUsselschritte der endogenen Synthese von Neu5Gc ist die
Ubertragung eines Glycolylrestes auf den Glucosaminring durch cytosolische
Acyltransferasen. Es war daher entscheidend, die Bildung von N-Glycolylglucosamin
durch chemische ldentifikation sicherzustellen und die Kinetik der enzymatischen
Synthese zu verfolgen.

Die folgenden Abbildungen (Abbildungen 37 und 38) =zeigen die
Gaschromatogramme von Aliquots der Enzymansatze nach verschiedenen Zeiten.
Neben einer Zunahme des N-Glycolylglucosamins kann auch die Bildung von
N-Glycolylmannosamin beobachtet werden. Das Auftreten von beta- und alpha-

Anomeren erklart sich durch Mutarotation unter den Bedingungen der Analyse.
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Abb. 39.Total-lonen-Chromatogramm der Fraktion 15 des Acyltransferaseansatzes

Tragt man die Integrationsflachen der N-Glycolylglucosamin-Signale aus den

einzelnen Proben des Transferase-Ansatzes gegen die Reaktionszeit auf, erhalt man

den in Abbildung 39 dargestellten Graphen.
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Abb. 40. Abhangigkeit der Flache des Glycolylglucosaminsignals von der Zeit

3.4 GABA und das Auftreten von Neu5Gc

3.4.1 Futterungsversuche mit GABA und d6-GABA

Beide Futterungsversuche brachten keine signifikanten Ergebnisse. Insbesondere
war es nach Zusatz von d6-GABA zum Medium nicht moglich, eine NeuGc-Spezies
zu detektieren, deren Masse aufgrund der mit zwei Deuteriumatomen substituierten

Glycolylgruppe um 2 Da erhoht war.

3.4.2. 4-*C-GABA

Wie in der Einleitung beschrieben (s.o. Abschnitt 1.3.4), kann ein erhohtes Angebot
an GABA in Krebszellen als eine Ausgangssubstanz fur endogen gebildete Neu5Gc
angesehen werden. Der Nachweis endogen gebildeter Neu5Gc in Zellen, die mit
radiomarkierter GABA gefuttert worden waren, wurde durch
Dunnschichtchromatographie kombiniert mit Autoradiographie erbracht.

Die folgende Abbildung 40 =zeigt zwei Autoradiogramme des auf Kieselgel-
Dunnschichtplatten chromatographierten Zellextraktes im Vergleich mit dem
Chromatogramm der Standardsubstanzen, deren Substanzflecken mit Orcinol
sichtbar gemacht wurden.

Auf den Filmen des Autoradiogramms sind deutlich zwei Signale zu sehen, deren Rf-

Werte denen des Neub5Gc-Standards entspricht, der links auf der
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Chromatographieplatte abgebildet ist. Im Vergleich dazu weist das Signal der

Neu5Ac auf der Chromatographieplatte einen héheren Rf-Wert auf.

gy

- Start der Chromatographie

NeubAc Neu5Gc

Abb. 41 Diinnschichtchromatographie von Neu5Ac und Neu5Gc sowie von zwei Anséatzen des Zelllysates
von T-47D-Zellen (nach 4-'*C-GABA-Fiitterung) auf Silicagel 60 mit Laufmittel A.

Dieser Befund deutet darauf hin, daf} ein Biosyntheseweg vom GABA Uber Glycolyl-
CoA und GIcNGc (s.0., 3.3.2) zu Neu5Gc existieren konnte. Eine weitere
Untermauerung dieser Hypothese sollte durch die Expressionsanalysen erfolgen, die

in Abschnitt 3.6 dargestellt werden.

Die anderen Laufmittel lieferten Chromatogramme, in denen Neu5Ac und Neu5Gc
nicht oder nur sehr schwach getrennt waren. Sie kamen daher nicht fur die DC-

Analytik der Sialinsduren zum Einsatz.

3.5 Konfokalmikroskopie

Hier sollte Uberprift werden, ob der in der Literatur (Devine et al. 1991 ) als Neu5Gc-
spezifisch beschriebene Antikérper 3E1.2 auch bei einem Neu5Gc-Gehalt der
Membranfraktion von etwa 1 % noch eine Reaktion mit der Zelloberflache zeigt. In
der konfokalen Laser-Mikroskopie zeigten HMEC keine Uber den Untergrund

hinausgehende Fluoreszenzfarbung (Abbildung 41). Aufgrund von Kontrollansatzen
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ist eine diffuse Reaktion des sekundaren Antikérpers mit der Zellmembran gegeben.
Im Unterschied hierzu findet man bei den mit FCS gezogenen Zellen eine deutliche

Reaktion mit prazisen Konturen (Abbildung 42).

Abb. 42. Konfokalmikroskopie
von HMEC gefarbt mit dem
primaren Antikérper 3E1.2 und
dem sekundarem Antikérper
Alexa488

Abb. 43. Konfokalmikroskopie von T-47D-Zellen, gezogen in FCS-haltigem Medium, gefarbt mit dem
primaren Antikdrper 3E1.2 und dem sekundarem Antikérper Alexa488
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Aufgrund der geringen Empfindlichkeit der Immunodetektion wurde von einem

weiteren Einsatz des 3E1.2-Antikorpers bei der Neu5Gc-Analytik abgesehen.

3.6 Transkriptomanalyse: microarray-Daten und Validierung durch qrt-PCR

In einer differentiellen, microarray-gestutzten Transkriptomanalyse sollte die
Genexpression der Enzyme untersucht werden, die an der endogenen Neu5Gc-
Synthese beteiligt und in den Karzinomzellen heraufreguliert sein konnen. (Abschnitt
3.6.1). Die so gewonnenen Ergebnisse wurden fur ausgewahlte Gene in einem
unabhangigen Verfahren mit der grt-PCR einer Validierung unterzogen (Abschnitt
3.6.2).

Die bei der microarray-Analyse gewonnenen Daten wurden daruber hinaus fur ein
data mining verwendet, in dem die Expression insbesondere solcher Gene verglichen
werden sollte, die Membranproteine oder am Kohlenhydratmetabolismus beteiligte
Enzyme kodieren, hier insbesondere Glycosyltransferasen (Abschnitt 3.6.3). Dieses
data mining sollte Hinweise fir die Analyse weiterer aberranter
Glykosylierungsphanomene geben, die mit der malignen Transformation

einhergehen.

3.6.1 Microarray-Analyse: Enzyme in postulierten Neu5Gc-Biosynthesewegen

Tragt man die differentiellen Daten fur RNA aus T47-D und HMEC in ein Diagramm
der vermuteten Neu5Gc-Biosynthese ein, erhalt man das in der Abbildung 43
wiedergebene Bild. Die ABAT-Transkription in T-47D-Zellen ist etwa vierfach
gegenuber den HMEC hochreguliert. Auch das Gen der B-Untereinheit der PDH hat
ein zweifach erhdhtes Transkriptionsniveau. Die anderen Gene der p-Oxidation
kurzkettiger Fettsauren (ACADS, EHHAD), der Glucosamin-Acyltransferase
(GPNAT1) sowie vor allem der Sialyltransferase (ST3GAL1, s. Tab. 16) sind
dagegen nicht oder nur in einem Umfang hochreguliert, der an der Grenze der
Signifikanz  fur microarray-Analysen liegt. Die Expressionsdaten fur den
hypothetischen Stoffwechselweg von der GABA zur Neu5Gc (s.o0., Abschnitt 3.4.2.3)

sollten nun in der grt-PCR validiert werden.



4l

Diplary glycoconugales

Resorpion and

MeuSGe MNeuSGo uptake inlo celis

Vesicular transport T

Golgl - apparatus

ety

[l

/EF“"P_NE‘E?CMPFWEGG
| 0.
hydroxylase/ oy e  Neusac
PP *
CMAS |- {359

CTP

GNFNATT
de-N-acetylation-

-N-acylati :
R . - Aminobutyrate

NeuShc NeuSGc 1- 3 fr TR
d-Hydroxybubyrate
1 1 ACAAT |+ m0a ¥ youly
i ManNGe EHHADH| 12 +
i 1 ACADS |+3204 [ 3 oidation
GlcMAC-5-PO GlcNGe-6-PO ACADM | 1052 1 ACADM | ECHS1 |1 ¢z
w-gxidation B "
Glycolyl-CoA EHHADH| ACADL |1 oo
ST
GlcNH, 6-PO, Fatty acids
i Glycolate ety
Hexose ¥ .22 Hydroxypyruvate

metabolism

Abb. 44. Stoffwechseldiagramm postulierter Neu5Gc-Biosynthesewege aus den in der Einleitung
erwahnten (s.0. Abb. 12) Vorlaufersubstanzen GABA, w-hydroxylierte Fettsauren, Hydroxypyruvat und
Glycolat.

