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Referat

Referat

Wahrend der letzten Jahre hat die Verwendung rekombinanter Glykoproteine fiir
therapeutische Zwecke drastisch zugenommen. Die Glykosylierung und Sialylierung sind fiir
die Funktionalitit der meisten Sdugerproteine von herausragender Bedeutung. Da die Art und
Weise der Glykosylierung einen groflen Einfluss auf die pharmakologischen Eigenschaften
von therapeutischen Glykoproteinen hat, werden diese in Sdugerzellen hergestellt, um eine
siugertypische Glykosylierung zu erhalten. Die terminalen Positionen der Glykane der
Saugerproteine werden normalerweise von Sialinsduren eingenommen. Sialinsduren erhéhen
unter anderem die Halblebenszeit von Serumproteinen. Sie werden jedoch mit der Zeit durch
Sialidasen abgespalten. Infolgedessen werden die Glykoproteine von
Asialoglykoproteinrezeptoren der Leber gebunden und aus dem Blutstrom entfernt. Aber auch
bei der Produktion werden Glykoproteine durch aus abgestorbenen Zellen freigesetzte
Sialidasen desialyliert. Daher ist eine stabile Sialylierung fiir die Produktion von therapeutisch
relevanten Glykoproteinen von herausragender Bedeutung. Neben N-Acetylmannosamin, dem
natiirlich vorkommenden Vorlaufer der Sialinsduren, werden auch andere nichtphysiologische
N-Acylmannosamine von der ManNAc-Kinase in die entsprechenden N-Acylneuraminsiuren
umgesetzt, wodurch es moglich ist, die Sialylierung der Glykane biochemisch zu modifizieren
und damit auch deren Eigenschaften zu verandern. In dieser Arbeit konnten die Glykane von
in CHO-S-Zellen exprimiertem Erythropoietin, fiir welches bisher keine Untersuchungen
dieser Art vorliegen, durch Zusatz von N-Propanoylmannosamin und N-
Pentanoymannosamin, nicht jedoch durch N-Heptanoylmannosamin, zum Zellkulturmedium
erfolgreich modifiziert werden. Die resultierende Sialylierung mit N-Propanoylneuraminsaure
und N-Pentanoylneuraminsdure konnte massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Die
Stabilitat der Sialylierung wurde in einem Degradationsassay mit Sialidase A, der durch eine
2D-Gelelektrophorese ausgewertet wurde, uberpriift. Dabei stellte sich heraus, dass diese
neuartigen Sialinsduren, insbesondere N-Pentanoylneuraminsiure, im Vergleich zur nativen
N-Acetylneuraminsiaure resistenter gegeniiber dem Abbau durch Sialidase A sind. Die
Sialinsdurevorldufer N-Propanoyl- und N-Pentanoylmannosamin ermdéglichen somit eine
stabilere Sialylierung, wodurch sich die Halblebenszeit rekombinanter Glykoproteine wie EPO

verlangern lassen konnte.

Werner, Anselm Cornelius: Modifikation der Sialylierung von Erythropoietin durch
nichtphysiologische Acylmannosamine und ihr Einfluss auf die Resistenz gegeniiber Sialidase
A. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 70 Seiten, 2013



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INhaltSVEIZEICHIIS. .....ooveeieicicice et i

ADKUIZUNEZSVETZEICHIIS ... ..ottt ettt iv
1 EINLEITUILE ... cvcveiicirc ettt ettt 1
1.1 Glykosylierung von Proteinen. .......oeeiirineerieierereineeseeee et es s seeseasaees 1
1.2 N-glykosidische GlyKOSYHEIUNE.........c.ccurrurrurieriireirierireirie et 2
1.3 O-glykosidische GIYKOSYLEIUNG.......c.cviiuriiriericieieineireireieieieeseisei et sessessesessessessesees 4
1.4 STALNSAUTEIL. ...ttt 4
1.5 Bedeutung in natlirlichen SyStemen...........cocveuriiurieiniiinicncreree e 7
1.6 Stabilitat und Léslichkeit von glykosylierten Serumproteinen...........cccccocuvivciccicnincnnce 7
1.7 Biotechnologische Bedeutung und Manipulation der Glykosylierung und

STALYHEIUIG ...ttt ettt bbbttt 8
1.8 Modifizierung der Glykane durch nichtnatiirliche Sialinsaurevorlaufer........................ 10
1.9 By tRrOPOIEEINL ..ottt 11
1.10 Vorkommen und biologische Funktion von EPO........ccccovrorininirineerereneeeesieenes 12
1.11 EPO als therapeutisches GlyKOPIOtein........covcueceeieieiniireinenceeierereiseiseieeieeise e 14
2 ZIELSTEIIUINEG ...ttt sttt 16
3 Material Und Methoden........ccccicriciciinencreceeciee et sesseseecsenne 17
3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien..........cccooeureeuririrerineeineereeiseeseeseee e 17
3.2 Verwendete OTZaniSIMIeN.......ocviurureeueiiiriereerieeeeieiseesesseseeae e tssssesses s ss s esseseeasssssssesssaes 17
3.2.1 ESCRETICAIA COLI ...ttt saesensae 17
3.2.2 CHOS-ZELLEMN.....e ettt sttt seneseees 17
3.3 Oligonukleotide und Plasmide.........ccocoeuriureuririnriniiniinirceiere s seeaesees 17
3.3.1 OligonukIeotide (PIIMET).....ocueiurereeereereerieeieeieiseieeeseee st eeseseesses st esseas s s ss e sassnsssasans 17
3.3.2  PLASIIIAE. ..ttt st 18
3.4 AntikOrper Und ENZYIME........co.oiuiriiieeeieeseeceeireiseicee ettt easaees 19
341 ANTIROIPET ettt ettt s et s e 19
3.4.2 ENZYINC......oiiiiiiiic e 20
3.5 Kits und GroBenmarker ...t ssesssese e saenes 20
3.6 Medien Und AntiDIOtIKA. ..ottt seesise e eseaeaes 20
3.6.1 ANTIDIOTIKA. ..ttt ettt 20
3.6.2  Medien fiir die BakterienKUItUT..........ccocueiuiuiicieiriceeieeeieesee e seenaseens 21
3.6.3  Medien fir die ZelIKULLUT........coceviiriineieiriccecireicecseice e seeease et saseeseasens 21



Inhaltsverzeichnis

3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.111
3.11.2
3.11.3
3.12
3.12.1
3.12.2
3.12.3
3.124
3.12.5
3.12.6
3.13
3.13.1
3.13.2

3.13.3
3.13.4
3.13.5
3.13.6
3.13.7
3.13.8
3.13.9
3.13.10

3.14

3.14.1
3.14.2
3.14.3
3.14.4
3.14.5

Losungen, Gele und MemDIanem.........coiueeeureeurecereeinicineeiseeiseseisee e isesessesessesessesesenes 21
Andere ChemiKalien........oooiuriiiririrrircir ettt bbb 25
GEIALR. ... 25
Behandlung von Losungen und Geraten.........oceeieeineeeenieeeneeseneesineeeineeseseeeesesesesesesenenns 26
ATDEILEN ML E. COLL ettt ettt es 26
ANZUCHE VO E. COLI ..ottt 26
Konservierung vomn E. COLi ...ttt 26
Transformation von E. coli mit PIasmiden.........ccccevieunierinieinieeinineeeeeeeeeieeeeseeiseeeeenes 26
Arbeiten mit SAUGETIZEILEN. ..o 27
Kultivierung von CHO-S-Zellen.........coueririirintiresieisieiseisee et 27
Konservierung der CHO-S-Zellen..........cvureureeiiiniiniineirieieneineiseiseieieseseiseeseseseseeseseseseesenens 28
ZEUZANIUINEG ...ttt 28
Transfektion von Siugerzellen durch LipofeKtion.......coeeeeeeenineeninsineserereeeeeene, 28
Synthese modifizierter Sialinsdurevorlaufer fiir die Zellkultur .......cccooeveevvncvncnnee. 29
Supplementierung von CHO-S-Zellen mit artifiziellen Sialinsdurevorlaufern.............. 29
Arbeiten mit NUKICINSAUTEIL......c.ocivuiricicriceiniiciecieeireiee et 30
Isolierung von Plasmiden aus E. coli durch alkalische Lyse........coccocvevencnnnccncncnee. 30

Chromatographische Aufreinigung von Plasmiden mithilfe des QIAprep Spin

Miniprepkits (Quiagen, Hildden)...........ovririreriirierierieieieseireeeeeeeesise e 31
ReEStIIKEIONSVETAAUS. ....cevieieeiciieei ettt sttt 31
Nachweis von DNA-Fragmenten in Agarosegelen.........coooeoeviuveurercreenenecennieiereeennes 31
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen........ccococvcveiireeinecnecnenencncnenccnns 32
Bestimmung der DNA-KONzentration.........cocvcecereeeeeineineincineinieeeinenesseesesesessesessecsesees 32
Plasmidpréparation fiir SEQUENZIEIUNZEN .....c.vuueerieimeeeireieireireeeeereere e senes 32
PriMEIdESIZN. vttt ettt 32
Polymerasekettenreaktion (PCR)........cccocvirieieineineiniiniinieeeieneneisesseeeesesessessessessesesessescaens 33

Umklonierung der EPO-cDNA-Sequenz aus pL748-pKEX-EPO in den Vektor pESG-

IBA3 zur Einfithrung eines C-terminalen Streptagll.........coccoevieirenrenrencireenenesieneeseenenes 34
Proteinbiochemische MethOoden............coiueiiuriniiriiiriiiecirs et 37
Anreicherung von EPO durch Membranfiltration..........oeceeeeeineineenieninenenenesceeeeenes 37
SDS-PolyacrylamidgeleleKtrophorese.......ooerureiereerieriieieeses s 37
W ESEEITIDIOLS. ...ttt 37
DOOTDLOLS.....ceuinieeicicei ittt 38
IMMUNPIAZIPILATION....c.eviviriieieieieieieieteieteteteeeeeteete ettt aeaene 38

il



Inhaltsverzeichnis

3.14.6
3.14.7
3.14.8
3.14.9
3.14.10

4.1
4.2

4.3

4.4
4.5
4.6

5.1
5.2

5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.3

Praparation von EPO tiber eine Streptaktinaffinitdtschromatografie.........cccccocveuniuncnee. 39
COoOMASSIETATDUIEZ . ......cvceceiii ettt 39
Vorbereitung der Proben fiir eine MALDI-TOF-Massenspektrometrie.............c.cccu...... 40
SHAlIAASEASSAY ... euvueueeeiiueieie ittt e bbbt 40
2D -GeleleRtrOPROTESE. .......cuueeeeiciiiece ettt 41
B EDIISSE. ...t e 42
Expression von EPO in mit pL748-pKex-EPO transfizierten CHO-S-Zellen.................. 42

Umklonierung der EPO-cDNA in den Vektor pESG-IBA3 zur Fusion
an einen SErEPtagIl........coiiiiicercce et n e

Wachstum der mit neuartigen Sialinsdurevorliufern supplementierten

CHOS-ZEILEN....ee ettt ettt es
Affinititschromatografie von EPO-Streptagll iiber eine Streptaktinsaule......................
Anteil neuartiger Sialinsduren in EPO-Streptagll.........c.ccocoeenirnirninnennenennccceeenes

Sialidaseresistenz von EPO aus mit ManNProp und ManNPent behandelten
ZRIIRUITUT@IL.......oovieiic s
DiISKUSSION. ..ottt
Reaktion der Zellkulturen auf die zugesetzten N-Acylmannosamine...........ceceeeeeeeuncen.
Nachweis neuartiger Sialinsauren in mit N-Acylmannosaminen behandelten
ZEIIRUITUT@IL.......oviiiii e
Gesamtsialylierungsgrad der Glykane von EPO-Streptagll.........cccccooeneninnencencnnennenee
N-Propanoylneuraminsiure und N-Pentanoylneuraminsaure..........cocoocoeeveevrenceeerenenene.
N-HeptanoylneUraminSAULE. ........ccc.eiueueeritieieeeicieieisees ettt sesesesessesesssesesesesesesesses
Resistenz der neuartigen Sialinsduren gegeniiber Sialidase und deren Bedeutung
fiir therapeutische GlyKOPIOteine. .......ocveieirirrireiriiniieeeeerereeseer et seeees
AUSDLCK ...
ZUSAMIMENTASSUINE . c...ovrivreeceeiieieieiseeseiete ettt eae e ettt eb st ettt bt nesee
LIEOIATUL ..ottt s
TRESIN......iii e
Tabellarischer Lebenslauf

Selbststandigkeitserklarung

Erkldarung iiber frithere Promotionsversuche

Danksagung

iii



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Abb.

Akt

Amp

APS

Aqua bidest.
Asn

Bel-X.
BDNF
BFU-E

bp

cDNA
CFU-E
CHAPS
CHO-Zellen

CMV
CMP
Cys
DNA
DMSO
DTT

E. coli
EDTA
EGF
EPO
EPO-R
ER

ERK 1/2
EtOH
Fuc

Gal
GalNAc
G-CSF

Abbildung

Proteinkinase B

Ampizillin
Ammoniumperoxodisulfat

doppelt destilliertes Wasser
Asparagin

B-cell lymphoma-extra large proteine
Brain-derived neurotrophic factor
Burst forming unit-erythroid
Basenpaar

komplementire DNA

Erythroid colony forming unit
3-[(3-Cholamidopropyl)Dimethylammonio]-1-Propansulfonat
Chinese Hamster Ovary-Zellen, eine inmortale Zelllinie aus dem Ovar
des chinesischen Streifenhamsters
Cytomegalievirus
Cytosinmonophosphat

Cystein

Desoxyribonukleinsaure
Dimethylsulfoxid

Dithiotreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure
Epidermal growth factor
Erythropoietin
Erythropoietinrezeptor
Endoplasmatisches Retikulum
Extracellular-signal-regulated kinases %
Ethanol

Fucose

Galactose

N-Acetylgalactosamin

Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor

iv



Abkiirzungsverzeichnis

GNE

Glc
GlcNAc
GPI
HABA
HIF-1

HSP 70
IL-6

IL 1-B

PG

JAK2

kb

kDa
LB-Medium
MALDI-TOF
Man
ManNAc
ManNProp
ManNPent
ManNHept
NaOMe
Neu5Ac
Neu5Gc
Neu5Hept
Neu5Prop
Neu5Pent
NF-«xB
PBS

PCR

pl

PI-3K
PKC-¢
rhEPO
SDS

UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase
Glucose

N-Acetylglucosamin
Glykosylphosphatidylinositol
Hydroxylazophenylbenzoesdure
Hypoxie-induzierter Faktor
Hitzeschockprotein 70

Interleukin 6

Interleukin-1

Immobilisierter pH-Gradient
Januskinase 2

Kilobasen

Kilodalton

Luria Bertani-Medium

Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight
Mannose

N-Acetylmannosamin
N-Propanoylmannosamin
N-Pentanoylmannosamin
N-Heptanoylmannosamin
Natriummethanolat
N-Acetylneuraminsiure
N-Glycolylneuraminsaure
N-Heptanoylneuraminséiure
N-Propanoylneuraminsiure
N-Pentanoylneuraminsiure

Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Phosphat buffered saline
Polymerasekettenreaktion
isoelektrischer Punkt
Phosphoinsositid-3-Kinase
Proteinkinase C Typ ¢

rekombinantes humanes Erythropoietin

Natriumdodecylsulfat


https://de.wikipedia.org/wiki/PH-Wert

Abkiirzungsverzeichnis

Ser
STATS5
Streptagll
TAE
TBS
TEMED
Thr
Tris
TNF-a
VEGF
U

UDP

Serin

Signal transducer and activator of transcription 5
Streptaktin-tag II

Tris-Acetat-EDTA

Tris buffered Saline

N, N, N, N'-Tetramethylethylendiamintrifluoressigsaure
Threonin
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
Tumornekrosefaktor o

Vascular endothelial growth factor

Unit (Einheit der Enzymaktivitat)

Uracildiphosphat

Vi



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1  Glykosylierung von Proteinen