Die folgende Tabelle 16 fasst noch einmal die Expressionswerte der Gene

zusammen, deren Produkte am GABA-Katabolismus beteiligt sind.

Verand d
Name RefSeq-Nr. eran e.rung. es
Expressionsniveaus
ABAT | NM_000663 3,89
AKRA NM_006066 -1,1
BUCS | AC003034 1,22
(NM_052956)
HADHSC | NM_005327 1,36
EHHADH | NM_001966 1,37
ACADSB | NM_001609 1,5
ACADS | NM_000017 1,35
BDH BC005844 3,34
(NM_004051)
ST3GAL1 NM_003033 |- 1,86

Tab. 16. Regulationsfaktoren
der Genexpression (T-47D-
Zellen im Vergleich mit
HMEC) fir Enzyme, die am
GABA-Katabolismus bis zur
Bildung des Glycolyl-CoA
beteiligt sind.
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3.6.2 qrt-PCR der am metabolischen Pfad von der GABA zur Neu5Gc beteiligten
Enzyme

3.6.2.1 Validierung der primer-Tauglichkeit

Zunachst multe sichergestellt werden, dal} die fur die qrt-PCR verwendeten primer
mit der cDNA der entsprechenden Gene hybridisieren konnten. Hierzu wurde eine
konventionelle PCR mit GAPDH als Positivkontrolle durchgefihrt. Abbildung 45 zeigt
zunachst das Gelphoto einer konventionellen PCR mit T-47D-cDNA und den primern
ABAT (Bahn 1) und AKRA (Bahn 2). Die PCR-Produkte beider primer lagen im
vorhergesagten Bereich bei 83 bp fur ABAT und 68 bp fur AKRA, sie konnten somit

fur die qrtPCR weiter verwendet werden.

Abb. 45 UV-Photo des
Agarosegels mit T-47D-cDNA
und primern, die fur die grt-
PCR ausgewahlt wurden. Die
Numerierung erfolgte wie im
Abschnitt 2.7.4 angegeben.
M = Marker,

L= Leerprobe ohne DNA,

P= Positivprobe (GAPDH)

Zu den Nummern vgl.

Tab. 11

100 bp
80 bp
60 bp

Die Abbildung 46 zeigt den PCR-Lauf, der schliel3lich fir die meisten gewahlten
primer positive Ergebnisse mit den fur die PCR-Produkte vorhergesagten Langen
erbrachte. Der ST3GAL171_1-primer (Bahn 10) fuhrte nicht zu einem positiven
Ergebnis, stattdessen wurde dann fir die qrt-PCR der ST3GAL1_2-primer (Bahn 11)
eingesetzt.

Bei allen Ansatzen sieht man eine starke Front aus primern, in der im Fall der
ST3GAL1_2 (Bahn 11) und ACADS (Bahn 7) das PCR-Produkt mitlauft (Lange 60
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bzw. 66 bp.). Schwachere PCR-Produkte finden sich im Fall der BUCS (Bahn 3) und
der EHHAD (Bahn 5) primer. In beiden Gelphotos ist das Produkt des GAPDH-
primers (Bahn P; 950 bp) in groRen Mengen vertreten. Der ST3GAL1_2 primer fihrt
auch zu langeren PCR-Nebenprodukten, doch kdnnen diese in der gqrt-PCR nicht

entstehen und somit fur die weitere Arbeit vernachlassigt werden.

140 bp
120 bp

100 bp
80 bp
60 bp

M L P 3 4 5 6 7 8 9 10 1 M

Abb. 46 UV-Photo des Agarosegels mit T-47D-cDNA und primern, die fir die qrt-PCR ausgewahlt
wurden. Die Numerierung erfolgte wie in Tabelle 11 angegeben. M, L, P: s. vorhergehende Abb.

3.6.2.2 Validierung ausgewahlter Ergebnisse der microarray-Analyse durch qrt-
PCR

Zum Vergleich der Expressionswerte von Genen in verschiedenen Proben wird bei
der grt-PCR als Referenzwert diejenige Anzahl der Zyklen verwendet, die erforderlich
ist, um ein vom Hintergrund abgehobenes Fluoreszenzsignal der amplifizierten DNA
zu generieren. Dieser Wert wird auch als Cp- (Crossing Point-) oder Ct-Wert
bezeichnet (Frank & Bernard 2004). Der Ct-Wert hangt selbstverstandlich von der

Menge der eingesetzten DNA ab. Um Expressionswerte zweier unterschiedlicher
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Proben miteinander zu vergleichen, muf® daher Uber die Wahl einer geeigneten
Referenz zunachst sichergestellt werden, daR Quantitdt und Qualitat der
untersuchten DNA vergleichbar sind.

Bis vor kurzem wurden in vielen Fallen die Gene der GAPDH oder des Actin als
Vergleichsgene herangezogen. Insbesondere die Transkription von GAPDH als
house keeping-Gen erwies sich in verschiedenen Arbeiten als konstant (Murphy und
Polak 2002). Neure Studien zeigten jedoch (Goidin et al. 2002), dal® die
Vergleichbarkeit der Genexpression auf der Grundlage dieser Gene keineswegs
gegeben ist. Derzeit wird daher das 18s-Fragment der ribosomalen RNA als
Vergleichstandard zwischen cDNA-Proben favorisiert (Goidin et al. 2002).

Zunachst wurden Quantitat und Qualitdt der cDNA von T-47D-Zellen und HMEC
durch einen qrt-PCR-Lauf mit dem rRNA-primer miteinander verglichen. Hierzu
wurden Verdunnungsreihen der cDNA beider Zelltypen bis zu einer Verdunnung von
107 erstellt und der grt-PCR unterzogen. Die sehr dhnlichen Werte der Fluoreszenz-
Detektion zeigten, dall in den gewahlten cDNA-Probenvolumina vergleichbare

Mengen an cDNA vorlagen.

Abb. 47 Abhangigkeit der Ct-Werte in der grt-PCR mit T-47D-cDNA und dem 18s-rRNA-primer von
der Verdinnung der cDNA. Die Geradengleichung der Trendlinie lautet y =3,294x + 1,283
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Abb. 48 Abhangigkeit der Ct-Werte in der gqrt-PCR der HMEC-cDNA und dem 18s-rRNA-primer von
der Verdinnung der cDNA. Die Geradengleichung der Trendlinie lautet y =3,316x + 1,116
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Aufgrund dieses Befundes konnte nun in der eigentlichen qrt-PCR davon
ausgegangen werden, dal® die Unterschiede der Ct-Werte auch tatsachliche
Unterschiede im Transkriptionsniveau der untersuchten Gene widerspiegeln. Die
PCR wurde fur jeden primer der Kandidatengene in drei parallelen Laufen
durchgefiihrt, um eine Vergleichbarkeit der Analyse zu gewahrleisten.

Die grt-PCR-Analyse sollte in der vorliegenden Arbeit den Trend der microarray-
Quantifizierung bestatigen. Da sich im Fall der grt-PCR mit dem Standard-primer
beide cDNA-Proben gleich verhalten, kann nicht nur davon ausgegangen werden,
das es sich um quantitativ identische Proben handelt, sondern auch, daf} die
Effizienz der PCR ahnliche Werte hat. Die PCR-Effizienz E spielt bei der Auswertung
der grt-PCR eine tragende Rolle (Rutledge & Coté 2003; Frank & Bernhard 2004),
sie wird durch die Steigung der Geraden der Standardlaufe, wie in Abb. 47 und 48
dargestellt, wiedergegeben. E ist im vorliegenden Experiment jedoch fast identisch
und kann aus den folgenden Umformungen daher ausgeklammert werden.

Aus Abb. 47 und 48 geht hervor, dal® der Ct-Wert und die Konzentration der
vorhandenen cDNA in einem logarithmischen Verhaltnis zueinander stehen:
Ct=-(logc) (1) ergibt umgeformt

10%=¢c (2

und da stets die gleichen Probenvolumina eingesetzt wurden, gilt auch fur die

absoluten Zahlen der vorhandenen cDNA-Kopien N;

10%=N,  (3)
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Aus den Standardkurven geht hervor, da® bei den gegebenen cDNA-Proben gleiche
Ct-Werte gleichen Werten flr N; entsprechen. Dann ergibt sich im vorliegenden

Experiment fr das Verhaltnis verschiedener Werte Ny, und Ny,

Ni/ N = 10°%10°"  (4)

Mit der Gleichung (4) lassen sich nun die Verhaltnisse der einzelnen
Expressionsunterschiede in einer einfachen Weise uber die Verhaltnisse der Ct-
Werte ausdrucken.