Die Glykosylierung von Proteinen ist die am haufigsten vorkommende posttranslationale
Modifikation in eukaryontischen Organismen (Varki et al, 2009) und betrifft nahezu alle
membrangebundenen und sekretorischen Proteine dieser Organismengruppe. Man versteht
darunter die kovalente Bindung von Monosacchariden, Oligosacchariden oder
Polysacchariden an Proteine. Die Bindung der Zuckerseitenketten kann entweder tiber das N-
Atom der Aminogruppe eines Asparaginrestes oder iiber das O-Atom der Hydroxylgruppen
von Serin- und Threoninresten, seltener auch von Hydroxylprolin, Hydroxyllysin oder
Tyrosin erfolgen (Spiro, 2002). Im ersten Fall spricht man von einer N-glykosidischen Bindung
und im zweiten von einer O-glykosidischen Bindung der Glykane. Weiterhin gibt es die C-
Glykosylierung, bei der Mannose iiber sein C2-Atom an das C2-Atom eines Tryptophanrestes
gebunden wird (Doucey et al.,, 1998), die P-Glykosylierung, bei der die Glykane tber eine
Phosphodiesterbindung an die Hydroxylgruppe von Serin— oder Threoninresten gebunden
werden (Mehta et al, 1997; Haynes, 1998) sowie die Glykosylierung iiber
Ethanolaminphosphat an den GPI-Anker (Paulick und Bertozzi, 2008). Die Glykane
modulieren die Eigenschaften der Proteine. Die Glykosylierung spielt eine grof3e Rolle fiir die
Funktionalitat der betroffenen Proteine, unter anderem fiir die korrekte Faltung (Parodi, 2000),
Prozesse des Immunsystems (Rudd et al.,, 2001), Zell-Zell-Kontakte (Marshall und Haskard,
2002), Proteintransport (Scheiffele und Fillekrug, 2000) und Stabilitit (Shental-Bechor und
Levy, 2008). Am Aufbau der Zuckerseitenketten sind vergleichsweise wenige Monosaccharide
beteiligt. Trotzdem ergibt sich durch die Zusammensetzung, Sequenz und Verzweigung der
Glykane eine extrem hohe Zahl an moéglichen Varianten mit entsprechend vielfaltigen
Eigenschaften. Ein Glykan kann dabei aus einem einzelnen Monosaccharid bestehen, aber
auch aus Polymeren von mehr als 100 Monosaccharideinheiten (Finne et al., 1983; Wells et al,,
2001). Die an der Glykosylierung beteiligen Enzyme werden von etwa 700 Genen codiert, was
etwa 1 bis 2 % des Genoms entspricht (Feizi und Mulloy, 2003). Die Biosynthese der Glykane
findet hauptséchlich im endoplasmatischen Retikulum und im Golgiapparat statt. Bezogen auf
ein Glykoprotein kann zwischen der Makro- und Mikroheterogenitit unterschieden werden.
Unter der Makroheterogenitit werden Anzahl und Positionsvarianten der gebundenen
Glykane verstanden. Die Mikroheterogenitat beschreibt dagegen die Anzahl unterschiedlicher
Glykane, die an einer bestimmten Glykosylierungsstelle im Protein vorkommen kann. Analog

zum Genom und Proteom bildet die Gesamtheit der Glykane eines Organismus dessen
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Glykom. Tabelle 1 zeigt die am héufigsten am Aufbau der Glykane beteiligten

Monosaccharide.

Tabelle 1: Haufig in Glykanen vorkommende Monosaccharidbausteine.

Monosaccharid Abkiirzung Symbol
Fucose Fuc <
Mannose Man

Galactose Gal

Glucose Glc °®
N-Acetylglucosamin GlcNAc -
N-Acetylgalactosamin GalNAc

N-Acetylneuraminsiure Neu5Ac ¢
N-Glycolylneuraminsiure |Neu5Gc

1.2 N-glykosidische Glykosylierung

Bei der N-glykosidischen Glykosylierung werden die Glykane an der freien Aminogruppe
eines Asparaginsiurerestes, der sich in der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr befinden muss,
gebunden, wobei X eine beliebige Aminosaure aufler Prolin sein kann (Gavel und von Heijne,
1990). Allerdings werden im Allgemeinen nicht alle vorhandenen Asn-X-Ser/Thr Motive eines
Proteins glykosyliert, sondern nur etwa 65 %. In Abhingigkeit der Anordnung der
Grundbausteine werden ausgehend von einer Basisstruktur drei Glykosylierungsmuster
unterschieden, welche in Abb. 1 dargestellt sind. Die Basisstruktur besteht aus zwei N-
Acetylglucosaminuntereinheiten und drei Mannoseeinheiten, die in einer verzweigten
Struktur vorliegen. Die sich an diese Grundstruktur anschliefenden Oligosaccharidketten
werden Antennen genannt. Wenn weitere Mannoseeinheiten folgen, spricht man vom High-
Mannosetyp. Beim komplexen Typ folgen auf die Mannosen andere Zucker. Treten sowohl
Antennen des High-Mannosetyps als auch des komplexen Typs auf, spricht man vom

Hybridtyp.



1 Einleitung

VY

Abbildung 1: Glukanstrukturen A) Basisstruktur, B) Highmannosetyp C)
komplexer Typ D) hybrider Typ

Weiterhin kann man die Glykane nach der Anzahl der Antennen unterscheiden. Haufig sind
bi-, tri- und tetraantennare Glykane, wihrend mono- oder pentaantennire Glykane die
Ausnahme bilden (Taguchi et al.,, 1994; Zhang et al., 1997). Die komplexe Synthese der N-
Glykane erfolgt zunichst auf der cytosolischen Seite des endoplasmatischen Retikulums an
einem dort verankerten, aus 20 Isopreneinheiten bestehendem Dolicholphosphatmolekiil,
wobei zundchst am Phosphat ein kurzes Glykan aus 2 GlcNAc- und 5 Mannosemolekiilen
aufgebaut wird. Nach einer Translokation in das Lumen des ER durch eine noch unbekannte
Flippase (Snider und Rogers, 1984; Kornfeld und Kornfeld, 1985) werden 4 weitere Mannosen
und 3 Glukoseeinheiten auf das Molekill tbertragen, bevor das Glykan Glc;sManyGleNAc,
durch die ebenfalls in der ER-Membran verankerte Oligosaccharyltransferase cotranslational
auf eine in der Synthese befindliche Proteinkette ibertragen wird (Kaplan et al., 1987). Nach
Abspaltung von 2 Glukoseresten durch Glukosidase I und II, kann das Protein unter
Beteiligung der Chaperone Calnexin und Calreticulin gefaltet und die dritte Glukose
abgespalten werden. Wenn es dabei zu einer Fehlfaltung kommt, kann durch eine
Glykosyltranferase erneut Glukose auf das Glykoprotein tibertragen werden, so dass Calnexin
und Calreticulin wieder zur Neuorganisation des Proteins binden konnen (Parodi, 2000;
Shental-Bechor und Levy, 2008). Weitere 4 Mannosen werden im Golgiapparat abgespalten.
Jetzt kann die endgiiltige Glykanstruktur aufgebaut werden, deren Zusammensetzung vom
Vorhandensein und der Konzentration der verschiedenen CMP- oder UDP- aktivierten
Monosaccharidbausteine und den dazugehérigen Glykosyltranferasen, Nukleotidtransportern
und Glucosidasen abhangt. Auch die Zugéinglichkeit der Glykosylierungsstelle fiir diese
Enzyme in dem schon gefalteten Protein spielt dabei eine Rolle (Frenkel et al., 2003; Jones et

al., 2005; Ruddock und Molinari, 2006).
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1.3  O-glykosidische Glykosylierung

Im Gegensatz zur N-Glykosylierung gibt es bei den O-Glykanen 8 Basisstrukturen, die
gewohnlich mit einem GalNAc beginnen, welches im Golgi-Apparat durch eine Polypeptid-
GalNAc-Transferase direkt auf einen Serin- oder Threoninrest eines Proteins iibertragen wird,
und dann durch Glycosyltransferasen mit verschiedenen Kombinationen aus GalNAc, GlcNAc
und Gal, wie in Abb. 2 gezeigt, verlangert werden (Van den Steen et al.,, 1998; Novak et al.,
2000). Anders als bei den N-Glykanen gibt es bei den O-Glykanen keine einheitliche
Konsensussequenz. Diese Grundstrukturen kénnen dann weiter mit Fucose, Sialinsduren,
Galaktose GalNAc oder GIcNAc verlingert werden, welche nach Aktivierung durch
Glykosyltransferasen auf die wachsende Glykankette tibertragen werden. Es gibt aber auch
einige Proteine, deren O-Glykane mit O-GlcNAc, O-Gle, O-Fuc, oder O-Man initiiert werden
(Brockhausen, 1999; Brockhausen et al., 2009; Hart und Akimoto., 2009).

Q . H =
=]

=]
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Abbildung 2: Die acht Basisstrukturen der O-
Glykane
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1.4  Sialinsauren

In den Glykanen der Sauger findet man neben den ungeladen Zuckern auch die unter
physiologischen Bedingungen einfach negativ geladenen Sialinsduren. Diese sauren
Aminozucker bestehen aus einem 9 Kohlenstoffatome umfassenden Grundgeriist, welches am
C5-Atom eine Aminogruppe tréagt (Blix et al., 1957). Die negative Ladung kommt durch die am
C2-Atom gebundene Carboxylgruppe zustande. Neben der nur selten vorkommenden
unsubstituierten Form (Manzi et al., 1990) sind etwa 50 natirliche Sialinsduren beschrieben
worden, da sowohl die Aminogruppe als auch die vier vorhandenen Hydroxylgruppen durch

verschiedene Reste substituiert sein konnen (Abb. 3) (Varki, 1992).
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R, H bei freier Sialinsaure, a-Verkniipfung zu Gal, GalNAc, GlcNAc, Sialinsaure
R: H, O-Acetyl
Rs H, N-Acetyl, N-Glykolyl, Hydroxyl
R; H, O-Acetyl

Rs H, O-Acetyl, O-Methyl, O-Sulfat, Sialinsidure
Ry H, O-Acetyl, O-Lactyl, O-Phosphat, O-Sulfat, Sialinsdure

Abbildung 3: Strukturformel der Sialinsdure und natiirlich vorkommende
Substituenten (Abb. nach Varki, 1992)

Die hiufigste Sialinsdure ist die N-Acetylneuraminsiure (Neu5Ac), welche auch den Vorlaufer
fir die anderen Formen darstellt. Die meisten Derivate entstehen durch Substitution der
Hydroxylgruppen mit Phosphat-, Sulfat-, Methyl-, Acetyl- und Lactylgruppen. Im Saugetier
kann die N-Acetylneuraminsidure weiter zu N-Glycolylneuraminsiure hydroxyliert werden.
Eine Ausnahme stellt der menschliche Organismus dar, in dem dies nicht moglich ist, da das
Gen fiir die CMP-Sialinsdurehydroxylase durch eine Deletionsmutation nicht mehr vorhanden
ist (Irie et al., 1998; Varki, 2001). Die Sialinsduren koénnen als endstindige Monomere
vorliegen, aber auch langkettige Polymere bilden. Durch ihre endstédndige Position sind
Sialinsduren an Interaktionen der betroffenen Proteine mit anderen Molekiilen direkt beteiligt
und spielen aufgrund ihrer negativen Ladung eine besondere Rolle bei Zell-Zellkontakten und
Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix. Durch die hohe Anzahl an
Sialinsdurederivaten wird die ohnehin schon vorhandene chemische und biologische Vielfalt
der Glykane zusétzlich erhoht. Ausgangsmolekiil fiir die Biosynthese der Sialinsdure, welche
in Abb.4 dargestellt ist, ist das UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GlcNAc). Es wird aus
Fructose-6-phosphat, welches aus der Glykolyse abgezweigt wird, synthetisiert. UDP-GIcNAc
wird durch das fiir den Aminozuckerstoffwechsel bedeutende Enzym Glutamin-Fructose-6-
phosphat-Aminotransferase zu Glucosamin-6-phosphat aminiert (Kornfeld et al., 1964). Daraus
entsteht nach Ubertragung eines Acetylrestes und eines UTPs unter Abspaltung von
Pyrophosphat UDP-GIcNAc. Im nachsten Schritt wird UDP-GlcNac durch die bifunktionelle
UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase (GNE) zu ManNAc epimerisiert und an Position 6
phosphoryliert (Hinderlich et al., 1997; Stasche et al., 1997). Durch die Neu5Ac-9-Phosphat-
Synthase wird ManNAc-6-Phosphat in Neu5Ac-9-Phosphat umgewandelt, welches durch
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Abspaltung des Phosphatrestes in Neu5Ac iiberfithrt wird. Neu5Ac wird im Gegensatz zu
anderen Monosacchariden durch die CMP-Neu5Ac-Synthetase im Zellkern und nicht im
Zytosol mit CMP aktiviert (Kean, 1970). Die CMP-Neu5Ac wird iiber den CMP-Neu5Ac-
Transporter in den Golgi transportiert, wo sie unter Abspaltung von CMP durch
Sialyltransferasen auf Glykane iibertragen wird (Eckhardt et al., 1996; Harduin-Lepers et al.,
1995; Harduin-Lepers et al., 2005). Die Epimereraseaktivitat der GNE wird durch Bindung des
Endprodukts CMP-Neu5Ac inhibiert (Kornfeld et al., 1964). Somit nimmt dieses Enzym eine
Schlisselposition in der Sialinsduresynthese ein. Wahrend die Hydroxylierung von Neu5Ac zu
Neu5Gc direkt am aktivierten Nukleotid stattfindet, kénnen die Hydroxylgruppen der
Neuraminsdure erst nach dem Einbau in die Glykane durch entsprechende Transferasen

substituiert werden (Kawano et al., 1995; Reuter und Gabius, 1996).

Golgiapparat

Asn
A Sialyltransferase
UDP-GlcNAc
Feedbackhemmung UD_P'GICNAC'Z'
» Epimerase (GNE)
+ Nichtnattrlicher
ManNac/ManNProp 4—————— Prekursor z. B.
* ManNAc-Kinase (GNE) ManNProp
ManNac-P/ManNProp-P
v NeuAc-9-Synthase
Neu5Ac-P/Neu5Prop-P
CMP-Neu5Ac/CMP-Neu5P
eusAc/ eustrop NeuAc-9-Phosphatase
Neu5Ac/Neu5Prop
CMP-Neu5Ac-Synthase
Bl GlcNAC
. Man
CMP-Neu5Ac/CMP-Neu5Prop
O Gal
Neu5A
@ NeusAc Nukleus
‘ Neu5Prop

Abbildung 4: Biosynthese der Neuraminsaure, rot dargestellt ist die Synthese nicht-nativer
Neuraminsduren ausgehend von Mannosaminderivaten z. B. ManNProp, siehe auch 1.8
(Abb. modifiziert nach Keppler et al., 2001)
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1.5 Bedeutung in natiirlichen Systemen

Obwohl an der Glykansynthese nur relativ wenige Monosaccharide beteiligt sind, ergibt sich,
bedingt durch die moglichen Verzweigungstypen, Verkniipfungstypen, Ringgrofien und
anomere C-Atome der Strukturen, eine viel grofiere Anzahl an méglichen Glykanen fir eine
gegebene Anzahl an Monosacchariden als fiir ein Peptid aus der gleichen Anzahl an
Aminosauren, die nur einen Verkniipfungstyp zulassen und nur linear miteinander verbunden
werden konnen. Die Glykosylierung eines Proteines hingt zum einen von der Anzahl und
Position der Glykosylierungsstellen und zum anderen von den Konzentrationsverhéltnissen
der beteiligten Zucker und Enzyme ab. Dadurch ist es moéglich, eine rdumlich und zeitlich
differenzierte Glykosylierung zu erreichen. Ein und dasselbe Protein kann gewebespezifisch
bzw. entwicklungsspezifisch unterschiedlich glykosyliert sein und dabei unterschiedliche
Funktionen erfiillen (Rademacher et al., 1988). Die Glykosylierung ist unter anderem wichtig
fir Signaltransduktions- und Zelladhasionsprozesse. Beim Epidermal Growth Faktor Receptor
(EGFR) ist die Fukosylierung eine Bedingung fiir die Bindung von EGF an diesen Rezeptor
(Wang et al., 2006). Parasiten wie z. B. Trypanosoma cruzi, dem Erreger der Chagaskrankheit,
konnen Sialinsduren des Wirtsorganismus mittels einer Transsialidase sequestrieren und
damit ihre eigenen Glykoproteine maskieren. Sie entgehen somit der Immunabwehr des
Wirtes (Colli, 1993). Auch die Zona pellucida der Eizelle ist umfangreich mit Sialinsduren
maskiert und entzieht sich so dem miitterlichen Immunsystem (Schauer, 1985). Andererseits
werden Sialinsduren von Parasiten und Viren als Zielstrukturen genutzt. Das
Oberflachenprotein Pf200 von Plasmodium falciparum erkennt beispielsweise spezifische
sialylierte Glykane des Glycophorins auf humanen Erythrozyten und bindet an diese, um dann
in die Erythrozyten einzudringen (Perkins und Rocco, 1988). Influenzaviren binden mittels
Hamagglutinin, einem sialinsdurespezifischen Lektin an Neu5Ac-Gal-Strukturen der
Wirtszellen (Suzuki et al., 2000). Die Spezifitat dieser Himagglutinine, z. B. fiir «2-3 oder a2-6
verkniipfte Sialinsduren, ist abhangig vom Virusstamm und bestimmt im Zusammenhang mit
dem Vorhandensein der genannten Epitope beim Wirt die Pathogenitat des Virusstamms. Der
Vogelgrippe auslosende Stamm H5N1 ist fiir Menschen nur schwach pathogen, weil die
oberen Luftwege eine a2-6-Sialylierung aufweisen und nur die unteren Luftwege eine fiir das
H5N1 erkennbare a2-3-Sialylierung besitzen, die nur bei hohen Infektionsdosen erreicht

werden (Varki und Varki, 2007; Chandrasekaran et al., 2008).