Die Graphen der Fluoreszenzdetektion im Verlauf der qrt-PCR werden im Anhang
wiedergegeben. Hier folgen nun (Tab. 17) die gemaR der Gleichung (4) errechneten
Werte der Expressionsunterschiede (Regulationsfaktoren). Die Parallelen und
Abweichungen zu den microarray-Daten sind Gegenstand der Diskussion (Abschnitt
4.4). Der Wert fur die EHHAD-Expression kann dabei ausgeklammert werden, hier
funktionierte die qrt-PCR nicht.

Tab. 17. Genexpressionsunterschiede von T-47D-Zellen im Vergleich mit HMEC auf
der Grundlage des Mittelwertes von drei qrt-PCR-Analysen, errechnet mit Gleichung (4)

Gen Verhaltnis der
Genexpression
von T-47D-
Zellen im
Vergleich mit
HMEC

ABAT 3,68

AKRA 1,85

BUCS 2,88

HADHSC | -1,25

EHHADH | (78,61)

ACADSB | -2,41

ACADS - 1,67

BDH 6,15

ST3GAL1 1,91
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3.6.3 Veranderungen der Genexpression in T47-D

Die folgende Auswahl (Tab. 18) aus den ca. 22000 mit der microarray-Methode

analysierten Genen soll den Hintergrund fur das Auftreten der Neu5Gc illustrieren.

Die einzelnen Daten werden in der Diskussion erortert (s.u., Abschnitt 4.4).

Tab. 18. Auswahl verschiedener Gene der microarray-Analyse
insbesondere mit Bezug zur Glykosylierung

Gruppe Name RefSeqg-Nr.

1. Referenz B-Actin D50604 1,02

2. Sialyltransferasen  |[ST8SIA4 NM_005668 1,47
ST8SIA2 NM_006011 1,38
ST8SIAS NM_013305 -1,21
SIAT1 (B-Galactoside o-2,6-Sialyltransferase) *
diskussion? Al743792 2,56
GD3-Synthase A L32867 -1,33

3. Glycosyltransferasen [UGT1A3 (UDP-Glycosyltransferase 1-Familie,
Polypeptid A3) NM_019093 -3,29
UGT1A1 NM_000463 -2,75
Galactosylceramidase NM_000153 3,11
Protein-O-Mannosyltransferase 1 NM_007171 4,03
UDP-Gal:B-GlcNAc B-1,3-Galactosyltransferase,
Polypeptid 3 AB050856 4,39

4.Zelladhasion und NCAM 2 NM_004540 6,42

- kommunikation NCAM 1 U63041 -1,08

NCAM 1 M22094 1,05
transmembranes Muc1 AI610869 9,72
o6-Integrin NM_000210 -21,19
melanoma cell adhesion molecule M29277 -4,65

5. Hormonrezeptoren |Prolactinrezeptor NM_000949 88,47
Ostrogenrezeptor 1 NM_000125 20,04
Progesteronerezeptor NM_000926 19,13
growth hormone-Receptor NM_000163 13,74
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4. DISKUSSION

4.1 Neu5Gc in humanen Zellen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Vorkommen und Biosynthese der Neu5Gc in
Mammakarzinomzellen zu untersuchen. Neu5Gc gehort zur Gruppe der
Sialinsduren, einer Klasse von acidischen Kohlenhydraten, die fast ausschlie3lich
als terminale Zuckerreste von Glykanen des extrazellularen Anteils auf
Membranproteinen vorkommen. Sialinsauren wirken in vielféaltiger Weise bei den
Prozessen der Zell-Zell-Kommunikation und der Zelladhasion mit. Sie sind
Liganden fur die Gruppe der Selectine und Siglecs, Untergruppen der Lectine als
zuckerbindende Proteine. In dieser Funktion beeinflussen Sialinsduren in
vielfaltiger Weise Entwicklungs- und Krankheitsprozesse.

Neu5Gc ist zusammen mit Neu5Ac in Zellen von Wirbeltieren die am haufigsten
vorkommende Sialinsdure. In Zellen von Végeln und Menschen fehlt Neu5Gc, weil
eine Oxidation der Neu5Ac am a-Kohlenstoffatom des N-Acetylrestes nicht
moglich ist; diese Reaktion bildet den letzten Schritt der Neu5Gc-Synthese in
Wirbeltierzellen. In bestimmten humanen Krebszellen wurde jedoch uber ein
Auftreten der Neu5Gc berichtet, auch dann, wenn die Zellen ohne tierische
Zusatze im Kulturmedium wuchsen. Es wurde vermutet, daf3 menschliche
Krebszellen, hier vor allem Mammakarzinomzellen, in der Lage sind, Neu5Gc
endogen zu synthetisieren. Madoglicherweise spiegelt diese Biosynthese
krebszellspezifische Abweichungen des Metabolismus wieder.

Hier kommt vor allem GABA (y-Aminobuttersaure) in Betracht, deren Vorkommen
in verschiedenen Krebsformen erhoht ist; daneben wurden auch andere Metabolite
wie o-Hydroxyfettsauren als Quellen fur die Neu5Gc-Entstehung vermutet.
Gemeinsam ist allen moéglichen Vorlaufern, dal3 ihr Katabolismus in die Synthese
von Glycolyl-CoA mindet, dessen Glykolylgruppe auf einen Hexosaminring
Ubertragen wird. Das Produkt dieser Transferasereaktion wirde dann in den
Neu5Ac-Bioyntheseweg eingespeist werden, dessen Enzyme eine breite Toleranz
gegenuber ihren Substraten aufweisen. Die Ergebnisse der metabolischen und
enzymatischen Analysen, die auf der Grundlage dieser Hypothesen durchgefuhrt

wurden, wurden durch eine Transkriptomanalyse der beteiligten Enzyme erganzt.
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4.2 Evaluation der Methoden zur Sialinsaureanalytik

Bei einer Spurenanalytik, wie im Fall der Neu5Gc-Analyse, sollte stets diejenige
Methode gewahlt werden, die die betreffende Substanz ohne Nebenprodukte
isoliert. In diesem Zusammenhang sprechen die Ergebnisse der methodischen
Evaluation fiur die Anwendung der Saurehydrolyse mit 0,AM TFA und
Derivatisierung mit TMSI als Standardmethode fur die Sialinsdureanalytik, wie von
Kamerling beschrieben (Kamerling et al. 1974),.

Die Methanolyse hat den Nachteil, dal3 das jeweilige Anomer entsteht (vgl. Abb.
20). Hinzu kommt die Sensitivitat gegeniber Wasser, die die Ausbeute an
Sialinsauremethylester beeintréachtigen kann. Diese Tatsache sowie eine mégliche
Methylierung der Sialins&uren an ihren Hydroxygruppen sind wohl fir die geringere
Ausbeute bei der Analyse des BSM als Standardprotein verantwortlich. Gegentber
der Analyse von trimethylsilylierten Methylestern hat die Pertrimethylsilylierung
ebenfalls den Vorteil, da3 neben dem Basalion bei m/z 356 fir Neu5Ac und m/z
444 fir Neu5Gc (Struktur D in Tab. 14) ein weiteres lon bei m/z 300 detektiert
werden kann, dessen Intensitat bei etwa 75% des Basalions liegt (vgl. Abb. 23 und
24). Diesem lon, Uber dessen Vorkommen bisher nicht berichtet wurden, konnte
die Struktur E (s. Tab. 14) zugeordnet werden. Die Anwesenheit des lons E
zusammen mit dem Basalion D unterstitzt die Identifikation von Sialinsauren,
insbesondere dann, wenn sie in Spuren vorliegen, wie es fur den Fall der
Neu5Ac8/9Me gezeigt wurde (s. Abb. 25).

Es hat sich ebenso herausgestellt, daR TMSI das Derivatisierungsmittel der Wahi
ist, weil die Reaktion mit TMSI fir alle untersuchten Sialinsduren (Neu5Gc,
Neu5Ac, daneben auch fir KDN, 2,3-Dehydro-Neu5Ac, Neu5Ac8/9Me)
durchgéangig ein einziges Produkt ergibt. MSTFA fuhrt zu einer geringen
Trimethylsilylierung an der Amidofunktion; diese kann zwar weitgehend
unterbunden werden (Donike 1969), dennoch ist das Derivatisierungsmittel zu
bevorzugen, das eine einzige derivatisierte Form des Analyten erzeugt.

Unklar bleibt, warum die Ansétze mit den anderen organischen S&uren -
Ameisen-, Essig- und Propionsdure — zu keinem greifbaren Ergebnis fuhrten.
Moglicherweise waren die gewahlten Konzentrationen zu schwach oder die
Reaktionszeiten zu kurz, um eine Hydrolyse der proteingebundenen Sialinsduren
[drei Genitive] zu erzielen. Die Weiterentwicklung der Methylierungs- bzw.

Fluoracylierungsmethode von Bulai (Bulai et al. 2003) scheiterte wahrscheinlich an
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den chemischen Eigenschaften des TMS-Diazomethans, dessen
Reaktionseigenschaften wesentlich komplexer sind als die des Diazomethans;
Vorversuche mit dem TSMDM und den Fluoracylanhydriden waren allerdings bei
isolierter Anwendung erfolgreich. Rickstéande des mit einer Trimethylsilylgruppe
derivatisierten Methylierungsmittels flhrten wohl zu einer Methylierung oder
Trimethylsilylierung der Perfluorcarbonséauren, die hierdurch inaktiviert und als
Acylierungsreagenzien unbrauchbar gemacht wurden. Abhilfe schafft hier
maoglicherweise die Inaktivierung des Methylierungsmittels; aus Zeitgriinden konnte
hier nicht nach einem geeigneten Reagenz gesucht werden.

Die HPLC-Analytik ohne unmittelbar nachgeschaltete Massenspektrometrie zur
Identifizierung erwies sich als untauglich fur die Sialinsdureanalytik. Eine LC-MS
stand jedoch nicht zur Verfigung [Stimmt nicht]. Die Identifikation der Sialins&uren
Uber die Retentionszeiten allein kann als ungeeignet fur die Sialinsaureanalytik
angesehen werden und kann zu falsch positiven Resultaten fihren. Hier liegt
wahrscheinlich der Grund fur die vermeintliche Detektion von Neu5Gc als
ausschlie3liche Sialinsdure in STAV-AB-Zellen (Tzanakakis et al. 2005), unsere
Analysen sprechen dagegen fur das alleinige Vorkommen von Neu5Ac. Ein
Auffangen  einzelner  Fraktionen, Trocknen und ihre anschliel3ende
massenspektrometrische Analyse ist, jedenfalls fir die Aufgabenstellung dieser
Arbeit, zu zeitintensiv und kann insbesondere beim Vorliegen einer tberlegenen
Methode, wie der GC/MS-Analytik, wegfallen.

4.3 Ursprung der Neu5Gc in Karzinomzellen

4.3.1 Darstellung quantitativer Analytik seltener Sialinsduren

Die gefundenen Werte fur den Neu5Gc-Gehalt sind nicht einheitlich; auch die
Forschung zur Neu5Gc-Analytik in humanen Zellen kommt zu heterogenen
Ergebnissen. Tangvoranuntakul et al. (2003) fanden fur den Fall der
Darmkrebszelllinie Caco-2, da? Neu5Gc nach durchschnittlich 4 Tagen nicht mehr
nachweisbar ist. Mit der gleichen HPLC-Analysemethode kamen Yin et al. (2006)
fur die Darmkrebszelllinie LS174T zu dem Ergebnis, dal nach 21 Tagen der
Neu5Gc-Gehalt immer noch bei etwa 2% der proteinogenen NeuAc verbleibt. Die
Autoren formulieren diesen Befund jedoch irrefuhrend als Beleg fur die
Abwesenheit von Neu5Gc, wahrend man eher davon sprechen sollte, dal3 der

Sialinsaureanteil in Glykoproteinen durch die Kultur in chemisch definiertem
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Medium insgesamt sinkt; bezogen auf Neu5Ac geht er nach drei Wochen von fast
400 pmol auf 50 pmol pro mg Protein zurick. Im Zuge dieses Riuckgangs geht
konzertiert der Neu5Gc-Gehalt in Proteinen zurick, bleibt aber letztlich bei einem
Grenzwert von 2% des Neu5Ac-Gehaltes.

An dieser Stelle muf3 kurz auf einen wichtigen Punkt bei der Darstellung von
guantitativen Sialinsdureanalysen hingewiesen werden. In der Sialinsaure-
forschung wird generell die Darstellung des Gehaltes seltenerer Sialinsauren als
Bruchteil des Neu5Ac-Gehaltes bevorzugt. Die diagnostische oder auch
physiolgische Relevanz seltener Sialinsauren wird verschleiert, wenn ihr Gehalt als
Konzentration im membranaren Proteinanteil angegeben wird, wodurch es zu
GroRenangaben kommt, die Bruchteile von einem Promille am Proteingehalt
betragen. Sialinsauren bilden jedoch zusammen mit anderen Kohlehydraten eine
Hulle um die Zelle, und die Zusammensetzung dieser Hille beeinfludt ihre
physiologischen und immunologischen Eigenschaften, wobei der darunter liegende
Proteinanteil bis zu einem bestimmten Grad ausgeblendet bleibt. Deswegen
sollten seltenere Sialinsdurespecies als Anteile am Gesamtsialinsaure-Pool (z.B.,
Bulai et al. 2003) oder — allerdings nicht bei tierischen Zellen, in denen Neu5Gc
und Neu5Ac in ahnlicher Menge vorkommen - als Bruchteil des Neu5Ac-Gehaltes

(z.B., Inoue 1999a) ausgedruckt werden.

4.3.2 Sialinsauretransport und Ursachen der NeubGc-Detektion in
Karzinomzellen

Um das Zusammenspiel von exogener Neu5Gc-Zufuhr und endogener Produktion
zu verstehen, mufld zun&chst auf den Mechanismus der Sialinsaureaufnahme
eingegangen werden. Bardor und Kollegen (2005) untersuchten den
Sialinsauretransport aus dem Zellkulturmedium und stellten durch die Inhibition der
verschiedenen Endocytosewege fest, dall der Mechanismus der Pinocytose
hauptverantwortlich fur die Aufnahme von Sialinsduren ist. Die pinocytotischen
Vesikel verschmelzen dann mit dem Lysosom, wo Sialinsduren von ihren Tragern
durch lysosomale Sialidasen freigesetzt werden kénnen. Vom Lysosom werden sie
durch einen entsprechenden Transporter ins Cytosol Uberfuhrt, wo sie einem
Transfer auf Glykoproteine zur Verfiigung stehen. Bardor und Kollegen schlagen

folgendes Modell des Sialinsauretransportes vor:
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Abb. 47. Modell des Sialinsauretransportes durch Pinocytose und lysosomalen Transport.
Nach Bardor (Bardor et al. 2003).

Weder Bardor noch Yin und Kollegen gehen allerdings auf die ldentitat des
lysosomalen Transportproteins ein. Diesbezuglich ist das Protein SLC17A5
bekannt, auch als Sialin bezeichnet, das anionische Molekile, insbesondere
anionische Zucker, aus dem Lysosom in das Cytosol Uberfuhrt (Yarovaya et al.
2005). Defekte im Gen dieses Kanalproteins flihren zu sialic acid storage diseases,
die vor allem zu neurokognitiven Defiziten fiihren (Aula et al. 2002). Bardor et al.
(2005) zeigten, dal3 die Neu5Gc-Inkorporation in Fibroblasten, die defektes Sialin
besitzen, von 37% auf 5% reduziert war. Yin und Kollegen untersuchten das
Verhalten und den physiologischen Kontext dieses Transportproteins detaillierter.
Sie zeigten, dafl} hypoxische Zellkulturbedingungen zu einer Hochregulierung der
Sialintranskription und zu einem stark wachsenden Anteil von Neu5Gc in Proteinen
fuhren. Exprimiert man Sialin Gberdies in Zellen, die — aus ungeklarten Ursachen —
wenig Neu5Gc-haltige Ganglioside aufweisen, so verdoppelt sich der NeuGc-Anteil
am Gesamtsialinsduregehalt der Zellen. Die Autoren zeigten, daf3 in Tumoren die
Sialinexpression dort am hochsten ist, wo die grof3te Entfernung zu BlutgefalRen
besteht. Hierdurch kommt es nach Meinung der Autoren zu einer erhéhten
Aufnahme und Verarbeitung von externem Neu5Gc. Da Tumorzellen fern von