1.6  Stabilitat und Léslichkeit von glykosylierten Serumproteinen
Eine weitere wichtige Funktion der Glykosylierung ist die Erhéhung der Loslichkeit und der
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Stabilitat der Proteine. Deglykosylierter Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF)
und Fibrinogen bilden unldsliche biologisch inaktive Aggregate (Langer et al., 1988; Oh-eda et
al., 1990). Durch die Glykosylierung konnen zudem Proteaseschnittstellen abgeschirmt
werden, was die Proteinstabilitit erhoht (Wittwer und Howard, 1990; Cantell et al., 1992).
Proteine mit sialylierten Glykanen haben zudem eine erhéhte Serumlebensdauer im Vergleich
zu Proteinen mit nicht sialylierten Zuckerseitenketten. Wenn die Glykane in Gal enden,
werden sie von in den Hepatozyten der Leber lokalisierten Asialoglykoproteinrezeptoren
gebunden und abgebaut, was zu einer stark verkiirzten Lebensdauer im Blutstrom fithrt
(Ashwell und Harford, 1982). So wird desialyliertes Erythropoietin (EPO) schon nach wenigen
Minuten in der Leber absorbiert und abgebaut (Fukuda et al., 1989; Spivak und Hogans, 1989).
Vollstandig sialylierte Glykoproteine werden dagegen vom Asialoglykoproteinrezeptor nicht
erkannt und verbleiben im Blutstrom. Dennoch werden sialylierte Serumproteine durch
unspezifische Sialidasen mit zunehmender Zirkulationszeit desialyliert, wodurch Galaktose
und Galaktosamin fir den Asialoglykoproteinrezeptor zuginglich werden und die
desialylierten Proteine aus dem Blutstrom entfernt werden (Weiss und Ashwell, 1989). Das
betrifft nicht nur freie Serumproteine, sondern auch ganze Erythrozyten, deren
Oberflichenproteine unmittelbar nach der Reife sialyliert sind und die mit zunehmenden Alter

desialyliert werden.

1.7  Biotechnologische Bedeutung und Manipulation der Glykosylierung und
Sialylierung

Therapeutisch und diagnostisch wichtige Biopharmazeutika, wie Antikérper, Hormone,
Wachstumsfaktoren, Impfstoffe und andere rekombinante Proteine werden zunehmend
wichtiger fir Pharmaindustrie und hatten 2009 einen Marktwert von annidhernd 100
Milliarden Dollar (Walsh, 2010). Anndhernd 50 % aller eukaryontischen Proteine sind
glykosyliert (Apweiler et al., 1999). Daraus folgt, dass auch ein Grof3teil der fiir therapeutische
Zwecke zugelassenen rekombinanten Proteine glykosyliert ist. So betrug 2009 der Anteil der
Glykoproteine an allen zugelassenen biopharmazeutischen Produkten 40 % (Walsh, 2010). Da
die Glykosylierungsmuster abhangig von der taxonomischen Zugehorigkeit eines Organismus
sind, werden diese hauptsichlich in Sadugetierzelllinien hergestellt, um eine weitgehende
Ahnlichkeit zu humanen Glykosylierungsmustern zu garantieren. Gleichwohl gibt es erste
Bestrebungen, Glykoproteine mit humanisierter Glykosylierung in Hefen und
Pflanzenzelllinien zu produzieren, bei denen die eigene Glykosylierungsmachinerie vollstindig
ausgeschaltet und durch entsprechende humanspezifische Enzyme ersetzt wurde (Bakker et

al., 2006; Hamilton und Gerngross, 2007; Schihs et al., 2007; Jacobs and Callewaert, 2009). Dies



1 Einleitung

ist sehr wichtig da die Glykanzusammensetzung die biologische Funktion und damit die
Wirksamkeit des Therapeutikums beeinflusst. Weil die Glykosylierung eine posttranslationale
Proteinmodifikation ist, und damit auch stark von physiologischen Parametern wie Zellalter,
pH-Wert, Sauerstoffpartialdruck, Ammoniumgehalt und Temperatur abhingt (Goochee and
Monica, 1990; Borys et al., 1993; Yang and Butler, 2000; Restelli et al., 2006; Gawlitzek et al.,
2009), ist das Erreichen einer fiir ein therapeutisches Produkt essenziellen, gleichbleibenden,
moglichst kompletten Glykosylierung und Sialylierung ein grof3es Problem. Bedingt durch die
Kulturbedingungen und durch aus abgestorbenen Zellen freigesetzte Sialidasen ist die
Sialylierung oftmals nicht vollstindig (Munzert et al., 1997), was sich entweder negativ auf die
Serumhalbwertszeit auswirkt oder hohe Nachfolgekosten fiir die Aufreinigung der vollstandig
sialylierten Proteinfraktion zur Folge hat. Neben der Optimierung der oben genannten
Zellkulturbedingungen wird in zunehmendem Mafle versucht die natiirlich vorkommende
Glykosylierung durch chemische, biochemische und molekularbiologische Methoden zu
modifizieren, um eine hoéhere und stabilere Glykosylierung zu erreichen oder die
Eigenschaften der Glykoproteine zu veridndern. Ein Beispiel fur dieses ,Glykodesign® oder
»Glykoengineering® ist unter anderem die in vitro Glykosylierung von Proteinen, die nach der
Proteinbiosynthese chemisch oder enzymatisch erfolgen kann. Hierbei konnen die Glykane
z. B. mithilfe der p-1,4-Galaktosyltransferase und der «-2,3-Sialyltransferase in Anwesenheit
der Nukleotidzucker UDP-Gal und CMP-Neu5Ac terminal galaktosyliert und sialyliert werden,
um so die Halbwertszeit zu erhohen. Dies ist jedoch sehr kostenintensiv (Raju et al., 2001).
Polysialinsaure kann unter Verwendung von Natriumcyanoborhydrid in einer reduktiven
Aminierung an Proteine gebunden werden (Egrie et al,, 2003; Elliott et al.,, 2003) und deren
Serumhalbwertszeit verlingern (Fernandes und Gregoriadis, 1996; Fernandes und Gregoriadis,
1997; Gregoriadis et al., 2000). Eine weitere Methode besteht in der Einfithrung zusatzlicher
Glykosylierungsstellen in die Proteinsequenz durch Mutagenese der zugehorigen DNA-
Sequenz, welche ebenfalls zu einer héheren Glykosylierung und damit Sialylierung fithrt.
Dabei werden N-Glykosylierungsstellen vom Typ Asn-X-Thr eingefiigt, deren
Glykosylierungseffizienz gegeniiber dem Typ Asn-X-Ser deutlich erhoht ist (Kasturi et al.,
1997). Weiterhin muss beachtet werden, dass die neue Glykosylierungsstelle nicht in einer
aktiven Proteindoméne liegt oder die Faltung des Proteins stort. Erfolgreich wurde diese
Methode z. B. beim kommerziellen Darbepoitin a, welches gegeniiber natiirlichem EPO eine
dreifach erhohte Verweildauer im Serum hat und zwei zusitzliche Glykosylierungsmotive
vom Typ Asn-X-Thr aufweist, umgesetzt (Elliott et al., 2003; Egrie et al., 2003). Bei dem

normalerweise nicht glykosylierten Interferon a konnte durch Einfithrung von vier
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Glykosylierungsstellen die Halbwertszeit 25-fach erhoht werden (Ceaglio et al., 2008; Ceaglio
et al, 2010). Andere Ansitze verfolgen die Modifizierung der Glykosylierungsmaschinerie
durch Verstirkung oder Unterdriickung der Expression der beteiligten Enzyme
beziehungsweise Mutagenese dieser Enzyme. Durch Deletion des Fukosyltranferasegens in
CHO-Zellen koénnen defukosylierte rekombinante Antikorper, die eine um 50- bis 100-fach
erhohte Antikorper-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt aufweisen, erzeugt werden
(Shinkawa et al, 2003; Yamane-Ohnuki et al, 2004). Um die Sialylierung von
Glykoproteintherapeutika wihrend der Produktion zu erhdhen, konnen Enzyme der
Sialinsdurebiosynthese in CHO-Zellen iiberexprimiert (Son et al., 2011) oder die Zellen mit
dem Sialinsdurevorldufer ManNAc supplementiert werden (Hinderlich et al., 2001; Tanner,
2005). Dies fithrt zu einer Erhéhung der intrazellularen Sialinsdurekonzentration und zur
Steigerung der Sialylierungsrate. Die spatere Verringerung der Sialylierungsrate wahrend der

Produktion und im Blutstrom kann hierdurch jedoch nicht verhindert werden.

1.8  Modifizierung der Glykane durch nichtnatiirliche Sialinsaurevorlaufer

Nicht nur ManNAc kann zu Neu5Ac umgesetzt werden, sondern auch andere in der Natur
nicht vorkommende N-Acylmannosamine koénnen zu den entsprechenden N-
Acylneuraminsduren verstoffwechselt werden. Das konnte zunichst in einem zellfreien
System, dem radioaktiv markiertes ManNProp zugesetzt wurde, nachgewiesen werden
(Griinholz et al., 1981). Ratten, die mit radioaktiv markiertem ManNProp behandelt werden,
zeigen schon nach wenigen Stunden eine Integration der dazugehérigen N-
Acetylpropanoylneuraminsdure in den Glykanen der Serum- und Membranproteine (Kayser et
al., 1992). Auler N-Propanoylmannosamin kénnen aber auch N-Butanoyl-, N-Pentanoyl-,
Hexanoyl-, Crotonoyl-, Levinoyl- und Azidoacetylmannosamin metabolisiert werden (Keppler

et al., 2001).

10
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Abbildung 5: Verschiedene N-Acylmannosamine: A) N-Acetylmannosamin, der
physiologische Prakursor der Sialinsauren, und die in dieser Arbeit verwendeten
Derivate B) N-Propanoylmannosamin, C) N-Pentanoylmannosamin und D) N-
Heptanoylmannosamin

In Abb. 5 sind neben dem physiologischen Vorlaufermolekill ManNAc die in dieser Arbeit
verwendeten Derivate ManNProp, ManNPent und ManNHept dargestellt. Sie werden analog
zu ManNAc aufgrund der nur gering spezifischen ManNAc-Kinase und den folgenden
Enzymen der Sialinsdurebiosynthese in die entsprechenden neuartigen, nicht-nativen
Sialinsduren umgesetzt (siehe Abb. 4), welche dann je nach Zelltyp und verwendetem N-
Acylmannosamin bis zu 85 % der in den Glykanen inkorporierten Sialinsduren ausmachen
(Keppler et al., 2001). Aminozucker wie ManNAc und seine Derivate passieren normalerweise
nicht die Zellmembran und werden erst durch Zugabe in millimolarer Gréenordnung von
den Zellen aufgenommen, wobei angenommen wird, dass unter diesen Bedingungen die
Aufnahme der Aminozucker in Abhéngigkeit der Hydrophobizitit entweder durch Endozytose
oder passive Diffusion stattfindet (Collins et al., 2000; Bardor et al., 2005).

1.9  Erythropoietin

Erythropoietin (EPO), dessen Name sich vom altgriechischen épuBpdg erythros ,rot* und
motelv poiein ,machen® ableitet, ist ein Glykoproteinhormon aus der Klasse der Zytokine. Es
stimuliert das Wachstum der Erythroblasten im Knochenmark. 1863 beschrieb der
franzosische Arzt Denis Jourdanet zum ersten Mal den Zusammenhang zwischen dem
niedrigen Sauerstoffpartialdruck in grofler Hohe und der erhdhten Anzahl roter
Blutkérperchen im Blut von Menschen, die in Hochgebirgsregionen leben. Friedrich Miescher
beschrieb 1893 die Bildung der Erythrozyten als Folge einer Sauerstoffunterversorgung des
Knochenmarks. 1906 stellten die Franzosen Paul Carnot und Catherine Deflandre anhand von
Transfusionsversuchen, bei denen durch Aderlass andmisch gemachten Kaninchen Serum

entnommen und gesunden Tieren injiziert wurde, die Hypothese auf, dass ein humoraler
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Faktor an der Blutbildung beteiligt ist. Sie beobachteten einen Anstieg der
Erythrozytenkonzentration. Diese Experimente konnten jedoch lange nicht genau genug
reproduziert werden. Erst 1953 konnte die Existenz von EPO durch Allan Jacob Erslev wirklich
bewiesen werden (Erslev, 1953). Da die Konzentration mit nur etwa 50 ng/L Blutplasma sehr
gering ist, dauerte es noch bis 1977, bis das Protein erstmals im Milligramm Maf}stab von
Eugene Goldwasser und seinen Mitarbeitern aus 2550 L Urin andmischer Patienten isoliert
werden konnte (Miyake et al., 1977). 1985 wurde schlie8lich das EPO-Gen isoliert und in CHO-
Zellen exprimiert (Jacobs et al., 1985; Lin et al., 1985).