Blutgefallen einem hohen Selektionsdruck unterliegen und oft zu besonders
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aggressiven Krebszellen mutieren, kann die erhéhte Neu5Gc-Inkorporation und
Expression nach Meinung der Autoren zu immuntherapeutischen Anséatzen der
Krebsbehandlung benutzt werden, denn die Immunogenitat von Neu5Gc-haltigen
Epitopen ist bekannt (Haganutziu-Deicher-Antikérper, vgl. Einleitung).
Der Zusammenhang von Sialinexpression und Neu5Gc-Detektion ist auf der
Grundlage der Ergebnisse in vorliegender Arbeit jedoch zweifelhaft. Die hier
untersuchten Krebszellen wurden wunter normalen - d.h. insbesondere
normoxischen - Zellkulturbedingungen gezogen, sie wiesen dennoch in vielen
Féallen einen deutlich mel3baren Neu5Gc-Anteil auf. Darlber hinaus zeigen die aus
drei unterschiedlichen mRNA-Proben gewonnenen Expressionsdaten, daf} die
Sialinexpression keineswegs hochreguliert ist (der Wert von -1 weist sogar auf
eine Verminderung der Expression hin, wobei angesichts der Signifikanzschwelle
von +/-2 bei microarray-Analysen allerdings nicht von einer relevanten Anderung
der Expression ausgegangen werden kann). Zusammengenommen liefert daher
die Sialinhypothese keine befriedigende Erklarung der Neu5Gc-Prasenz
Die Daten der vorliegenden Arbeit sowie die Befunde der jingeren Literatur deuten
darauf hin, dal3 die Neu5Gc-Prasenz in Krebszellen nicht von einem genetischen
setting verursacht wird, das in Krebszellen aktiviert wird. Auch die Hochregulierung
der ABAT fuhrt nicht in allen Fallen zur Neu5Gc-Synthese. Stattdessen kann man
von einem quantitativen Phanomen sprechen, das durch das jeweilige Angebot
bestimmter Metabolite und Proteine verursacht wird. Folgende Faktoren kénnen
genannt werden:
e Verfligbarkeit von Neu5Gc in der Umgebung der Zelle;
= Wachstumsbedingungen der Zelle, z.B. normoxischer oder hypoxischer Status;
= Metabolische Besonderheiten von Krebszellen, z.B. der hochregulierten GABA-
Aminotransferasen, die fur ein grof3eres Angebot an Hydroxybutersaure als
kurzkettiger Fettsaure sorgt;
= Breite Substrattoleranz von Enzymen, so z.B. der Glucosamin-6-phosphat-
Acyltransferase und der an der Synthese des Sialinsauregerustes beteiligten
Enzyme;
= Verfugbarkeit von Glykoproteintrdgern. Diesbeziiglich kdnnte die geringere
Expression von MUC1 auf der Zelloberflaiche dazu fuhren, dal3 die

maoglicherweise gebildete Neu5Gc-Menge unterhalb der Nachweisgrenze liegt.
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Die Abhangigkeit der Neu5Gc-Prasenz von vielen Faktoren liefert moglicherweise
auch eine Erklarung fur die Schwankungsbreite (ein Faktor 17 bei Hanisch et al.
1996, ein Faktor 30 in der vorliegenden Arbeit) der Neu5Gc-Prasenz in
Krebszellen. So stellt das verwendete AIMV-Medium (dessen genaue
Zusammensetzung offentlich nicht zuganglich ist) der Zelle ein anderes Angebot an
metabolisch verwertbaren Stoffen als RPMI supplementiert mit Humanserum. Es
kann auch vermutet werden, dafl} sich durch die wiederholten Passagen der
Karzinomzellen das Profil der Membranproteine veréndert; mit der zunehmenden
Anzahl der Passagen konnte die Menge des auf der Zelloberflache exprimierten
MUC1 abnehmen. Schlie3lich kann auch in Betracht gezogen werden, dafl3 der
Neu5Gc-Gehalt empfindlich auf das Wachstumsstadium der Zellen oder auf den
Zustand des Zellmediums reagiert, obwohl stets von einer 80%igen Konfluenz der
Zellen ausgegangen wurde und eine zu starke pH-Absenkung des Mediums —
erkennbar an der Farbe des Indikators — vermieden wurde.

Hinsichtlich der Studie von Yin und Kollegen (2006) ist klar, dal3 hypoxische
Wachstumsbedingungen zu einer Fulle von genetischen und metabolischen
Adaptionen der Zellen fiihren, von denen die Sialinexpression nur als ein Detail
betrachtet werden kann. So zeigen die Autoren z.B., dal’3 hypoxische Bedingung zu
einer starkeren Expression des Glucosetransporters fuhren. Die Hochregulierung
des Glucosemetabolismus in Krebszellen, auch bekannt als Warburg-Effekt, ist
eine nicht unumstrittene, letztlich jedoch in vielen Fallen gut belegte Besonderheit
von Krebszellen (Matoba et al. 2006). Neben dem Hauptstoffwechselweg der
Glykolyse kommt es durch einen gegenuber dem Normalzustand erhdhten
Transport von Glucose in die Zellen auch zu einer erhdohten Verfugbarkeit des
Hexoserings fur den Zuckerstoffwechsel (Murell 2004). Hierdurch kénnte die
Bildung von Kohlehydraten beglnstigt werden, die in gesunden Zellen nicht
vorkommen.

Es wurde z.B. gezeigt, daf’ ein erhbhtes Mannoseangebot beim Zellwachstum zur
Bildung von KDN fihrt, die unter normalen physiologischen Umstanden nicht oder
nur knapp oberhalb der Nachweisgrenze detektiert werden kann (Inoue et al.
1999b); ebenso wie Neu5Gc ist KDN als oncofetales Antigen klassifiziert worden
(mehr zu diesem Punkt in Abschnitt 4.5) Ein erhdhtes Angebot an Glucosamin
kénnte so zusammen mit einem erhdhten Angebot an Glycolyl-CoA zu einer

Synthese von endogener Neu5Gc fuhren. Die vorliegende Arbeit zeigt, dal3 die
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Voraussetzungen fur eine solche endogene Synthese Uber die Bildung von
Glycolyl-CoA aus GABA und die Glycolylierung des Glucosamin bestehen. Die
Ergebnisse der Arbeit zeigen aber auch, dal} dies keineswegs mit einer
Hochregulierung der entsprechenden Enzyme einhergehen muss: Die endogene
Neu5Gc-Synthese als Seitenweg des Krebszellmetabolismus kommt, auf3er im Fall
des GABA-Katabolismus, mit den vorhandenen Enzymmengen aus. Auch
hierdurch wird deutlich, dal3 es sich bei der endogenen Neu5Gc-Bildung um ein
Phanomen des Metabolismus handelt, das in Krebszellen nicht notwendigerweise
durch genetische Abweichungen verursacht wird, eher handelt es sich um
synergistische Effekte verschiedener Kkatabolischer Stoffwechselwege, die
konzertiert die Bildung von Glykolyl-CoA bedingen und damit ein wenn auch
niedriges Neu5Gc-Niveau ermdglichen.

Ein wichtiges Ergebnis der Arbeit ist , dal3 es mindestens einen alternativen Weg
der Neu5Gc-Synthese in Krebszellen gibt, der Gber den Abbau von GABA und die
Addition des entstehenden Glycolylrestes an ein Hexosamin erfolgt. Weiterhin hat
sich herausgestellt, daf3 Glycolyl-CoA durch die Aktivitatt der PDH auch aus
Hydroxypyruvat synthetisiert werden kdnnte, wodurch eine weitere Méglichkeit far
die Auffillung des Glycolyl-CoA und damit fur die Neu5Gc-Synthese besteht. Fur
die Schwankungen der Neu5Gc-Expression spielt neben den eben genannten
Faktoren auch das Profil der in der Zelle vorhandenen Glycosyltransferasen und
die von ihnen gebildeten Glykane eine Rolle. Glykane in normalen Zellen weisen
5-10% Sialinséaure auf (gegeniber 30-50% in Krebszellen, s.0. Abschnitt 1.2.3 der
Einleitung). Die Detektion seltener Sialinsaurevarianten, wie der Neu5Gc, konnte
demnach auch von den héheren Absolutmengen in Karzinomzellen abhangig sein
Alle bisher genannten Faktoren trugen dazu bei, dal3 bei den
Futterungsversuchen keine erhohte (oder im Fall der d6-GABA am
a-Kohlenstoffatom der Glycolylgruppe deuterierte) Neu5Gc auftrat. Zudem stehen
die Vorlaufermetabolite der Neu5Gc in der Sialinsaurebiosynthese (s. Abb. 10) in
Kompetition mit den Vorlaufermetaboliten der Neu5Ac, was fir eine Begrenzung
der endogen gebildeten Neu5Gc sorgt.



86

4.4 Diskussion der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse
Genexpressionsdaten wurden nur in Féllen durch qrt-PCR bestatigt, wo die
Transkriptionsrate eines Gens in T-47D-Zellen mehr als dreifach gegentuber der in
HMEC erhoht war (vgl. Tab. 16 und 17). Hier werden die Signifikanzgrenzen der
microarray-Analyse (Bustin 1994) deutlich: Ein Wert von weniger als 2 wird durch
die Schwankungsbreite der Fluoreszenzmessung wéhrend der Analyse annuliert.
Es kann in der Realitat eine leichte Herunterregulierung oder auch
Heraufregulierung der Genexpression vorkommen, wie sie durch die grt-PCR
angedeutet wird, wenn auch aufgrund der geringen Zahl der gemessenen Proben
nicht validiert wird. Bestétigt werden jedoch die Werte fir die Gene ABAT und
BDH, die an der Einspeisung der GABA in die Fettsaureoxidation beteiligt sind.
Insgesamt  zeigen T-47D-Zellen gegeniber HMEC keine signifikanten
Abweichungen, soweit der Sialinsaureanabolismus ausgehend vom N-Glycolyl-
bzw. N-Acetylglucosamin betroffen ist. Epimerasen oder Mutasen, die den pool der
fur die Glykosylierung vorhandenen Zucker regulieren (Murell 2004), haben in
beiden Zelltypen ebenfalls ein mehr oder weniger gleiches Expressionsniveau. Die
Genexpressionsanalyse ist moglicherweise ungeeignet fur die Untersuchung
metabolischer Randphanomene angesehen werden, stattdessen sollte eine
Messung der tatsachlichen Enzymaktivitdten durchgefuhrt werden. Auch in dfiesem
Fall bleibt der Einwand berechtigt, dass ein metabolisches Randph&nomen nicht
notwendigerweise in veranderten Expressionsniveaus oder Enzymaktivitaten
reflektiert sein muR. Marginale Anderungen kénnen sich, wenn sie konzertiert tiber
einen bestimmten Metaboliten, wie das Glykolyl-CoA laufen, in signifikanten
Mengen eines Endproduktes niederschlagen.

Einige Uber die statistische Schwankungsbreite der microarray-Analyse
hinausgehende Expressionsunterschiede wurden in Tab. 18 zusammengefalt. Hier
zeigt sich, dal3 verschiedene Glykosyltransferasen in T-47D-Zellen eine erhohte
Expression aufweisen, so z.B. die Protein-O-Mannosyltransferase oder auch eine
Familie der UDP-Glucuronyltransferasen, die eine Glucuronidierung und damit die
Bioverfligbarkeit vor allem von Flavonoiden bewirken (Chen et al. 2006).

Wahrend sich in T-47D-Zellen keine Expressionsunterschiede der an der Glycolyse
beteiligten Enzyme finden lassen, sticht beim Fettsdureabbau die mehr als 25fache
Herunterregulierung einer Coenzym-A-Ligase flur langkettige Fettsauren hervor. Es

ist jedoch unklar, welche biologische Funktion dieses Phanomen haben kénnte;
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Forschungsergebnisse liegen diesbeziglich nicht vor. Mdglicherweise steht dies im
Zusammenhang mit dem Wechsel vom aeroben zum aneroben Metabolismus in
Tumorzellen.

Neben der erwarteten fast 10fachen Hochregulierung der MUC1-Expression, die
mit der unpolarisierten Expression von MUC1 auf Krebszellen korreliert (Hanisch
2002), findet sich als weitere Besonderheit im Bereich der Membranproteine in T-
47D-Zellen eine mehr als 6fach starkere Expression des NCAM2-Gens. Leider
bestand nicht mehr die Moglichkeit, die Expression von NCAM auf der Oberflache
der Zellen zu testen. Die Hochreglierung der NCAM2-Expression ist fur duktale
Karzinome der Brust bisher nicht berichtet worden. Im Fall der recht seltenen
Karzinome muzinproduzierender Zellen der Brust kommt es aber oft zur
Entwicklung eines neuroendokrinen Zelltyps (Tse et al. 2004). Diese Entwicklung
findet sich z.B. auch im Fall des Pankreas- und des Lungenkarzinoms (Lantuejoul
et al. 1998). Beim kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) wurde PSA zusammen
mit NCAM durchgangig detektiert (Komminoth et al. 1991, Lantuejoul et al. 1998,
Zhang et al. 1997). Im Fall des SCLC wurden Patienten mit Poly-N-
Propionylneuraminsdure immunisiert und zeigten anschlieend auch eine
Immunreaktion gegen Poly-N-Acetylneuraminsaure, wie durch Untersuchung der
gebildeten Antikorper nachgewiesen wurde (Krug et al. 2004). Im Krankheitsbild
des Lungenkrebs korreliert das Auftreten von PSA-NCAM auf Lungenkrebszellen
mit hohem metastatischen Potential. Dies wird auf der molekularen Ebene
wahrscheinlich durch die anti-adhasiven Eigenschaften des PSA verursacht, das
in Neuronen zur Neuritenprogression beitragt (Freire et al. 2002; 2004).

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kbnnte ein Anschluf3projekt darin
bestehen, NCAM oder PSA-NCAM auf der Zelloberflache von T-47D- und anderen
Brustkrebszellen nachzuweisen, wodurch sich im positiven Fall eine molekulare
Ahnlichkeit zu neuroendokrinen Tumoren ergéabe. Wahrscheinlich ist jedoch NCAM
ohne PSA-Modifizierung zu detektieren, da die bendtigten Sialyltransferasen in
T-47D-Zellen nicht hochreguliert sind.

Die Hochregulierung von Hormonzezeptoren entspricht den aus der Forschung
bekannten Daten zur Genexpression in T-47D-Zellen (Kroll et al. 2002); fur die
Daten zum a6-Integrin finden sich in friheren Arbeiten (z.B., Zutter et al. 1998)
keine einheitlichen Ergebnisse. MelCAM (auch als CD146 oder MUC18 bekannt)
ist in humanen Melanomen hochreguliert (Nyormoi et al. 2003) und fordert hier die
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Tumorprogression (McGary et al. 2002; Shih 1999). Es wurde jedoch im Kontext
des Mammakarzinoms als tumor suppressor beschrieben (Shih et al. 1997); der in
der vorliegenden Arbeit beobachtete leichte Riickgang der Expression steht daher
im Einklang mit der verminderten Immunodetektion des Molekils auf
Karzinomzellen (Shih et al. 1997).

Der Ruckgang der Transkription von Integrinen wie dem a6-Integrin steht
mdglicherweise mit der Uberexprimierung von MUC1 in Beziehung (Wesseling et
al. 1995). Es wurde gezeigt, daR die MUC1-Uberexprimierung die Integrin-
vermittelte Zelladhéasion verhindert, wobei die Gro3e des MUC1-Molekiils fur die
Inhibition der Zelladhasion verantwortlich sein soll. Mdglicherweise fihrt dies im
weiteren Verlauf auch zu einer Herunterregulierung von Integrinen und weiteren
Adhéasionsfaktoren wie des MelCAM.

4.5 Neu5Gc und weitere Sialinsauremodifikationen in Karzinomen

Das Auftreten von Neu5Gc gehort in den Kontext der mit der malignen Entwicklung
von Zellen verbundenen Glykosylierungsphanomene. Im Kontext der Sialinierung
wurde in der Einleitung schon der Wechsel vom Disialyl-Lewis® zur
Monosialylstruktur genannt. Neben verschiedenen N-Acylierungsvarianten kbnnen
hier noch eine Reihe weiterer Sialinsduremodifikationen genannt werden, die mit
verschiedenen Stadien der Krebsentwicklung einhergehen. Dazu gehort ein bis zu
56fach erhohter Gehalt an 9-O-acetylierten Sialinsauren (Fahr und Schauer 2001),
ein gesteigerter KDN-Anteil an der Gesamtsialinsauremenge in Lungen- und
Eierstockkrebs (Inoue et al. 1996, Inoue et al. 1998) und schlie3lich das
Phanomen der reduzierten O-Acetylierung von Neu5Ac in Kolonkarzinomzellen
(Mann et al. 1997, Corfiled et al. 1999, Shen et al. 2004). Mann und Kollegen
zeigten weiterhin, dal3 die ,Hypoacetylierung“ mit der verstarkten Bildung der
Sialyl-Lewis*-Struktur einhergeht (Mann et al. 1997). Chemische Modifikationen der
Sialinsaurestruktur begleiten also pathologische Entwicklungen, wobei noch nicht
Klar ist, wie groR der EinfluR dieser strukturellen Anderungen auf den
pathologischen Verlauf ist. Inoue und Mitarbeiter (Inoue et al. 1998) kommen
allerdings zu dem Ergebnis, dal3 die Hohe des KDN-Gehaltes mit dem malignanten
Potential der Zellen korreliert. In der Untersuchung von Zellmaterial sehen sie
deswegen die Mdglichkeit, KDN als diagnostischen Marker fur die

Tumorerkrankung zu etablieren.
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Diese Mdglichkeit ist im Fall der Neu5Gc-Expression in Karzinomzellen schwieriger
zu realisieren, weil durch die Nahrung gro3e Mengen dieser Sialinsdure
aufgenommen werden. Die Studie von Tangvoranuntakul und Kollegen (2003) hat
gezeigt, dald der Neu5Gc-Anteil in Kérperflissigkeiten durch externe Aufnahme der
Sialinsaure stark beeinfluf3t werden kann. Die Spanne der
Sialinsdurekonzentrationen im Plasma liegt zwischen 1,5 und 2,5 mM, wobei freie
nur etwa 0,1% und lipidgebundene Sialinsdure 0,5 — 2,5 % der Sialinsauremenge
ausmachen (Lamari & Karamanos 2001). Nach den Befunden der Studie von
Simpson und Kollegen (1993) wird die gesamte Sialinsduremenge — d.h. in
humanen Zellen weit Uberwiegend die Menge an Neu5Ac - nicht durch die
Nahrungsaufnahme beeinflu3t. Nach den Ergebnissen von Tangvoranuntakul
(2003) kann dieser Befund nun so interpretiert werden, daf3 die Neu5Ac-Aufnahme
im normalen Oganismus einen Sattigungswert erreicht, der durch normale
Ernahrung nicht beeinfluRt wird. Bei seltenen Sialinsauren, wie der Neu5Gc, liegt
dieser Sattigungswert jedoch wahrscheinlich weit héher als der Gehalt, der im
gesunden menschlichen Organismus gemessen werden kann. Wie die
Experimente von Yin (2006) zeigen, konnen dementsprechend Darmkrebszellen
bei externer Fltterung mit hoéheren Neu5Gc-Konzentrationen, als sie in
Zellkulturmedien angetroffen werden, einen Gehalt an Neu5Gc erreichen, der sich
dem der Neu5Ac nahert. Es wird also schwierig sein, fur Neu5Gc einen
nahrungsunabhangigen Standardwert zu etablieren, der in der Kklinischen
Diagnostik eingesetzt werden kénnte.