1.10 Vorkommen und biologische Funktion von EPO

EPO wird im embryonalen Organismus hauptsichlich in der Leber, im erwachsenen Menschen
jedoch zu 85 bis 90 % in der Niere durch peritubulédre Fibroblasten gebildet (Bachmann et al.,
1993). Der Rest wird zum grofiten Teil in den Hepatozyten der Leber produziert, aber es
konnten auch andere Syntheseorte nachgewiesen werden, wie Lunge, Milz, Knochenmark,
Hoden, Gebdarmutter, Haarfollikel und Gehirn (Tan et al., 1992; Fandrey und Bunn, 1993; Marti
et al,, 1996). Das 34 kDa schwere und aus 165 Aminosédureresten bestehende Protein besitzt
eine O-glykosidisch (Ser 126) und drei N-glykosidisch (Asn 24, 38 und 83) gebundene
Zuckerseitenketten, welche anndhernd 40 % der Proteinmasse ausmachen. Es liegen je eine
Disulfidbriicke zwischen Cys 7 und Cys 161 sowie zwischen Cys 29 und Cys 33 vor. EPO
entsteht bei der Biosynthese aus einem 193 Aminosédurereste umfassenden Prohormon, bei
dem ein aus 27 Aminosdureresten bestehendes N-terminales Signalpeptid vor der Sekretion
abgespalten wird. Die grundlegende Funktion von EPO besteht in der Stimulation des
Wachstums der Erythroblasten vom Typ BFU-E und CFU-E (Iscove und Sieber, 1975; Gregory,
1976; Gregory and Eaves, 1977). Der wachstumsfordernde Effekt auf diese Zelltypen kommt
durch die Hemmung derer Apoptose zustande (Koury und Bondurant, 1990; De Maria et al.,
1999). Die vielfiltigen Signaltransduktionskaskaden, die durch EPO ausgelost werden kénnen
beginnen mit der Bindung von EPO an seinen EPO-R genannten membranstandigen Rezeptor,
der von D’Andrea et al. charakterisiert wurde (D’Andrea et al., 1989). Dieser dimerisiert unter
der Bindung von EPO und aktiviert iber eine Transphosphorylierung die an der
cytoplasmatischen Seite am Rezeptor gebundene Januskinase-2 (Witthuhn et al, 1993). Im
weiteren Verlauf werden die endstdndigen Tyrosinreste des EPO-R phosphoryliert, was zur
Bindung des Signaltransduktionsproteins STAT5 fithrt (Constantinescu et al., 1999). Es
dimerisiert und bindet an zytokinresposive Promotorelemente z. B. des Bcl-X-Gens, welches

den antiapoptotischen Faktor Bcl-X; in den erythrogenen Zellen kodiert (Socolovsky et al.,
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1999). Aufler dem JAK2/STAT-Signalweg konnen durch EPO/EPO-R auch der MAP-Kinase-,
Proteinkinase C- sowie der PI-3K/Akt-Signalweg aktiviert werden (Klingmiiller, 1997), wobei
Letzterer bei der Hemmung der Apoptose eine Rolle spielt. EPO ist jedoch nicht nur an der
Héamatopoese beteiligt, sondern steuert eine Vielzahl anderer Prozesse, die erst in jlingerer
Zeit entdeckt wurden. So findet sich der EPO-Rezeptor im Herzmuskelgewebe und hat dort
einen kardioprotektiven Effekt bei Mangeldurchblutung, welcher durch Hemmung der
Apoptose tiber den 3K/Akt-Signalweg zustande kommt (Tramontano et al., 2003). Aulerdem
wird die Expression des entziindungshemmenden Interleukins 10 hoch reguliert, wihrend die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6 und IL 1-B iiber den JAK/STAT-Weg herunter
reguliert werden (Li et al., 2006). EPO aktiviert hier auch ERK 1/2 sowie PKC-¢, was im
Tiermodell die Ausdehnung eines Herzinfarkt verringert (Miki et al., 2007; Hanlon et al., 2005).
Weiterhin wird die Expression vom Hitzeschockprotein HSP 70 verstdrkt und die von NF-xB
gehemmt, was ebenfalls die Auswirkungen eines Herzinfarkts verringert (Xu et al., 2005). Im
Zentralnervensystem wird EPO-R in Neuronen und EPO in den Astrozyten exprimiert, was
einem parakrinen System gleichkommt (Masuda et al., 1993; Masuda et al., 1994; Lombardero
et al., 2011). Auch hier hat EPO eine zellschiitzende Funktion durch Hemmung der Apoptose
tiber den PI3K/Akt-Signalweg (Ruscher et al., 2002). Im Rattenmodell des Hirninfarkts steigt
nach Zugabe von EPO die Konzentration des neurotrophen Faktors BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) und des Endothel stimulierenden VEGF (vascular endothelial growth
factor) (Wang et al, 2004). Weiterhin wirkt EPO wachstumsfordernd auf
Endothelvorlduferzellen und stimuliert die Angiogenese (Carlini et al., 1995; Heeschen et al.,
2003; Bahlmann et al, 2004). EPO-R wurde auf glatten Muskelzellen des Vaskularsystems
gefunden (Ammarguellat et al., 1996; Akimoto et al., 2000). EPO ist hier an Regulation des
cytosolischen Ca*" Spiegels beteiligt, bewirkt die Aktivierung von Phospholipase C und 16st
Muskelkontraktionen aus (Neusser et al., 1993; Gogusev et al., 1994; Morakkabati et al., 1996).
Die Expression von EPO selbst hiangt vom Sauerstoffpartialdruck im Gewebe ab. Das Gen wird
tiber einen HIF-1 (Hypoxie induzierter Faktor) genannten Transkriptionsfaktor reguliert, der
bei niedriger Sauerstoffsattigung an die Promotorregion des EPO-Gens bindet und dessen
Transkription zuldsst (Wang und Semenza, 1993). Er besteht aus 2 Untereinheiten HIF-1a und
HIF-18. HIF-laa wird unter normalem Sauerstoffpartialdruck vom Enzym HIF-
Prolylhydroxylase an zwei Prolylresten hydroxyliert, anschliefend ubiquitiniert und im
Proteasom abgebaut. Unter Sauerstoffmangel findet die Hydroxylierung, die vom Cosubstrat
Sauerstoff abhéngt, nicht statt, so dass HIF-1a an HIF-1p binden kann. Erst jetzt kann der HIF-

1 Komplex an den Promotor des EPO-Gens binden und dieses aktivieren (Maxwell et al., 1999;
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Semenza, 2004). Die am EPO gebundenen Glykane sind fiir seine Funktion in vivo essenziell.
Desialyliertes oder deglykosyliertes EPO zeigt zwar in Versuchen mit Knochenmarkzellen
biologische Aktivitat (Dordal et al., 1985), wird aber in vivo innerhalb kiirzester Zeit aus dem
Blutstrom entfernt (Fukuda et al., 1989) und hat daher keinen hdmatopoetischen Effekt. Dabei
wird desialyliertes EPO, wie auch andere desialylierte Glykoproteine, durch die
Asialoglykoproteinrezeptoren der Hepatozyten erkannt, internalisiert und abgebaut (Weiss
und Ashwell, 1989). Aber auch EPO-R ist an der Internalisation von EPO beteiligt (Sawyer et
al., 1987), wobei dies unabhingig von der Aktivierung des nachfolgenden JAK2/STAT-
Signaltransduktionsweges bzw. der Tyrosinphosphorylierung des EPO-R geschieht (Beckman
et al, 1999). Paradoxerweise ist die Affinitit von EPO zum EPO-Rezeptor in der
deglykosylierten Form am hochsten und nimmt mit zunehmender Anzahl sialylierter Glykane
stark ab. Aufgrund der hoheren Halbwertszeiten der sialylierten EPO-Spezies wird die
notwendige minimale effektive Konzentration, die bei sialyliertem EPO zwar hoher ist, viel
spater unterschritten, wodurch iiber einen ldngeren Zeitraum betrachtet, die relative
Konzentration des sialylierten EPOs die des desialylierten bei Weitem tiiberschreitet. Die
langere Exposition der EPO-R tragenden Zellen zum sialyliertem EPO resultiert daher in eine

hohere Aktivitat in vivo (Elliott et al., 2004).

1.11 EPO als therapeutisches Glykoprotein

Schon lange bevor EPO direkt isoliert werden konnte, erkannte Erslev das Potential von EPO
fir die Therapie chronischer Andmien (Erslev, 1953). Aber erst 34 Jahre spéiter, nachdem die
Moglichkeit gegeben war, rekombinantes EPO herzustellen, konnte es erstmals fiir die
Therapie renaler Andmien im Endstadium eingesetzt werden (Winearls et al., 1986; Eschbach
et al, 1987). Seitdem gehort rekombinantes EPO zu den wirtschaftlich wichtigsten fiir
therapeutische Zwecke verwendeten Glykoproteinen. Im Jahr 2009 wurden auf EPO
basierende Produkte im Wert von 9,5 Milliarden Dollar verkauft (Walsh, 2010). RhEPO hat die
gleiche Aminosdurensequenz wie humanes EPO, aber bedingt durch die Herstellung in
unterschiedlichen  Sdugerzelllinien, ein in der Mikroheterogenitit abweichendes
Glykosylierungs- und Sialylierungsmuster. Die Zirkulationshalbwertszeiten von rhEPO sind
mit 6-8 h sehr kurz, wodurch die intravendse Therapie chronisch kranker Patienten aufgrund
kurzer Behandlungsintervalle und der hohen Produktionskosten unzumutbar ist. Daher wurde
schon bald nach Moglichkeiten gesucht, die Serumhalbwertszeiten durch gezielte
Verinderungen im EPO zu verlidngern. Im Jahr 2000 wurde Darbepoetin o entwickelt, welches

zwei zusitzliche Glykosylierungsstellen durch Einfithrung zweier As-X-Thr Motive enthalt
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(Egrie und Browne, 2001). Dadurch steigt sowohl der Anteil der Sialinsduren als auch das
Molekiilgewicht, wodurch sich eine im Vergleich zu rhEPO drei- bis vierfach erhohte
Halbwertszeit ergibt. Trotz der geringeren Affinitdt zum EPO-R ist die biologische Aktivitit
grofler als beim rhEPO, was sich auf den oben genannten Zusammenhang zwischen minimaler

effektiver Konzentration und Halbwertszeit zuruckfithren lasst.
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2 Zielstellung

Sialinsduren sind ein wesentlicher Bestandteil der Glykane in den Glykoproteinen von
Saugern und spielen fiir deren Funktion und Serumhalbwertszeit eine grofle Rolle.
Therapeutische Glykoproteine sind im Blutstrom und im Herstellungsprozess Sialidasen
ausgesetzt, die zur Desialylierung fithren. Desialylierte Glykoproteine haben fiir
therapeutische Zwecke nur einen geringen Wert, da sie von Asialoglykoproteinrezeptoren der
Leber gebunden werden und schnell degradiert werden. Eine hohe und stabile Sialylierung ist
daher von herausragender Bedeutung fir die Halblebenszeit von therapeutischen
Glykoproteinen. Eine Mdglichkeit, eine stabilere Sialylierung zu erreichen, besteht in der
Verwendung von chemisch modifizierten Sialinsdurevorstufen, die unspezifisch von der
ManNAc-Kinase als Substrat genutzt und in entsprechenden modifizierten Neuraminsauren
umgesetzt werden. Die Abspaltung derartiger Sialinsduren durch Sialidasen konnte aufgrund
der sterischen Anderungen verzogert sein und damit ausgestattete Glykoproteine eine
verlangerte Halbwertszeit haben. Fir EPO liegen trotz seiner groflen Bedeutung als
therapeutisches Glykoprotein keine Untersuchungen dieser Art vor. Daher sollte in dieser
Arbeit die Sialylierung von rekombinant in CHO-Zellen exprimierten EPO durch die Zugabe
der modifizierten Sialinsdurevorstufen ManNProp, ManNPent und ManNHept zum
Zellkulturmedium verdndert werden. Die Integration der resultierenden Neuraminsduren
Neu5Prop, Neu5Pent und Neu5Hept sollte durch eine Analyse mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie iiberpriift werden. Die Resistenz gegeniiber Desialylierung sollte in
einem Sialidaseassay untersucht werden, wobei der Grad der Desialylierung durch eine

isoelektrische Fokussierung mit anschliefender 2D-Gelelektrophorese bestimmt werden sollte.
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3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien wurden, soweit nicht anders erwdhnt, von Merck (Darmstadt), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Gibco (Detroit, USA), Serva (Heidelberg) und Sigma (Miinchen)
bezogen. Sterile Verbrauchsmaterialien fiir den Einmalgebrauch in der Zellkultur wurden von
den Firmen Falcon (Heidelberg), Greiner (Frickenhausen), Invitrogen (Carlsbad, USA) und
Nunc (Wiesbaden) bezogen.

3.2  Verwendete Organismen

3.2.1  Escherichia coli

Fiir Klonierungsversuche wurde der E. coli Stamm TOP 10 (Invitrogen, Carlsbad, USA) vom
Genotyp F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (StrR) end A1 nupG verwendet.

3.22 CHO-S-Zellen

Fir Expressionsexperimente mit EPO wurde die Saugerzellinie CHO-S von Invitrogen
(Carlsbad, USA) verwendet. Dabei handelt es sich um eine immortalisierte Zelllinie, die
uspriinglich aus dem Ovar des Chinesischen Hamsters Cricetulus griseus gewonnen wurde und
sich aufgrund des schnellen Wachstums besonders gut fiir Expressionsversuche eignet. Die
CHO-S-Zelllinie zeichnet sich dadurch aus, dass ihre Zellen im serumfreien Zellkulturmedium
nicht adhdrent wachsen und bei Serumzusatz adhirent werden. Ersteres Wachstumsverhalten

ist ideal fiir die Proteinexpression, letzteres fiir die Transfektion mit Lipofektamin.

3.3  Oligonukleotide und Plasmide

3.3.1 Oligonukleotide (Primer)
Oligonukleotide fiir diverse Polylmerasekettenreaktionen wurden von MWG Biotech

(Ebersberg) bezogen. Folgende Primer wurden verwendet:

Tabelle 2: Primer fiir die Polymerasekettenreaktion

Primer Sequenz
Epo Entry forward |5'AGCGGCTCTTCAATGGGGGTGCACGAATGTCCTG3'
Epo Entry reverse 5'AGCGGCTCTTCTCCCTCTGTCCCCTGTCCTGCAG3'
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3.3.2 Plasmide

Fir Transfektionsexperimente wurde der eukaryontische Vektor pL748-pKex-EPO (Abb. 6),
der freundlicherweise von der AG Horstkorte zur Verfiigung gestellt wurde, verwendet. Er
enthilt die cDNA des humanen Erythropoetins unter der Kontrolle eines CMV-Promotors
sowie einer Hygromyzinresistenz. Um EPO mit einem C-terminalen Streptag zu versehen,
wurde die EPO-cDNA dieses Vektors mittels PCR amplifiziert und durch 2
Rekombinationsereignisse tiber den Zwischenvektor pENTRY51 in den Vektor pESG-IBA3
(Abb. 7) kloniert, welcher Teil des StarGate Kits der IBA GmbH (Goéttingen) ist. Letzterer

enthélt neben einem CMV-Promotor, eine Streptagll-Sequenz und eine Gentamycinresistenz.
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Abbildung 6: Karte des Expressionsvektors pL748-pKEX-EPO
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Sac |

TACGETGGEAGGTCTATATAAGCAGAGC TCTCTGGCTAAC TAGAGAACCCACT GCTTACTGGCT TATCGAART TAATACGACTCACTATA

|Xbﬁ [
GGETCTAGACCCACARTG  — GOl —
M
- — POl —
1
gl

PESG-for primer US13 /

Bst BI

Hin dill Mot |

|
GGEAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGT TCGARAAAT ARGGGAG CCACCCGCAAGC TTGC GG

Strep-tag

CGCAGATCTAGC TTARGTT TAARCCGCT GATCAGCCTCGACTGT GCCTTCTA

' pESG-rev primer U512

Abbildung 7: Vektorkarte des Expressionsvektors pESG-IBA3: A) Ubersicht B)
Expressionskassette ( Abb. nach pESG-IBA3 Datenblatt, IBA GmbH, Gottingen)

3.4  Antikorper und Enzyme
3.4.1 Antikorper

Tabelle 3: Verwendete Antikorper

Antikorper

Verdiinnung

Hersteller

Anti-EPO B4 Maus
monoklonal 200 pg/ml

1:1000

Santa Cruz Biotechnologies
(Santa Cruz, USA)

Anti-EPO H-162 Kaninchen

1:1 fiir Immunprazipitation

Santa Cruz Biotechnologies

polyklonal 200 pg/ml (Santa Cruz, USA)
Ratte-anti-Maus 1:5000 Dianova (Hamburg)
Peroxidasekonjugat 800 pg/ml

Ziege-anti-Kaninchen 1:5000 Dianova (Hamburg)

Peroxidasekonjugat 400 p/ml
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3.42 Enzyme

Fir den Sialidaseassay wurde Sialidase A (Neuraminidase) aus Clostridium perfringens
verwendet, die von Roche (Mannheim) bezogen wurde. Sie spaltet a2-3, a2-6 und o2-8
gebundene Sialinsiurereste aus Glykanen ab. Fur analytische Restriktionsverdaus wurden die

Restriktionsenzyme Hind IIT und Xba I von Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet.

3.5 Kits und Groflenmarker

Tabelle 4: Verwendete Kits

Kit Hersteller

Biolytes Bio-Rad (Miinchen)

Luminata Forte Western HRP Substrate Millipore (Billerica, USA)
Phusion High-Fidelity Master Mix (F531) Finnzymes (Vantaa, Finnland)
QIAprep Spin Miniprep-Kit (250) Qiagen (Hilden)

Qiaquick Gel Extraction Kit (250) Qiagen (Hilden)

StarGate Cloning Kit IBA GmbH (Géttingen)
Streptaktin-Sepharose IBA, (Gottingen)

Trypan Blue Stain 0,4 % Invitrogen (Carlsbad, USA)

Tabelle 5: Verwendete Groflenmarker

Marker Hersteller

Protein Page Ruler™ Prestained Protein Fermentas, (St. Leon-Rot)
Ladder ( 10-250 kDa)

GeneRuler™1kb Plus DNA Ladder Fermentas, (St. Leon-Rot)

3.6 Medien und Antibiotika

3.6.1 Antibiotika

Zur Sterilhaltung der empfindlichen Zellkulturen wurden Penicillin und Streptomycin
verwendet (Invitrogen, Carlsbad, USA). Zur Selektion wurden je nach Resistenzmarker
Ampizillin, Kanamyzin (Invitrogen, Carlsbad, USA), Hygromyzin und G418-Sulfat (PAA,

Pasching, Osterreich) eingesetzt.
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3.6.2 Medien fiir die Bakterienkultur

LB-Medium

10g  Trypton

5g Hefeextrakt

10g NaCl

auf 11 Aqua bidest. auffiillen und autoklavieren.

LB-Agar
enthélt zusétzlich 15 g Agar.

3.6.3 Medien fiir die Zellkultur
o-MEM-Medium
10 % v/v FCS (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)

100 U/ml Penizillin
0,1 mg/ml Streptomyzin
0,272 mg L-Glutamin

in 500 ml a-MEM (Gibco, Detroit, USA) geben.
CHO-SF-II-Medium
100 U/mL Penicillin

0,1 mg/mL Streptomycin
0,292 mg L-Glutamin
in 500 ml CHO-SF-II (Gibco, Detroit, USA) losen.

Transfektionsmedium
Fiir Transfektionen wurde Optimem (Invitrogen, Carsbad, USA) ohne Zusatz von Antibiotika
und Serum in Kombination mit Lipofetamin 2000 (Invitrogen, Carlsbad, USA) geméf3

Herstellerangaben verwendet.

3.7 Losungen, Gele und Membranen

Agarosegel zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

TAE-Puffer

0,04 M Tris/HCI, pH 8,5
0,1%v/v Eisessig

2 mM EDTA
Agarosegel

1 % w/v Agarose in TAE-Puffer aufkochen, 1pl Ethidiumbromid je 50 ml Gel.
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10x DNA-Ladepuffer

50 % v/v Glycerin

50 mM EDTA

0,05 % w/v Bromphenolblau
0,05 % w/v Xylencyanol

SDS-Polyacrylamidgel

Gelpuffer

Losung 1 fiir Trenngele
15M Tris pH 8,8
0,2 % wW/v SDS

Losung 2 fiir Sammelgele
0,5M Tris pH 6,8
0,2 % wW/v SDS

Tabelle 6: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

Trenngel 10 %

Sammelgel 4 %

5,6 ml Losung 1

9,4 ml Aqua bidest.
125 ul APS 10 % v/v
12,51 1 TEMED

5x reduzierender Proteinladepuffer

7,5 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

12,5 % w/v SDS

0,3 M Tris/HC], pH 6,8
50 % v/v Glycerin
25 % w/v DTT

0,015 % w/v Bromphenolblau

10x Proteinlaufpuffer

0,25 M Tris pH 8,8
1,92 M Glycin
1% w/v SDS (w/v)

1,6 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
3 ml Losung 2

7,4 ml Aqua bidest.

48 ul APS 10 %

12 1 TEMED
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Coomassieblau Farbelosung
5% W/V Alz(SO4)3 x 18 Hzo
0,02 % w/v Coomassie Brilliantblau G 250

10 % v/v Ethanol (96 %)
2% V/V H3PO4 (85 %)

Die Reihenfolge des Auflésens der Komponenten ist hier essenziell. Zuerst wird das
Aluminiumsulfat in Aqua bidest. gelost, dann Coomassieblau und Ethanol hinzugeben. Die
Phosphorsdure wird erst nach vollstindiger Losung der anderen Komponenten hinzugegeben
und bewirkt eine Fallung des Coomassies in Form kolloidaler Partikel. Die Losung ist in einer

dunklen Flasche fiir mehrere Monate haltbar. Vor Gebrauch muss die Losung kurz geschiittelt

werden.

Entfarbel6sung

10 % v/v Ethanol (96 %)

2% vlv H,;PO, (85 %)

Puffer fiir die 2D-Gelelektrophorese
Rehydrationspuffer

8,45 M Harnstoff

2% w/v CHAPS

57,5 mM Dithiothreitol

0,2 % w/v Biolytes Bio-Rad (Miinchen)

0,001 % w/v  Bromphenolblau

Tabelle 7

Equilibrierungspuffer I Equilibrierungspuffer II

6 M Harnstoff 6 M Harnstoff

2% w/v SDS 2% w/v SDS

0,375 M Tris/HCI, pH 8,8 0,375 M Tris/HCI, pH 8,8
20 % v/v Glycerin 20 % v/v Glycerin

130 mM Dithiothreitol 135 mM Jodoacetamid

Einbettungsgel fiir IPG-Streifen
0,5 % Agarose in 1x Proteinlaufpuffer
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Transferpuffer fiir Westernblots

150 mM Glycin

20 mM Tris/HCI, pH 8,3
10 % v/v Ethanol (96 %)
10x TBS-Puffer

0,5 M TRIS/HCI pH 7,5
1,5 mM NacCl
TBS-Tween

1x TBS-Puffer mit 0,1 % v/v Tween 20 versetzen.

Blockierungslésung
5 % w/v Milchpulver (Roth, Karlsruhe) in TBS-Tween losen.

Puffer fiir Streptaktin-Affinitatschromatografie

Puffer W

100 mM Tris/HCI pH 8.0

150 mM NaCl

1 mM EDTA

Puffer E

Puffer W mit 2,5 mM Desthiobiotin.
Puffer R

1M Tris-Cl pH 8.0

1,5M NaCl

10 mM EDTA

10 mM HABA (Hydroxy-azophenyl-benzoesiure)
PBS-Puffer zum Waschen von Zellen
137 mM NaCl

3 mM KCl

8,5 mM Na,HPO,

1,5 mM KH,PO,

PBS-EDTA zum Abloésen schwach adharenter Zellen
1,34 mM EDTA in PBS-Puffer

Tabelle 8: Verwendete Membranen und Fertiggele

Artikel Hersteller

Nitrocellulose Transfer Membran Whatman (Dassel)
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Whatmanpapier

Whatman (Dassel)

IPG-Strips, pH 3-6, 7 cm

3.8 Andere Chemikalien

EDTA (Sigma, Miinchen)

Bio-Rad (Miinchen)

Trypanblau (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Coomassie G 250 (Serva, Heidelberg)

Isopropanol (Merck, Darmstadt)

3.9 Gerate

Tabelle 9: Verwendete Gerate

Allgemeine Bezeichnung Geritebezeichnung Hersteller
Brutschrank fiir Bakterien B 6200 Heraeus Holding
Brutschrank fiir Zellen Heracell Heraeus
Feinwaage MC1 Satorius

Gelelektrophoresesystem

B1 Easycast Horizontal
Minigel

Thermo Fisher Scientific

Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf

Thermomixer UNIVERSAL Labortechnik
Imager Chem Doc XRS System, Bio-Rad

Molecular Imager Model
Isoelektrische Fokussierkammer |Protean IEF Cell Bio-Rad
Kiihlzentrifuge Biofuge Fresco Heraeus

Centrifuge 5415 R Eppendorf
Magnetriihrer FB 1500 Fisher Scientific
Mikroskop Axiovert 100 Zeiss

Telaval 31
Mikrowelle KOR-6305 Daewoo
PCR-Thermo-Cycler Mastercycler gradient Eppendorf

iQ5 icycler Bio-Rad
Pipetten Eppendorf Research Eppendorf

Eppendorf Reference
Powersupply Blue Power 500 Serva

PAC 300 Bio-Rad
Schiittelinkubator Innova 4300 New Brunswick Scientific
Spektralfotometer Nanodrop ND1000 Peqlab
Sterilbank Aura 2000 M.A.C. Bioairinstruments
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Tischzentrifuge Biofuge Pico Heraeus

Centrifuge 5412 C Eppendorf
Ultrazentrifuge ZK 300 Hermle
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Waage MXX-2001 Denver Instrument
Wasserbad GFL 1013 GFL

GFL 1083
Western-Blot-Kammer DCX-700 CBS Scientific
Zellzéhler Countess Invitrogen

3.10 Behandlung von Losungen und Geraten

Losungen und Gerdte wurden soweit nicht anders vermerkt durch Autoklavieren bei 121 °C
fir 20 Minuten sterilisiert. Nicht hitzestabile Gerite und Arbeitsflichen wurden mit 70-
prozentigem Ethanol desinfiziert. Hitzelabile Losungen wurden durch 0,2 pm-Filter steril

filtriert.

3.11 Arbeiten mit E. coli

3.11.1 Anzucht von E. coli

E. coli TOP 10 wurde in 5 ml LB-Medium aerob bei 175 Upm oder auf LB-Platten iiber Nacht
bei 37 °C angezogen. Die Flissigkulturen wurden mit einer Einzelkolonie einer LB-Platte
angeimpft. Fir die Selektion der Plasmide pL748-pKex-EPO, pENTRY-IBA51 und pESG-IBA3
wurden die Medien auf eine Endkonzentration von 100 ug/ml Ampilicin eingestellt. Fir die
Selektion des Zwischenvektors pPENTRY-IBA51 wurde Kanamyzin in einer Konzentration von
50 ug/ml eingesetzt. Zur lac-Selektion wurden LB-Platten mit 40 pg/ml X-Gal und dem

entprechenden Antibiotikum eingesetzt.

3.11.2 Konservierung von E.coli
LB-Platten und auch Flissigkulturen kénnen fiir mehrere Wochen bei 4 °C gelagert werden.
Fir die langerfristige Konservierung wurden Ubernachtkulturen mit 30 % v/v Glycerol

versetzt, in Flissigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

3.11.3 Transformation von E. coli mit Plasmiden

Fiir die Transformation durch Hitzeschock (Sambrook et al., 1989) mit den Plasmiden pESG-
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IBA3, pENTRY-IBAS51 und pL748-pKex-EPO wurden 50 pl Aliquote chemisch kompetenter E.
coli TOP10 Zellen verwendet, die auf Eis aufgetaut wurden. Nach dem Auftauen wurden die
Zellen mit 0,1-0,5 pg Plasmid-DNA gemischt und fiir 30 min auf Eis gestellt. Danach wurden
die Zellen fiir 30 bis 45 Sekunden im Heizblock oder Wasserbad bei 42 °C inkubiert. Nach
rascher Abkithlung auf Eis wurden die Bakterienzellen in 300 pl LB-Medium aufgenommen
und bei 37 °C fiir 1 h inkubiert. Danach wurden 50-200 pl des Ansatzes auf LB-Platten mit dem
zum Selektionsmarker passenden Antibiotikum ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Der Rest des Ansatzes kann fiir mehrere Wochen bei 4 °C gelagert werden und bei

Bedarf nochmals ausplattiert werden.

3.12 Arbeiten mit Saugerzellen

Fir EPO, das als glykosyliertes Protein im Sduger zudem sialyliert ist, ist eine Sdugerzellliene
zwingend erforderlich. Fiir die rekombinante Expression von Proteinen im gréferen Maf3stab
eignen sich besonders CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary), da sie schnell wachsen und
robust sind. Die daraus abgeleitete CHO-S-Zelllinie zeichnet sich zudem dadurch aus, dass sie
in serumfreien Medien als Suspension gehalten werden kann, wodurch héhere Zelldichten
und damit auch hohere Proteinausbeuten erreicht werden kénnen. Samtliche Arbeiten an
Saugerzellen wurden an der Zellkulturwerkbank unter steriler Atmosphére durchgefiihrt. Die
Inkubation erfolgte im Zellkulturbrutschrank bei 37 °C und unter 5% CO,-Spannung. Alle

Zentrifugationsschritte erfolgten bei 1100 rpm fiir 3 min.

3.12.1 Kultivierung von CHO-S-Zellen

CHO-S-Zellen wuchsen in serumhaltigen Medien wie a-MEM-FCS in unbeschichteten
Zellkulturflaschen adhérent als Monolayer und wurden je nach Zelldichte alle 3-4 Tage
umgesetzt. Um die leicht adhirenten Zellen abzulésen, wurde das alte Kulturmedium
abgesaugt und die Zellkultur mit PBS-EDTA diinn iberschichtet. Nach 10-miniitiger
Inkubation bei 37 °C konnten die Zellen durch Schiitteln der Flasche abgelost werden. Um den
Komplexbildner EDTA zu entfernen, wurden die CHO-S-Zellen abzentrifugiert und das
Zellpellet anschlieflend in PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen
1:5 bis 1:10 in Medium verdiinnt und ausplattiert. Fiir die Expression von EPO wurden die
Zellen in dem serumfreien Medium CHO-S-SFII kultiviert, da sich das Serum storend bei der
nachfolgenden Anreicherung von EPO auswirkt. In diesem Medium wachsen die CHO-S-
Zellen als Suspension, so dass die Schritte zur Ablosung der Zellen und Eliminierung des

EDTA nicht notwendig sind.
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3.12.2 Konservierung der CHO-S-Zellen

Zur Konservierung aus Sicherheitsgriinden wurden in gewissen Zeitabstinden die CHO-S-
Zellen konserviert. Dazu wurden die gewaschenen und pelletierten Zellen in FCS mit 10 %
DMSO (Dimethylsulfoxid) aufgenommen und zu 1 ml in Einfrierréhrchen zur kontrollierten
Abkiihlung in einem Isopropanolbad bei -80 °C langsam eingefroren. Nach Abkiithlung auf
-80 °C im Tiefkiithlschrank wurden die Zellen fiir die langerfristige Aufbewahrung entweder in
fliissigem Stickstoff oder in einem speziellen Tiefkiihlschrank bei -150 °C gelagert. Um die
Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie schnell aufgetaut und zur Entfernung des
unter physiologischer Temperatur toxischen DMSO in 50 ml Medium aufgenommen und
abzentrifugiert. Anschlieend wurde das Zellpellet in serumhaltiges Medium aufgenommen
und fiir mindestens drei Tage ohne Selektionsdruck rekultiviert. Da CHO-S-Zellen mit Serum
adhdrent wachsen, koénnen die nach dem Auftauen in groéflerer Zahl vorhandenen
abgestorbenen Zellen bereits nach einem Tag durch Spiilen der Zellkulturflaschen mit PBS

entfernt werden.

3.12.3 Zellzahlung

Die Zellen wurden mithilfe eines automatischen Zellzdhlers (Invitrogen, Carlsbad, USA)
gezahlt. Dazu wurden 10 pl der Zellkultur oder in PBS suspendierte Zellen mit10 pl 0,4 %
Trypanblau gemischt und in eine zum Gerit gehdrende Einwegzahlkammer gegeben. Das
Trypanblau féarbt tote Zellen blau, wiahrend lebende Zellen transparent bleiben, was von der
im Zellzahler integrierten Software ausgewertet wird. Unter Beriicksichtigung des

Verdiinnungsfaktors konnte die Lebendzellzahl der Zellkultur bestimmt werden.

3.12.4 Transfektion von Saugerzellen durch Lipofektion

Saugerzellen kénnen durch Transfektion mit Lipidvesikeln dazu gebracht werden Fremd-DNA
aufzunehmen und darauf vorhandene Gene transient oder nach Integration in das Genom
dauerhaft zu exprimieren. Dabei bildet die DNA mit den kationischen Lipidvesikeln einen
Komplex, der von den Zellen durch Endozytose aufgenommen wird. Fiir die Transfektion der
CHO-S-Zellen wurde Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Deutschland) in der Kombination mit
Optimem, einem eigens dafiir optimierten Medium verwendet. Dabei wurden je ca. 4 x 10°
Zellen einen Tag vor der Transfektion in Antibiotika-freiem a-MEM in die Slots (4 cm®) einer
12er-Kulturschale ausplattiert. Am Tag der Transfektion wurden je Slot 1,6 pg Plasmid-DNA
mit 100 pl Optimem vermischt und getrennt davon 4 pl Lipofectamin 2000 mit 100 pl Optimen.

Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurden beide Ansitze vereinigt und das Gemisch fiir
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weitere 20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen, wobei sich die Lipofectamin-DNA-
Komplexe bildeten. 200 pl dieses Ansatzes wurde zu den mit frischem Medium versorgten
Zellen gegeben und diese fiir weitere 24 h bei 37 °C im Inkubator belassen. Danach wurden die
Zellen 1:10 oder stiarker verdiinnt und in Zellkulturschalen von 15cm Durchmesser
ausplattiert. Die Selektion der Klone erfolgte durch 400 pg/ml Hygromyzin im Falle des
Plasmids pL748-pKex-EPO und durch 1000 pg/ml im Falle des Plasmids pESG-IBA3-EPO.
Antibiotika-resistente potenziell EPO exprimierende Einzelkolonien konnten nach 2 Wochen
isoliert werden. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellkolonien durch vaselinierte
Glasringe voneinander isoliert. Die Kolonien konnten dann durch auf- und abpipettieren in
etwa 100 pul PBS-EDTA aufgenommen werden und wurden zur Weiterkultur unter
Selektionsdruck in neue Kulturflaschen mit CHO-S-SF2-Medium uiberfiithrt, um die Zellen als
Suspensionskultur EPO bilden zu lassen. Der Uberstand wurde durch Dotblots bzw.
Westernblots auf die Expression von EPO iberpriift. Von den EPO exprimierenden
Zellkulturen wurden, um Reinkulturen zu erhalten, die Zellen in 96-Lochplatten mit a-MEM
vereinzelt und unter Selektionsdruck ausgesit. Die erscheinenden Kolonien wurden abermals
auf die Bildung von EPO iiberpriift, so dass nach insgesamt 6 Wochen die besten Kolonien als

stabil EPO exprimierende Klone etabliert werden konnten.