Mit Blick auf KDN als weitere Sialinsaure, die nicht durch chemische Modifikation
der Neu5Ac, sondern durch de novo-Biosynthese aus Mannose und
Phosphoenolpyruvat entsteht (Angata et al. 1999a, Angata et al. 1999b), kann
davon ausgegangen werden, dalR die Neu5Gc ebenso wie KDN
Schwellenphanomene in humanen Zellen sind. Die KDN-Expression auf
Membranproteinen kann, wie schon erwahnt, durch Wachstum von Zellen in
Mannose-reichem Medium stark erhéht werden (Angata et al. 1999a).. Da der
Biosyntheseweg der KDN wesentlich kirzer ist als der der Neu5Gc, lafdt sich durch
Spurenanalytik feststellen, dafld geringste Mengen von KDN, Uber den
Mannosemetabolismus, auch schon von normalen Zellen, z.B. der Ovarien,
gebildet werden (Inoue et al. 1998). Mdglicherweise liegt in Karzinomzellen der

Ovarien und der Lunge eine erhdhte Expression eines Transportproteins fir
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Mannose oder einer Epimerase vor, wodurch Mannose aus Glucose gewonnen
wird. Hierdurch wirde dem metabolischen System ein erhdhtes Angebot an
Mannose bereitgestellt, die u.a. in die KDN-Synthese abflieBen kann. Diese
Vermutung zieht eine Parallele zur Neu5Gc-Synthese, wo ein erhdhter Glycolyl-
CoA-Pool zur Bildung des Zuckers beitragt. In diesem Zusammenhang wurde
vermutet (Vameq & Draye 1987), dal3 o-hydroxylierte Fettsduren zu Glycolyl-CoA
verstoffwechselt werden, und dall das entstehende Glycolyl-CoA (in weit
geringerem Umfang, jedoch &hnlich wie Mercaptoacetyl- oder Fluoracetyl-CoA)
durch Inhibition von Enzymen des Citratzyklus toxisch ist. Die Neu5Gc-Synthese
erscheint vor diesem Hintergrund als ,Entgiftungsweg” des Glycolyl-CoA,

Es ist unklar, ob die Neu5Gc- oder KDN-Expression in einer Hoéhe von etwa einem
Prozent der Gesamtsialinsduremenge auf Tumorzellmemranen eine biologische
Funktion haben kdnnen. Moglicherweise tragen diese Sialinsduren zu einem
veranderten Interaktionsverhalten der Krebszelle mit Siglecs oder Selectinen bei,
wie es fur Darm- und Brustkrebszellen (Deman et al. 1995) erwahnt wurde.
Wahrscheinlich sind sie jedoch nur ein Epiph&dnomen der veranderten Sialylierung
von Krebszellen insgesamt. Bei einer Steigerung der Sialylierung von
Membranproteinen (Uslu et al. 2003), die als escape-Mechanismus gegeniber
dem korpereigenen Immunsystem betrachtet wird, werden die Synthese seltener
Sialinsduren und ihr Transfer auf die Glykane von Membranproteinen zusatzlich
gefordert. Sie kdonnen in diesem Fall, zumindest beim Auftreten von KDN, als
Tumormarker zu diagnostischen Zwecken eingesetzt werden.

Im Fall der Hypo-O-Acetylierung von Darmkrebszellen konnte der physiologische
Kontext der Modiifikation genauer eingegrenzt werden, und zwar auf das frihe
Stadium der malignen Entwicklung (Corfield et al. 1999). Uber die Konsequenzen
der veranderten Acetylierung im Colonkarzinom oder im Basaliom existieren
jedoch nach wie vor nur Hypothesen, so z.B. dalR sie das Zellwachstum der
Krebszelle beeinflussen (Fahr und Schauer 2001). Aufgrund der Studie von Mann
(1997) kann vermutet werden, dal3 die O-Acetylierung von Neu5Ac die Synthese
der Sialyl-Lewix*-Struktur beeintrachtigt, moglicherweise ist die acetylierte Form
kein gutes Substrat fUr die entsprechende Sialyltransferase. Hier zeichnet sich ab,
dalR enzymatische Modifikationen der Neu5Ac selbst in einem direkten

funktionalen Zusammenhang mit dem Aufbau von Glykanstrukturen stehen.
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Im Gegensatz zu chemischen Modifikationen der Sialinsdure korrelieren, wie
schon in der Einleitung dargestellt, quantitative Veranderungen des
Gesamtsialinsduregehaltes mit prazisen physiologischen Vorgangen wie dem
Offnungsverhalten von Natriumkanalen (Johnson et al. 2004) und dem
Neuritenwachstum (Freire et al. 2002, 2004). Im Zuge der Entwicklung eines
Karzinoms wurde eine gesteigerte Sialylierung vor allem dem beginnenden
metastatischen Prozel3 zugeordnet. Hier kommt wiederum die Funktion der
Sialylierung als ,Maskierung“ der Zelle gegeniiber Erkennungsmechanismen des
Immunsystems in Betracht (Schauer 1985); diese wird besonders wichtig, wenn
sich einzelne Krebszellen aus der Tumormasse ablésen und im Gefal3system des
Kdrpers durch Immunzellen detektiert werden kdnnen. Muzine, die das Sialyl-Tn-
Antigen tragen, inhibieren z.B. natirliche Killerzellen (Ogata et al. 1992).
SchlieRlich tragt die Bildung von Sialyl-Lewis® und Sialyl-Lewis®-Strukturen durch
Bindung an E- und P-Selectine auch zur Extravasation der Tumorzellen aus den
Gefallen und zum metastatischen Wachstum im Zielorgan bei (Hakomori 1996).
Zusammenfassend lal3t sich sagen, dald endogen synthetisierte Sialinsduren
metabolische Fluktuationen darstellen, die immunologisch reaktiv sein kénnen.
Diese Eigenschaft kann aber gerade wegen des Status dieser Sialinsduren als
Epiphdnomene des metabolischen Systems klinisch — z.B. diagnostisch — nur
wenig ausgenutzt werden. Die ,postsynthetischen* Modifikationen der Neu5Ac
durch Deaminierung und Derivatisierungen der Hydroxygruppen wie Acetylierung
haben groRRere klinische Relevanz, da sie in einer unmittelbaren Beziehung zur
Synthese und Expression physiologisch wichtiger Glykanstrukturen stehen.
Endogen de-novo synthetisierte Sialinsauren und ,postsynthetisch® modifizierte
Neu5Ac konnten allerdings ein Sialinsédureprofil bilden, das charakteristisch fir
einen zellspezifischen Entwicklungstyp ist; dies wurde fur Erythrocyten
unterschiedlicher Blutgruppenzugehdrigkeit mittels einer weiterentwickelten
GC/MS-Analytik von Zanetta und Mitarbeitern gezeigt (Bulai et al. 2003; Zanetta et
al. 1999).

Die Neuexpression von PSA in verschiedenen Krebsformen scheint ebenfalls
Perspektiven fur eine klinische Anwendung zu erdffnen, da die PSA-Synthese
enzymatisch prazise reguliert ist. Daruber hinaus ist es lohnenswert, die

Sialyltransferasen in Krebszellen insgesamt als targets der medizinischen
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Forschung zu verwenden, da die funktionalen Folgen einer veranderten
Sialylierung drastisch sind (Julien et al. 2006).