3.12.5 Synthese modifizierter Sialinsaurevorlaufer fiir die Zellkultur

ManNAc, der natiirliche Vorlaufer von Neu5Ac wurde von der Firma NZP (Palmerston,
Neuseeland) bezogen. Die Synthese der anderen Derivate erfolgte ausgehend von 10 mM D-
Mannosaminhydrochlorid (NZP, Palmerston, Neuseeland) in 30 ml Methanol bei 0 °C. Zu der
Losung wurden 11 mM NaOMe und 11 mM des entsprechenden Karbonsdureanhydrids
hinzugefiigt und fiir weitere 2 h bei 0 °C geriithrt. Anschliefend wurde die Losung im Vakuum
getrocknet. Die resultierenden N-Acylmannosamine wurden iiber eine Sdulenchromatografie
mit einem Silica 60 Gelbett (Merck, Darmstadt) aufgereinigt. Als Elutionsmittel wurde ein
Gemisch aus FEthylessigsdureester, Methanol und Aqua bidest. verwendet, wobei das
Verhiltnis der Komponenten in Abhangigkeit der Polaritat der Anhydride von 5:2:1 bis 10:2:1
reichte (Keppler et al., 1995). Die N-Acylmannosamine wurden bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.

3.12.6 Supplementierung von CHO-S-Zellen mit artifiziellen Sialinsaurevorlaufern

Um die Sialinsduren (Neuraminsduren) der Glykane des in CHO-S-Zellen rekombinant

exprimierten Erythropoietins zu modifizieren, wurden jeweils die nichtnatiirlichen Vorldufer
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N-Propanoylmannosamin, N-Pentanoylmannosamin und N-Heptanoylmannosamin zu
serumfrei und frisch angesetzten Zellkulturen mit 10° Zellen/ml in CHO-S-SF2-Medium
gegeben. Diese Aminozucker wurden dazu 0,5 molar in PBS aufgeldst und durch einen 0,2-um-
Filter steril filtriert, da Zuckerldsungen nicht autoklavierbar sind. N-Heptanoylmannosamin
bildet aufgrund seiner Hydrophobizitit eine zweiphasige Losung, die erst durch Erhitzen auf
65 °C einphasig wird. Die Zellkulturen wurden auf eine Endkonzentration von 10 mM
eingestellt, mit Ausnahme von N-Heptanoylmannosamin, das aufgrund seiner Toxizitit nur in
einer Konzentration von 2,5 mM verwendet wurde. Die so behandelten Zellkulturen wurden

zur Integration der Prakursoren in die Glykane fiir weitere 72 h im Inkubator bebriitet.

3.13 Arbeiten mit Nukleinsauren

3.13.1 Isolierung von Plasmiden aus E. coli durch alkalische Lyse

Plasmide wurden durch alkalische Lyse isoliert (Birnboim and Doly, 1979). Diese beruht
darauf, dass in einem pH-Bereich von 12 bis 12,5 das nicht iiberspiralisiert vorliegende
Bakterienchromosom denaturiert wird, wihrend die iberspiralisierte Plasmid-DNA stabil
bleibt. In diesem pH-Bereich werden in der entspannten genomischen DNA die
Wasserstoftbriicken gespalten und die DNA-Doppelhelix entwunden. Durch Zugabe von
Saure lagern sich die DNA-Einzelstrange unkontrolliert zu einer unléslichen Masse, die
abzentrifugiert werden kann, zusammen. Auch Proteine und RNA fallen nach der Zelllyse
durch eine basische SDS-Lyse und anschlielende Neutralisation durch Natriumacetat aus, so
dass im Uberstand von den Makromolekiilen nur noch die Plasmid-DNA verbleibt. Fir die
Plasmidpriaparation wurden 4 ml einer Ubernachtkultur mit einer Tischzentrifuge
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 ul Losung A resuspendiert. Nach 5-miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen durch Zugabe von 200 pl Lésung B lysiert.
Nach weiteren 5 Minuten wurden genomische DNA und Proteine mit 200 pl Lésung C versetzt
und 15 Minuten auf Eis gefallt. Danach wurden Proteine und genomische DNA in einer
Eppendorf-Zentrifuge fiir 10 Minuten bei 13000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefafl tiberfithrt und mit 0,7 Volumen Isopropanol ausgefillt. Danach
wurde das Plasmid in einer gekiihlten Tischzentrifuge bei 13000 Upm 10 Minuten
abzentrifugiert. Die DNA wurde mit 70-prozentigem Ethanol gewaschen, in einer Vakuum-

Zentrifuge oder in einem 50 °C-Wasserbad getrocknet und in 20 bis 50 pl H,O aufgenommen.
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3.13.2 Chromatographische Aufreinigung von Plasmiden mithilfe des QlAprep Spin
Miniprepkits (Quiagen, Hildden)

Dieser Kit basiert auf der alkalischen Lyse nach (Birnboim and Doly, 1979), der sich eine
sdulenchromatische Aufreinigung der DNA anschliefit. Dabei wird die DNA an eine Membran
aus Silicagel gebunden und mit einem ethanolhaltigen Waschpuffer, durch den nicht
gebundene Verunreinigungen, wie Salze, Nukleotide, Detergenzien und Proteine entfernt
werden, ausgewaschen. Anschlieffend kann die Plasmid-DNA mit sterilem Aqua bidest. eluiert

werden. Die Préaparation erfolgte gemif den Angaben des Herstellers.

3.13.3 Restriktionsverdaus

Bakterien besitzen Restriktionsendonukleasen die fremde in die Zelle eingedrungene DNA,
etwa von Phagen an spezifischen, kurzen Restriktionssequenzen von zumeist 4 bis 8 bp Lange
erkennen und schneiden (Smith and Wilcox, 1970; Brooks, 1987). Die eigene DNA ist an
diesen Stellen durch Methylierungen vor Abbau geschiitzt. In der Molekularbiologie werden
rekombinant exprimierte Restriktionsendonukleasen aus verschiedensten Bakterienarten als
Werkzeuge benutzt, um Vektoren und PCR-Produkte fiir eine Klonierung vorzubereiten.
Andererseits kann die Analyse einer Plasmidpraparation durch Herstellung von DNA-
Fragmenten spezifischer Lange, die in der anschlieflenden Agarosegelelektrophorese sichtbar
gemacht werden konnen, stattfinden. Jedes dieser Restriktionsenzyme hat spezifische
Reaktionsbedingungen wie Temperatur, Mg*-Konzentration, lonenstirke usw. Sind die
Reaktionsbedingungen sehr dhnlich, kénnen Doppelverdaus in einem Schritt durchgefiihrt
werden. Ansonsten ist ein sequenzieller Verdau notwendig. In dieser Arbeit wurden
Restriktionsverdaus gemafl Herstellerangaben (Fermentas, St. Leon-Rot) mit den
Restriktionsenzymen XBa | und Hind Il zur Analyse der Vektoren pIBA-ENTRY51-EPO und
pESG-IBA3-EPO durchgefiihrt. Die Inkubation dauerte zwei Stunden. Die Enzyme wurden
anschlieflend durch Erhitzen auf 65 °C denaturiert, um unspezifische Spaltung der DNA zu

verhindern.

3.13.4 Nachweis von DNA-Fragmenten in Agarosegelen

Zum analytischen oder qualitativen Nachweis von DNA-Fragmenten und Plasmiden wurden
Agarosegele verwendet (Sambrook et al, 1989). Fiir die Herstellung der Gele wurde 1 %
Agarose in 1 x TAE-Puffer verwendet. Die Agarose wurde durch Aufkochen in 50 ml TAE-

Puffer aufgel6st und nach Zusatz von 0,5 pl Ethidiumbromid im Gelschlitten zur Aushértung
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abgekiihlt. Als Elektrophoresepuffer diente 1 x TAE. Die zu analysierenden Proben wurden
mit 0,1 Volumen DNA-Ladepufer versetzt, auf das Agarosegel geladen und bei einer Spannung
von 120 V im TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Zum Gréflenvergleich wurde der
Marker GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) benutzt. Das zur
Anfarbung verwendete Ethidiumbromid interkaliert durch hydrophobe Wechselwirkung
zwischen den Basenpaaren der DNA. Im UV-Licht leuchten diese DNA-
Ethidiumbromidkomplexe orange auf. Sollten die Fragmente weiter zur Klonierung verwendet

werden, wurden sie mit einem Skalpell ausgeschnitten.

3.13.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden ausgeschnitten, und mit dem Qiaquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) gemifl Herstellerangaben aufgereinigt. Zur Kontrolle der

Qualitdt und Quantitat wurde eine Teilmenge auf ein analytisches Agarosegel aufgetragen.

3.13.6 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der DNA wurde mit einem Spektralfotometer bei einer Wellenlinge von
260 nm ermittelt. Dabei wurde die Differenz der Extinktion zwischen Aqua bidest. und der zu
testenden DNA-Losung gemessen. Eine ODygnm = 1 entspricht einer DNA-Konzentration von
50 pg/ml. Aulerdem wurden die Proben auch bei einer Wellenldnge von 280 nm, die dem
Absorptionsmaximum von Proteinen entspricht, vermessen. Der Quotient OD260nm/OD2sonm gibt
Aufschluss iiber die Kontamination der DNA-Probe mit Proteinen. Liegt der Quotient unter

1,8, enthalt die Probe zu viel Protein.

3.13.7 Plasmidpraparation fiir Sequenzierungen

Die Sequenzierung von DNA wurde durch die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)
durchgefithrt. Dazu wurden 100 ng Plasmid und 15 pmol der Sequenzierprimer in einem
Gesamtvolumen von 15 pl in Reaktionsgefifie abgefiillt und zur Analyse an das genannte

Institut versendet.

3.13.8 Primerdesign

EPO sollte mit einem C-terminalen Streptagll versehen werden, damit es leichter in gréferen
Mengen angereichert werden kann, weshalb die c¢cDNA in einen entsprechenden

Expressionsvektor umkloniert wurde. Dazu wurde die cDNA aus pL748-pKex-EPO durch eine
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PCR amplifiziert, bei der Giber die Primer zusétzliche Basenpaare am Anfang und Ende der
EPO-cDNA eingefithrt wurden, die fiir die folgende Rekombinationsreaktion in den
Zwischenvektor pENTRY-IBA51, als Teil des StarGate Kits (IBA, Goéttingen), notwendig
waren. Die Primer wurden anhand der Sequenz der EPO-cDNA mit dem Programm

StarPrimerDSigner des Herstellers erstellt.

3.13.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur Vermehrung von DNA-Abschnitten in
vitro, die von Saiki, Mullis und deren Mitarbeitern erfunden wurde und heute eine der
wichtigsten Techniken der Molekularbiologie darstellt (Saiki et al., 1985; K. Mullis et al., 1986;
K. B. Mullis and Faloona, 1987). Bei dieser zyklischen Reaktion werden durch Erhitzen des
Reaktionsansatzes die Wasserstoffbriicken der DNA-Doppelhelix aufgebrochen, so dass nach
schneller Abkithlung Einzelstrange vorliegen. An diese koénnen sich spezifische zur
Zielsequenz passende Oligonukleotide (Primer) anlagern, die der ebenfalls im Reaktionsansatz
vorhandenen DNA-Polymerase als Starter dienen. Die DNA-Polymerase benutzt die
Einzelstrange als Matrize zur Synthese der jeweiligen Komplementarstrange, die in 5'—3'-
Richtung ausgehend von den Primern unter Verwendung von Nukleotidtriphosphaten
gebildet werden. Der betreffende DNA-Abschnitt wird somit bei jedem Reaktionszyklus
verdoppelt. Als die PCR erfunden wurde, musste noch nach jedem Erhitzen die aus E. coli
stammende DNA-Polymerase zugesetzt werden. Heute werden DNA-Polymerasen aus
hitzeresistenten Organismen wie Thermophilus aquaticus (Taq-Polymerase) oder Pyrococcus
furiosus (Pfu-Polymerase) verwendet, wobei letztere einen DNA-Reparaturmechanismus hat
und sich fiir fehlerfreie Klonierungen besonders eignet. Hier wurde ein rekombinantes, aus
der Pfu-Polymerase abgeleitetes Enzym verwendet, welches sich durch eine stark erhohte
Reaktionsgeschwindigkeit auszeichnet. In der vorliegenden Arbeit wurde das EPO-Gen aus
dem Plasmid pL748-pKex-EPO unter Verwendung der Phusion-Polymerase, einer
modifizierten Form der Pfu-Polymease, amplifiziert. Die Sequenz wurde durch den Einsatz
entsprechend verliangerter Primer an beiden Seiten um die Erkennungs- und
Rekombinationssequenzen erweitert, die fiir die Integration in das Plasmid pENTRY-IBA51
notwendig sind. In dieser Arbeit wurde fiir die PCR ein Fertigmix benutzt, der neben der
Phusion-Polymerase bereits Nukleotidtriphosphate und einen fiir die Reaktion geeigneten
Puffer enthélt, und der zu dem aus dem Plasmid pL748-pKex-EPO, den Primern und Aqua

bidest. bestehenden Ansatz wie folgt hinzugeben wurde:

1ul  DNA-Template, 10-100 ng (pL748-pKEX-EPO)
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1ul  Forwardprimer, 10 pmol

1ul  Reverseprimer, 10 pmol

22yl H,O

25ul  Phusion High-Fidelity Master Mix F531 (Finnzymes, Vantaa, Finnland)

In einer Gradienten-PCR mit einem Temperaturgradienten von 58 bis 68 °C wurde eine
optimale Annealingtemperatur von 63 °C bestimmt. Die PCR wurde mit einem einminiitigen
Denaturierungsschritt bei 98 °C gestartet, danach folgten 25 Zyklen mit folgenden

Temperaturen und Zeiten:

5 sek, 98 °C, Denaturierung
20 sek, 65 °C, Annealing
30 sek, 72 °C, Elongation

Nach dem letzten Zyklus wurde die Temperatur auf 4 °C heruntergefahren. Das Resultat der

PCR wurde durch eine Agarosegelelektrophorese kontrolliert.