Hinsichtlich der Physiologie der Sialylierung lassen sich Parallelen z.B. zur
Funktion der Fucose ziehen, die ebenfalls die terminale Position auf Glykanen
einnimmt; Veranderungen der Fucosylierung haben Konsequenzen fur die
Entwicklung der Zelle, wie z.B. an der Verdnderungung des notch-signaling durch
die Fucosyltransferase fringe zu sehen ist (Haines & Irvine 2003). Moglicherweise
lassen sich ahnliche Ph&nomene auch bei der Sialylierung finden — wie etwa bei
der Steuerung des Natriumkanals (Johnson et al. 2004) und bei der Beeinflussung
der Aktivitdt von Glutamatrezeptoren durch PSA-NCAM (Hammond et al. 2006) —,
wodurch der Sialinsaurebiologie neuartige Perspektiven im Bereich der zellularen

Dynamik er6ffnet werden wirden.
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SUMMARY

N-Glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) belongs to the class of sialic acids, a group of acidic
sugars with a nine-carbon atom base structure. Sialic acids are of central importance for
cellular functioning because they occupy the terminal position on glycan chains. At this
position they are the first molecule encountered by other molecules approaching the cell.
Neu5Gc and NeubAc (N-Acetylneuraminic acid) are the most abundant sialic acids in
animals, but human cells do not possess Neub5Gc because the enzyme responsible for the
final step of Neu5Gc synthesis is not functional. Because of this, normal human cells do not
contain Neu5Gc and the human body develops antibodies against glycan epitopes containing
the carbohydrate. However, in specific types of cancers Neu5Gc is reappearing on the cell
surface.

The current work addressed the question whether an endogenous cellular biosynthesis of
NeubGc causes this phenomenon. To elucidate this, cells were grown in medium free of
animal components; this was intended to cut off exogenous delivery of NeubGc to the cells
and to show whether an endogenous source of the carbohydrate exists. Indeed, a
subpopulation of breast cancer cells contained Neu5Gc even after long time of growth under
serum-free conditions. Next we asked how the cell synthesizes Neu5Gc. It is known that
gamma-aminobutyric acid (GABA) is more abundant in cancer cells than in normal cells.
Thus, we tried to validate the claim that Neu5Gc is formed by the catabolism of GABA to
glycolyl-CoA, after which the glycolyl moiety is transferred to glucosamine and fed into the
sialic acid synthesis pathway. We confirmed this hypothesis by enzymatic assays and
radiolabelling.

Last we tried to corroborate our findings by a gene expression analysis of cancer vs. normal
cells as the occurrence of some types of sialic acids has been shown to be affected strongly
by up- or down-regulation of genes. Result of our analysis was that the expression of two
enzymes feeding GABA into the fatty acid oxidation are up-regulated in cancer cells, but no
gene of the sugar or sialic acid metabolism showed expression differences.

In sum, NeubGc occurrence in human cancer cells depends on several parameters such as
GABA abundance and other metabolites present in the cell, activity of glycosyltransferases
and amount of glycoproteins expressed on the cell. Neu5Gc turns out to be a metabolic
phenomenon which has parallels to another de novo synthesized carbohydrate in human
cancer cells, i.e. the deaminated sialic acid KDN (2-Keto-3-deoxy-D-glycero-D-galacto-
nononic acid). It has been shown that KDN occurrence in cancer cells is caused by high
levels of metabolites such as mannose. NeubGc seems to be a similar aspect of cancer cell
metabolism, while the molecule does not seem to perform those biological functions which it

has in animal cells.
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ZUSAMMENFASSUNG

N-Glycolylneuraminséure gehdrt zur Klasse der Sialinséuren, einer Gruppe acidischer Zucker
mit einem Grundgerist aus 9 Kohlenstoffatomen. Sialinsduren sind von zentraler Bedeutung
fUr das zelluldre System, da sie die terminale Position auf Glykanketten einnehmen. In dieser
Position sind sie das erste Molekll, mit dem andere Zelloberflachen- molekile in Berlhrung
kommen. Neu5Gc und NeubAc (N-Acetylneuraminsaure) sind in tierischen Organismen die am
haufigsten vorkommenden Sialinsduren; im menschlichen Organismus fehlt Neu5Gc, weil das
Enzym, das den letzten Schritt der Neu5Ge-Synthese katalysiert, nicht funktional ist. Deswegen
enthalten normale menschliche Zellen keine Neu5Gc, und der Organismus entwickelt Antikdrper
gegen Glykane, die Neu5Gc enthalten. In be-stimmten Krebsformen [&B3t sich Neub5Ge wieder auf
der Oberflache detektieren. Die leitende Frage flr die vorliegende Arbeit war es, ob es eine
endogene Neub5Gce-Synthese gibt.

Hierzu wurden Mammakarzinomzellen in tierserumfreien Medium gezogen, um die exogene
Zufuhr von Neu5Gc zu stoppen und so einen moglichen endogenen Beitrag am Neu5Gc-
Gehalt zu detektieren. Nachdem sichergestellt war, daB auch nach langandauernder
serumfreier Kultur ein Teil der Zellen NeubGc enthalt, bestand der n&chste Schritt in einer
Suche nach dem endogenen Biosyntheseweg. Es ist hinreichend bekannt, daB gamma-
Aminobutterséure (GABA) in Krebszellen in groBerem Umfang vorkommt als in normalen
Zellen. Wir versuchten zu verifizieren, ob Neu5Gc durch den Katabolismus des GABA zu
Glycolyl-CoA hergestellt wird; nach diesem Abbau koénnte die Glycolyl-Gruppe auf
Glucosamin Ubertragen und der Sialinsaurebiosynthese zugefiihrt werden. Durch Enzym-
assays und Radiomarkierung von Metaboliten konnte diese Hypothese bestétigt werden.
AnschlieBend sollten die Befunde durch eine Genexpressionsanalyse validiert werden, da das
Vorkommen einiger Formen von Sialinsduren stark durch eine Hoch- oder
Herunterregulierung von Genen beeinfluBt wird. Ergebnis der Analyse war, daB zwei der
Enzyme, die GABA in den Fettsduremetabolismus einspeisen, hochreguliert sind; Gene des
Zuckerstoffwechsels wiesen allerdings keine Expressionsunterschiede auf.

Resiimee der vorliegenden Arbeit ist, da3 das Vorkommen von Neu5Gc in Krebszellen von
mehreren Parametern abhangt, wie etwa dem Vorkommen von GABA und anderen
Metaboliten, der Aktivitat der Glykosyltransferasen und der Menge an Glykoproteinen, die auf
der Zelloberflache exprimiert werden. Es zeichnet sich ab, daB die endogene Neu5Gc-
Synthese Parallelen zur de novo-Synthese einer deaminierten Sialinsaure (KDN) in Krebszellen
aufweist. Fir KDN wurde gezeigt, dal3 ihr Gehalt in der Zelle direkt von der Verfligbarkeit von
Metaboliten wie Mannose abhangt. Neu5Gc kénnte sich ebenso als ein Seitenaspekt des
Sialinsduremetabolismus in humanen Krebszellen erweisen - ohne jene biologischen

Funktionen zu besitzen, die sie in tierischen Zellen hat.
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Abklirzungen

1. Molekiile

Fuc Fucose, Farbsymbol: A
Gal Galactose, Farbsymbol: O
GalN Galactosamin

GalNAc N-Acetylgalactosamin, Farbsymbol:

Glc Glucose, Farbsymbol: '
GlIcN Glucosamin

GIcNAc N-Acetylglucosamin, Farbsymbol: .
GIcNAc N-Glycolylglucosamin

KDN 2-keto-3-deoxy-D-glycero-D-galacto-nonulosonic acid
Man Mannose

ManN Mannosamin

ManNAc N-Acetylmannosamin

Neu5Ac N-Acetylneuraminsaure, Farbsymbol: ‘

Neu5Ac8Me  8-Methyl-N-Acetylneuraminséure

Neu5Gc N-Glycolylneuraminsdure
NCAM Neural Cell Adhesion Molecule
PSA Polysialic acid

MUC1-S sezerniertes MUC1

CoA Coenzym A

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
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2. Verfahren

GC/MS gekoppelte Gaschromatographie-Massenpektrometrie

HPLC High Pressure (oder: Performance) Liquid Chromatography
MALDI-TOF MS Matrix assisted laser desorption ionization - time of flight mass spectrometry
TLC Thin layer chromatography

3. Genetik

ABAT 4-aminobutyrate aminotransferase

ACADSB Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, short/branched chain

ACADS Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-2 to C-3 short chain

AKRA Aldo-keto reductase family 1, member A1 (aldehyde reductase)

BDH 3-hydroxybutyrate dehydrogenase

BUCS Butyryl Coenzyme A synthetase 1

EHHADH Enoyl-Coenzyme A, hydratase/3-hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenase
HADHSC L-3-hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase, short chain

ST3GALA1 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1

grt-PCR Quantitative real-time polymerase chain reaction

4. Sonstiges

FCS Fetal calf serum

PBS Phosphate buffered saline
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