3.13.10 Umklonierung der EPO-cDNA-Sequenz aus pL748-pKEX-EPO in den Vektor
pESG-IBA3 zur Einfiihrung eines C-terminalen Streptagll

Die Expression von EPO in mit pL748-pKex-EPO CHO-S-Zellen war erfolgreich und konnte
durch Westernblotanalyse belegt werden. Fir die MALDI-TOF-Analyse der Glykane war
jedoch eine Aufreinigung in gréfleren Mengen, die durch Anreicherung durch
Membranfiltration und Immunpréazipitation nicht reproduzierbar erreicht werden konnte,
notwendig. Daher wurde auf eine Anreicherung tiber einen Streptag ausgewichen, was eine
Umklonierung der EPO-cDNA in einen Vektor mit einer C-terminalen Streptagll-Sequenz
notwendig machte. Hierfiir wurde der StarGate Kit (IBA, Gottingen), bei dem ein durch PCR
amplifiziertes Gen tiber eine Rekombinationsreaktion in einen Expressionsvektor kloniert
werden kann, verwendet. Der Expressionsvektor enthdlt neben den notwendigen
Promotorelementen auch eine Sequenz fiir einen Proteintag, wie z.B. Streptagll. Zunachst
wird dabei die zu klonierende cDNA an beiden Seiten durch DNA-Sequenzen, welche die fiir
die vom Hersteller StarCombinasel genannte Rekombinase notwendige Bindungssequenz ’-
AGCGGCTCTTC und 4 bp grofle Rekombinationsstellen AATG und GGGA enthalten,erginzt.
Dabei enthalten letztere schon das Startcodon ATG bzw. Stoppcodon GGG des
einzufithrenden Gens. Bei der Rekombination des Zwischenvektors pENTRY-IBA51 mit dem
Zielgen wird das in diesem Vektor vorhandene LacZ-Gen, das ebenfalls von der
Bindungssequenz flankiert ist, durch die StarCombinasel tiber die Rekombinationsstellen

gegen das Zielgen ausgetauscht und gleichzeitig die Bindungssequenz der StarCombinasel
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eliminiert, wodurch die Reaktion gerichtet, irreversibel und annihernd vollstindig zur Bildung
des Donorvektors fithrt (Abb. 8A). Nach Transformation in E. coli und Selektion auf
Kanamyzin/Xgal-Platten enthalten weifle Kolonien den Vektor mit dem Zielgen (hier EPO-
cDNA). Die wenigen Kolonien ohne Zielgen farben sich blau, weil die vom LacZ-Gen gebildete
B-Galactosidase X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) in Galaktose und
einen blauen unléslichen Indigofarbstoff spaltet. Analog kann das Zielgen von dem so
gewonnenen Donorvektor auf den Expressionsvektor (hier pESG-IBA3) in einer zweiten
Rekombinationsreaktion mithilfe der StarCombinase2 iibertragen werden, wobei auch deren
dazugehorige Bindungssequenz eliminiert wird (Abb. 8B). Durch dieses System ist es moglich,
das Zielgen aus dem Zwischenvektor in eine Vielzahl von Expressionsvektoren mit
unterschiedlicher genetischer Umgebung wie 2z.B. Promotoren oder Proteintags zu
tberfithren. Die Integration der EPO-cDNA in den Zwischenvektor pENTRY-IBA51 und
nachfolgende Ubertragung in den Expressionvektor pESG-IBA3, der neben der fiir ein c-
terminales Streptagll codierenden Sequenz, einen CMV-Promotor enthilt, erfolgte gemifd
Angaben des Herstellers. Die Richtigkeit der Klonierungen wurde anschlieBend durch

Doppelverdaus mit Xba I und Hind III, sowie Sequenzierung tiberpriift.
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A PCR Fragment
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Abbildung 8: Reaktionsschema des StarGate Klonierungskits: A) Herstellung des

Donorvektors, B) Herstellung des Zielvektors (Abb. nach StarGate Instruction Manual, IBA
GmbH, Géttingen)
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3.14 Proteinbiochemische Methoden

3.14.1 Anreicherung von EPO durch Membranfiltration

Zur Anreicherung von EPO wurden 72 h alte Zellkulturen in CHO-S-SF2-Medium verwendet.
Die Zellkultur wurde zunéchst fir 3 min bei 1100 Upm abzentrifugiert, um die Zellen zu
beseitigen. Um auch Zelltrimmer abgestorbener Zellen zu entfernen, wurde der Uberstand
anschlieflend 10 min bei 5000 Upm abzentrifugiert. Danach wurden jeweils 500 pl des
Uberstands in 0,5 ml Amicon Ultra 10 kDa Membranfilter (Millipore, Billerica, USA), die fiir
storende Salze, Zucker und Proteine unter 10 kDa durchlassig sind, durch 10-miniitiges
Zentrifugieren bei 10000 g bei 4 °C auf 50 pl eingeengt. Proben, die fiir den Sialidaseassay
bestimmt waren, wurden aus 4 ml Zellkulturitberstand auf 50 pl eingeengt. Fir die

Saulenchromatografie mit Streptaktin wurden 80 ml Zellkulturiiberstand auf 4 ml eingeengt.

3.14.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Durch die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) koénnen Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). Dabei lagert das anionische,
denaturierende Detergenz Natriumdodecylsulfat proportional zur Molekiilmasse an die
denaturierten Proteine, so dass diese nach Molekulargewicht in einer Gelmatrix durch ein
anliegendes elektrisches Feld getrennt werden konnen. Uber die eingesetzte
Acrylamidkonzentration kann die Porengréfle des Gels eingestellt werden. Die Elektrophorese
wurde in einer vertikal ausgerichteten Gelapparatur (C.B.S. SCIENTIFIC CO) zwischen zwei
durch Abstandhalter auf 0,75 bzw. 1,5 mm getrennten Glasplatten durchgefiihrt. Die Lésungen
fiir das 10-prozentige Trenngel wurden unmittelbar vor dem Gieflen gemischt und das
Trenngel bis 3 cm unterhalb der oberen Glasplattenkante gegossen und fiir die blasenfreie und
waagerechte Aushértung mit Isopropanol tberschichtet. Nach der Aushartung wurde das
Isopropanol entfernt und das 4-prozentige Sammelgel gegossen. Die Proteinproben wurden
mit 20 % v/V reduzierendem Proteinladepuffer vermischt und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Zum
Einlaufen der Proben in das Sammelgel wurde eine konstante Spannung von 100 V angelegt,

die zur Auftrennung im Trenngel auf 120 V erhoht wurde.

3.14.3 Westernblots

Beim Westernblot (Towbin et al., 1979) werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen, auf der sie schlieflich mit

spezifischen Antikorpern und daran bindenden sekundiren Antikérpern, die an
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Meerretichperoxidase gekoppelt sind, detektiert werden konnen. Zum Blotten wurden die
Nitrocellulosemembran und 2 gleichgrofie Stiicke Whatmanpapier im Blottingpuffer benetzt
und danach ein Blotstapel mit folgender Anordnung zusammengebaut: Whatmanpapier,
Nitrocellulosemembran, SDS-Gel, Whatmanpapier. Dieser Stapel wurde so in einer
dazugehorigen Halterung in die Blotapparatur (C.B.S. Scientific Co., San Diego, USA) gehangt,
dass die Nitrocellulosemembran der Anode zugewandt war. Fir den Transfer der Proteine
wurde eine konstante Stromstarke von 330 mA fiir 70 min angelegt. Zur Vermeidung von
Uberhitzung wurden zwei auf -20 °C gekiihlte Kiihlakkus in die dafiir vorgesehenen Platze der
Blotapparatur gestellt und die mit einem Rihrfisch versehene Apparatur auf einem
Magnetrithrer gestellt. Nach Ablauf der Zeit wurden die Nitrocellulosemembranen fiir 1 h in
Blockingpuffer zum Blockieren unspezifischer Antikérperbindestellen leicht geschwenkt. Die
so behandelten Membranen wurden dann kurz mit TBS-Tween gewaschen und anschlieflend
1h in mit TBS-Tween 1:500 verdiinntem monoklonalem EPO-Antikérper (Santa Cruz, Sta.
Cruz, USA) inkubiert. Der zweite an Meerretichperoxidase gekoppelte Antikérper (Ratte-anti-
Maus, Dianova) wurde in TBS-Tween 1:5000 verdinnt fiir 1h eingesetzt, nachdem die
nichtgebundene EPO-Antikoérperfraktion durch dreimaliges Spiilen zu je 5 min mit TBS-
Tween entfernt wurde. Nach entfernen des iiberschiissigen sekundiren Antikorpers durch
TBS-Tween, wurde die Membran zwischen zwei Klarsichtfolien mit 1 ml einer Luminol-
haltigen Losung (Luminata Forte Western HRP Substrate, Millipore) benetzt und die
Fluoreszenz im Imager (Chem Doc XRS System, BioRad) detektiert.

3.14.4 Dotblots

Dotblots wurden durch punktférmiges Auftragen von 30 bis 50 ul Zellkulturiiberstand auf
Nitrocellulosemembranen durchgefiihrt. Die Membran wurde dann fir einige Minuten an der
Luft getrocknet. Im Anschluss wurden die Membranen zur Detektion genauso wie beim
Westernblot beschrieben behandelt. Zur Bestimmung der EPO-Konzentration des Uberstandes
wurde eine Standardreihe mithilfe einer definierten EPO-Lésung in verschiedenen
Verdiinnungen erstellt. Die Bestimmung der Konzentration erfolgte durch eine fotometrische
Vermessung der Leuchtintensitat der Proben, die mit der Leuchtintensitit des Standards

verglichen wurde. Dazu wurde die zum Imager gehorige Software verwendet.

3.14.5 Immunprazipitation

Bei der Immunpréazipitation bindet ein spezifischer Antikérper das Zielprotein, welches

dadurch aufgereinigt werden kann. Der Antikorper ist dabei tiber die Fc-Kette an z. B. Protein
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A aus Staphylococcus aureus an eine Matrix wie Sepharose gebunden. Fir die Sdule wurden
200 pl Sepharose A mit 200 pl polyklonalem gegen EPO gerichteten Kaninchenantikorper
(200 pg/ml) gemischt und in 600 pl PBS aufgenommen. Dieses Gemisch wurde zur Bindung
des Antikorpers fiir mindestens 2 h bei 4 °C inkubiert. Anschlielend wurde der iberschiissige
Antikorper durch zweimaliges Waschen in PBS und Abzentrifugieren bei maximal 2000 Upm
abgetrennt. Die so gewonnene Sdule wurde tiber Nacht mit aus 80 ml auf 4 ml Gber 10 kDa-
Membranfiltern (Milipore, Billerica, USA) aufkonzentriertem Zellkulturiiberstand von EPO
exprimierenden CHO-S-Zellen bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Siule
dreimal mit PBS gewaschen und das Sdulenmaterial in Proteinprobenpuffer 5 min aufgekocht.

Das eluierte Material wurde im Westernblot bzw. Coomassiegel analysiert.

3.14.6 Praparation von EPO iiber eine Streptaktinaffinititschromatografie

Um EPO in grofleren Mengen, wie sie zur massenspektrometrischen Glykananalyse
notwendig sind, zu gewinnen, wurde an Streptagll gekoppeltes EPO aus mit dem Vektor
pESG-IBA3-EPO transfizierten CHO-S-Zellen verwendet, da sich Versuche zur Aufreinigung
von EPO iber eine Immunoaffinitdtschromografie als nicht reproduzierbar erwiesen.
Streptagll ist ein weitgehend inertes aus 8 Aminosduren bestehendes Oligopeptid, welches
durch das an eine feste Phase gebundene Streptaktin, einem vom Streptavidin abgeleitetem
Protein, nichtkovalent gebunden wird. Aufgrund des nur geringen Einflusses von Streptagll
auf das gekoppelte Protein eignet sich das Streptagll/Streptaktin-System besonders gut fiir die
Proteinaufreinigung. Fir die Streptaktinchromatografie wurde eine Siule mit 0,6 ml
Streptaktin-Sepharose (IBA, Gottingen) gefiillt. Diese wurde zunéchst mit zwei Volumen des
dazugehorigen Waschpuffers W equilibriert. Nachdem der Puffer durchgelaufen war, wurde
die Saule mit von 80 ml auf 4 ml eingeengtem serumfreiem Zellkulturiiberstand beladen und
nach Waschen mit fiinf Volumen Puffer W mit 6 x 0,5 Volumen Puffer E eluiert. Das ca. 1,8 ml
messende Eluat wurde weiter mit 0,5 ml Amicon Ultra 10 kDa-Membranfiltern (Milipore,
Billerica, USA) auf 100 pl eingeengt und in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die Sdule konnte

durch Spiilen mit 5 x 3 Volumen Puffer R fiir weitere Aufreinigungen regeneriert werden.

3.14.7 Coomassiefarbung

Zur Anfirbung der SDS-Polyacrylamidgele wurde eine kolloidale Coomassielosung
verwendet, da diese empfindlicher ist als die tibliche Coomassieldsung (Candiano et al., 2004).
Der zu den Triphenylmethanen gehérende Farbstoff lagert sich an basische

Aminosédureseitenketten der Proteine und farbt diese unspezifisch an. Fiir die Anfarbung der
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Gele wurden diese zundchst 3x 10 min in Aqua bidest. gewaschen, weil sich das SDS stérend
auf die Bindung des Farbstoffs auswirkt. Die Farbelosung wurde zur gleichméafligen Verteilung
der kolloidalen Partikel unmittelbar vor Eingieflen in die Farbekammer kurz geschiittelt und
die Gele ein bis drei Stunden oder iiber Nacht unter leichtem Schiitteln in der Farbelosung
belassen. Um die Hintergrundfirbung zu entfernen, wurden die Gele anschlieflend fiir ca. 1 h

in Entfarbelosung unter leichtem Schiitteln entfarbt.

3.14.8 Vorbereitung der Proben fiir eine MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie ist ein Verfahren, bei dem Molekiile des Analyten in
eine Matrix eingebettet werden, welche durch Anregung mit gepulstem Laserlicht einer
bestimmten Frequenz plétzlich verdampft und dabei Molekile des Analyten ionisiert. Diese
werden in einem elektrischen Feld beschleunigt und treffen auf einen Ionendetektor. Dabei
konnen die Flugzeit und die Ladung des Molekils zur Bestimmung der Molekiilmasse
herangezogen werden. Die massenspektrometrischen Untersuchungen der Glykane wurden in
Rahmen einer Kooperation durch die AG Glykoanalytik an der Charité (Berlin) durchgefiihrt.
Zur Vorbereitung wurden die mit Coomassie gefirbten EPO-Banden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und in 1,5 ml Reaktionsgefaflen (Eppendorf, Hamburg) versandt. Die genauere
Aufbereitung der Proben und die Analyse mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie sind im
gemeinsam verfassten Artikel ,Glycoengineering the N-acyl side chain of sialic acid of human

erythropoietin affects its resistance to sialidase” beschrieben (Werner et al., 2012).

3.14.9 Sialidaseassay

Um die Abbauresistenz der mit den modifizierten Neuraminsiuren ausgestatteten
Erythropoietine zu untersuchen, wurden sie mit einer Sialidase A behandelt, die a2-3, a2-6
und o2-8 gebundene Sialinsdurereste aus den Glykanen spaltet. Dafiir wurden 50 pl (1 mg/ml
EPO) aufkonzentrierter Zellkulturiiberstand in 50 pl 100 mM NH,CH,COO/CH;COOH pH 4,5
aufgenommen und mit 0,5 mU und 1 mU Sialidase fiir 20 und 60 Minuten bzw. mit 30 mU fiir
20 und 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch unmittelbare Entsalzung
und Uberfithrung der Proben in Rehydrationspuffer fiir die nachfolgende isoelektrische
Fokussierung gestoppt.
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Tabelle 10: Behandlungsschema des Sialidaseassays

Suplementierung Behandlung mit Sialidase A
Neu5Ac, 0,5 mU, 20 min 1 mU, 20 min
unsupplementiert 0,5 mU, 60 min 1 mU, 60 min
Neu5Prop 0,5 mU, 20 min 1 mU, 20 min
0,5 mU, 60 min 1 mU, 60 min
Neu5Pent 0,5 mU, 20 min 1 mU, 20 min 30 mU, 20 min
0,5 mU, 60 min 1 mU, 60 min 30 mU, 60 min
Neu5Hept 0,5 mU, 20 min 1 mU, 20 min
0,5 mU, 60 min 1 mU, 60 min

3.14.10 2D-Gelelektrophorese

Unmittelbar nach der Sialidasebehandlung wurden die Proben in 0,5 ml Amicon Ultra 10 kDa-
Membranfiltern (Milipore, Billerica, USA) mit zehn Volumen 0,1 x TBS entsalzt und auf ein
Volumen von 50 pl eingeengt. Nach Zugabe von 200 pl Rehydrationspuffer zu den Proben
wurden damit die IPG-Streifen (7 cm, ph 3-6, Bio-Rad, Miinchen) iiber einen Zeitraum von
12 h in einer Rehydrationskammer eingequollen. Anschliefend wurden die Streifen in die
isoelektrische Fokussierkammer (Bio-Rad, Miinchen) gelegt und unter folgenden Bedingungen
fokussiert: 250 V fiir 15 min, 250 V bis 2000 V fiir 2 h, 4000 V fiir 12 h bzw. bis zum Erreichen
von 20000 Vh. Die Stromstarke betrug maximal 50 pA je Streifen. Nach der Fokussierung
wurden die Streifen zunichst in 10 ml reduzierendem Equilibrierungspuffer I mit DTT fiir
10 min inkubiert. Dem folgte eine Inkubation fiir 10 min im iodoacetamidhaltigen
Equilibrierungspuffer ~ II,  welcher die  Reoxidation in der nachfolgenden
Polyacrylamidgelelektrophorese verhindert. Fir die SDS-PAGE wurden 1,5 mm dicke
Abstandhalter, anstatt der tblichen 0,75 mm genommen, um geniigend Platz fiir die IPG-
Streifen zu schaffen. Die Streifen wurden zum besseren Kontakt mit dem Sammelgel mit
0,5%iger in Proteinlaufpuffer aufgeloster Agarose iiberschichtet. Die weitere Behandlung
gleicht der einer normalen SDS-PAGE. Sialinsduren besitzen unter physiologischen
Bedingungen eine negative Ladung pro Molekil. Aufgrund der Mikroheterogenitit der
Glykane in EPO gibt es mehrere Klassen unterschiedlich stark sialylierter EPO-Molekiile mit
unterschiedlich groler negativer Ladung bzw. pl, die sich durch eine elektrische Fokussierung
auftrennen und sich als diskrete Spots in einem Bereich von pH 4-5,8 in einem der 2D-
Gelelektrophorese folgenden Westernblot nachweisen lassen. Werden Sialinsduren durch

Sialidasen abgespalten, verschiebt sich das Muster zugunsten hoherer pH-Werte und es

verringert sich die Anzahl der Spots.
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Das primére Ziel dieser Arbeit war die Sialylierung der Glykane von EPO mit neuartigen,
nichtnatiirlichen Sialinsduren und die Uberprifung der Resistenz derselben gegeniiber
Sialidase. Sialinsduren haben eine herausragende Bedeutung fiir die Halblebenszeit von EPO,
welches in desialylierter Form von den Asialoglykoproteinrezeptoren der Leber schnell aus
dem Blutstrom entfernt wird. Neuartige Sialinsduren kénnten den Abbau durch Sialidasen

verzogern und somit auch die Bindung an den Asialoglykoproteinrezeptor verhindern.

4.1  Expression von EPO in mit pL748-pKex-EPO transfizierten CHO-S-Zellen

Die fiir die Expression vorgesehenen CHO-S-Zellen wurden zunichst mit dem Vektor pL748-
pKex-EPO transfiziert. In Vorexperimenten stellte sich heraus, dass fiir eine sichere und
schnelle Selektion auf die Expression von EPO 400 pg/ml Hygromyzin notwendig waren. Die
EPO-Sekretion wurde durch Westernblots (Abb. 9) verifiziert, welche zur Uberpriifung der

Stabilitat der Expression in regelmafligen Abstanden wiederholt wurden.

A B

40 kDa

35 kDa

Abbildung 9: Westernblots von Zellkulturiiberstinden: A) Negativkontrolle B) mit p748-
pKex-EPO transfizierte und EPO exprimierende CHO-S-Zelllinie

Um groflere Mengen EPO in méglichst reiner Form fiir die Glykananalysen mittels MALDI-
TOF-Massenspektrometrie ~ zu  gewinnen, wurde versucht, EPO  iber eine
Immunaffinitdtschromatografie  aufzureinigen. Zur  Anreicherung wurden 80 ml
Zellkulturiiberstand durch Membranfiltration auf 4 ml eingeengt. Dabei konnte EPO zwar im

Westernblot nachgewiesen werden, aber im entsprechenden Coomassiegel war die zu EPO
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gehorende Bande nur schwer zu erkennen bzw. wurde von den Banden des Antikorpers
iiberlagert (Daten nicht gezeigt). Zudem lieflen sich die Ergebnisse mit der Coomassiefirbung
kaum reproduzieren. Daher stellte sich diese Methode fiir die Anreicherung von EPO fiir

massenspektrometrische Analysen als ungeeignet heraus.

4.2  Umklonierung der EPO-cDNA in den Vektor pESG-IBA3 zur Fusion an einen
Streptagll

Da eine reproduzierbare Anreicherung von EPO in einer Menge und Reinheit, wie sie fiir eine
Analyse mit massenspektrometrischen Methoden notwendig ist, mit der Immunprazipitation
nicht erreicht werden konnte, wurde die EPO-cDNA in den Vektor pESG-IBA3, welcher die
Sequenz fiir einen C-terminalen Streptagll enthilt, in einem auf Rekombination basierenden
Verfahren umkloniert. Dazu wurde zunachst die cDNA iiber eine PCR amplifiziert, wobei tiber
die Primer Sequenzen fiir den Rekombinationsprozess und Erkennungssequenzen fiir die
Rekombinase des kommerziellen Stargate Kits (IBA, Gottingen) beidseitig der EPO-cDNA
eingefithrt wurden. Die Annealingtemperatur durch eine Gradienten-PCR im
Temperaturbereich von 58 bis 68 °C bestimmt, wobei sich eine Temperatur von 63 °C als
optimal herausstellte (Abb. 10A). Das 606 bp grofle Amplifikat wurde anschlieffend, wie vom
Hersteller beschrieben, in den Zwischenvektor pENTRY-IBA51 kloniert, danach durch
Rekombination in den Zielvektor pESG-IBA3 tiberfithrt und in E. coli TOP10 vermehrt. Die
Existenz der EPO-cDNA in den resultierenden Vektoren pENTRY-IBA51-EPO und pESG-IBA3-
EPO wurde durch Restriktionsverdau mit Xba I und Hind IIl in 5 willkiirlich ausgewahlten
Klonen nachgewiesen (Abb. 10B, C), wobei ein 622 bp bzw. 646 bp grofles Fragment entsteht,
welches die EPO-cDNA enthélt. Vor der Transfektion in die CHO-S-Zellen wurden diese
Fragmente sequenziert. Dabei konnte die Richtigkeit der integrierten cDNA-Sequenz in allen

Féllen nachgewiesen werden.

Abbildung 10: PCR-Fragmente: 1. Bahn Ngativkontrolle, 2.-4. Bahn PCR-
Amplifikate bei 58 °C, 63 °C und 68 °C Annealingtemperatur, B)
Restriktionsverdau pENTRY-IBA51-EPO, C) Restriktionsverdau pESG-IBA3-EPO
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4.3  Wachstum der mit neuartigen Sialinsaurevorlaufern supplementierten CHO-

S-Zellen

Die mit 10 mM sterilfiltriertem ManNProp und ManNPent versetzten CHO-S-Zellen zeigten
im Vergleich zu unsuplementierten und mit 10 mM ManNAc supplementierten Kontrollen
keine Wachstumsverzégerungen. Im Gegensatz dazu starben Zellen die mit 10 mM ManNHept
behandelt wurden ab. Nur bei Absenkung der Konzentration auf 2,5 mM waren die Zellen in

der Lage mit ManHept zu wachsen.

4.4  Affinitatschromatografie von EPO-Streptagll iiber eine Streptaktinsaule

Aufgrund der nicht reproduzierbaren Ergebnisse der Immunprizipitation wurde zu einer
affinitatschromatischen Aufreinigung mit einer Streptaktinsiule iibergegangen. Dazu wurde
an die Sequenz der cDNA von EPO die codierende Sequenz des Streptagll fusioniert, was
durch die Umklonierung in den Vektor pESG-IBA3 erfolgte. Nach Transfektion in CHO-S-
Zellen konnte das resultierende EPO-Streptagll exprimiert und anschlieend iiber eine
Streptaktinsiule in einer Menge aufgereinigt werden, die sich auch im Coomassiegel (Abb. 11)
nachweisen lief und somit fiir eine weitere Analyse in einer MALDI-TOF-
Massenspektrometrie geeignet war.
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Abbildung 11: Coomassiegele von EPO-Streptagll: A) ohne Mannosaminzusatz, bzw. Zusatz
von B) ManNAc, C) ManNProp, D) ManNPent, E) ManNHept und F) Negativkontrolle nicht
transfizierter CHO-S-Zellen. EPO-Streptagll befindet sich in einem Bereich von 35-40 kDa.

Die zu EPO-Streptagll gehdrenden Coomassiebanden lielen sich einwandfrei in der
Westernblot-Kontrolle zuordnen (Abb. 12). Die mit Coommassie gefiarbten EPO-Streptagll
Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, und wie im Abschnitt ,Material und

Methoden beschrieben®, fir die MALDI-TOF-Massenspektrometrie vorbereitet.
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40 kDa 40 kDa 40 kDa
. 35 kDa . 35kDa 35 kDa

Abbildung 12: Westernblots von EPO-Streptagll: A) Ohne Mannosaminzusatz, Zusatz von B)
ManNAc, C) ManNProp, D) ManNPent, E) ManNHept und F) Negativkontrolle vom
Uberstand nicht transfizierter CHO-S-Zellen.

4.5  Anteil neuartiger Sialinsauren in EPO-Streptagll

Die Glykane von EPO-Streptagll aus mit den Sialinsdurevorlaufern ManNAc, ManNProp,
ManNPent und ManNHept. supplementierten Zellkulturen als auch aus nicht
supplementierten Kontrollen wurden mithilfe einer MALDI-TOF-Massenspektrometrie auf die
Integration der aus den Vorldufern abgeleiteten Sialinsduren Neu5Ac, Neu5Prop, Neu5Pent
und Neu5Hept untersucht. Im Spektrum der mit ManNProp supplementierten Zellkultur ist
die natiirliche Sialinsdure Neu5Ac nicht vorhanden. Der zu einem monosialylierten und
monofukosylierten, tetraantenniren N-Glycan gehdrende Hauptpeak m/z 3517,8 zeigt eine
Verschiebung von 14 Da in Richtung hoherer Masse im Vergleich zum entsprechenden Peak
des monosialylierten, monofukosylierten, tetraantenniaren Glykans aus der ManNAc-
Kontrolle, was dem Molekulargewicht der zusétzlichen CH,-Einheit der Propanoylgruppe am
C5-Atom der Neu5Prop im Vergleich zur N-Acetylgruppe der Neu5Ac zuzuschreiben ist (Abb.
13A). Der zu dem entsprechenden Glykan gehorende Peak zeigt wie erwartet eine um 42 Da
erhohte Masse, wenn das EPO-Streptagll aus einer mit ManNPent supplementierten Zellkultur
stammt, da die Pentanoylgruppe gegentiber der Acetylgruppe der nativen Sialinsdure um eine
C;Hg-Einheit langer ist (Abb. 13B). Auch bei den kleineren Peaks ist die Zunahme um die
Masse einer bzw. dreier Methylengruppen zu erkennen. Der Sialylierungsgrad der Glykane
aus den supplementierten Zellkulturen ist vergleichbar mit dem von unbehandelten
Zellkulturen. Die Glykane der mit ManNHept versetzten Zellkulturen zeigen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle keine Erhéhung der Molekiilmasse, d. h., es wurde nur die natiirlich
vorkommende Sialinsdure Neu5Ac in die Glykane integriert. Die massenspektrometrischen

Daten sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Abbildung 13: MALDI-TOF Spektren von Glykanen aus EPO aus A) mit ManNProp und B)

mit ManNPent supplementierten Zellkulturen
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Tabelle 11: Relative Intensitaten (RI) permethylierter N-Glykane von EPO aus CHO-S-

Zellkulturen, die mit ManNProp oder ManNPent supplementiert wurden.

m/z Zusammensetzung RI
ManNProp

2693,4 dHex1Hex6HexNAc5 5,8
3068.6 dHex1Hex6HexNAc5Neu5A1 2,6
3142.6 dHex1Hex7HexNAc6 41,8
3517,8 dHex1Hex7HexNAc6Neu5A1 41,0
3591.8 dHex1Hex8HexNAc7 2,7
3893.0 dHex1Hex7HexNAc6Neu5A2 3,8
3967.0 dHex1Hex8HexNAc7Neu5A1 2,2
ManNPent

2693,4 dHex1Hex6HexNAc5 1,2
3096,6 dHex1Hex6HexNAc5Neu5B1 2,5
3142,6 dHex1Hex7HexNAc6 13,4
3503,8 dHex1Hex7HexNAc6Neu5B1 0,3
3545,8 dHex1Hex7HexNAc6Neu5B1 57,6
3591,8 dHex1Hex8HexNAc7 2,3
3820,8 Hex8HexNAc7Neu5B1 0,1
3906,8 dHex1Hex7HexNAc6Neu5Ac1Neu5B1 0,2
3949,0 Hex8HexNAc7Neu5B2 10,1
3995,1 dHex1Hex8HexNAc7Neu5B1 10,3
4398 4 dHex1Hex8HexNAc7Neu5B2 1,1
4444 4 dHex1Hex9HexNAc8Neu5B1 0,7
4847.8 dHex1Hex9HexNAc8Neu5B2 0,1
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4.6  Sialidaseresistenz von EPO aus mit ManNProp und ManNPent behandelten
Zellkulturen

Die iiber Membranfiltration auf 1 mg/ml angereicherten EPO-Fraktionen aus unbehandelten
bzw. mit ManNAc, ManNProp, ManNPent und ManNHept versetzten CHO-S-Zellkulturen
wurden mit Sialidase A in unterschiedlichen Konzentrationen und Einwirkzeiten behandelt
und anschlieBend zur Analyse der Sialinsdureabspaltung einer 2D-Gelelektrophorese
unterzogen. Als Vergleich dienten 2D-Gelelektrophoresen derselben Proben, die nicht mit
Sialidase behandelt wurden. In ihnen konnte unabhidngig vom verwendeten
Sialinsaurevorlaufer ein typisches Muster von diskreten Spots in einem pH-Bereich von 4-5,8

nachgewiesen werden (Abb. 14).

pH 3.5 4 4.5 5 55
| I I I | |

R ‘ . ‘ . . Ohne Zusatz

l““,‘ ' ManNAc
. “.. .' ManNProp

' . ' ManNPent

ManNHept

Abbildung 14: Isoelektrische Fokussierung von EPO aus Zellkulturiiberstanden mit
unterschiedlichen Mannosaminanaloga: Aufgrund der Mikroheterogenitat beziiglich der
Sialinsduren hat EPO mehrere pl im Bereich von pH 4-5,8.

Dabei entspricht jeder Spot einer Molekiilklasse mit einer gleichgrolen Anzahl an
Sialinsdureresten. In den mit Sialidase behandelten Proben lasst sich eine Verschiebung der
Spots in Richtung pH 5,8 feststellen, da durch die Abspaltung von Sialinsduren sich die Anzahl
der negativen Ladungen reduziert und im Extremfall bei Abspaltung aller Sialinsduren nur
noch sialinsaurefreies EPO iibrig bleibt, welches einen pI von etwa 5,8 hat. Diese vollstindige

Abspaltung wird bei EPO aus nicht supplementierten Zellkulturen und mit Neu5Ac
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supplementierten Zellkulturen bei einer Sialidaseaktivitat von 0,5 mU nach 20 Minuten
erreicht (Abb. 15A). Bei Verwendung von ManNProp lassen sich unter diesen Bedingungen
noch mehrere Spots im Bereich von pH 4,8-5,8 feststellen, was einer partiellen Desialylierung
entspricht. Erst bei einer Sialidaseaktivitat von 1 mU und einer Dauer von 60 Minuten ist die
Probe vollstindig desialyliert. EPO aus Kulturen, die mit ManNPent supplementiert wurden,
zeigen selbst bei einer Behandlung mit 30m U Sialidase fiir 60 Minuten kaum eine
Desialylierung d. h. es sind mehrere Spots im Bereich von pH 4-5,8 erkennbar, vergleichbar

mit der dazugehorigen Kontrolle ohne Sialidase (Abb. 15B).

A
pH 3.5 4 4.5 5 55
| | | I I
- Ohne Zusatz
- ManNAc
"l ' ManNProp
. '~mm ManNPent
— - ” ManNHept
B
pH 3.5 4 4.5 5 5.5

" Ohne Zusatz, 0,5 mU Sialidase A

ManNAc, 0,5 mU Sialidase A

ManNProp, 1 mU Sialidase A

'

~~ ManNPent, 30 mU Sialidase A

. . ManNHept, 0,5 mU Sialidase A
Abbildung 15: Isoelektrische Fokussierung von EPO-Proben nach A) 20-minitiger

Sialidasebehandlung mit 0,5 mU Sialidase bzw. B) nach 60-miniitiger Sialidasebehandung
mit den angegebenen Aktivitaten
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Kohlenhydrate bilden den grofiten Anteil der auf der Erde vorkommenden, lebenden
Biomasse. Sie haben neben der Rolle als Geriist-, Reserve- und Nahrungsstoffe vielfaltige
Funktionen und sind Bestandteil sowohl von Nukleinsduren als auch von Glykoproteinen und
Glykolipiden, welche Gegenstand der Glykomik sind, die sich als eigenstindige Richtung in
jingerer Zeit neben der Genomik und Proteomik zur Untersuchung von molekularen
Zusammenhidngen in lebenden Systemen etabliert hat. Die Glykokonjugate sind von
entscheidender Bedeutung fiir die Zellbiologie und sind an Prozessen wie Zell-Zell-
Erkennung, Differenzierung, Entwicklung aber auch an Wirt-Parasit-Interaktionen beteiligt.
Die Variabilitit des Proteoms wird durch die Glykosylierung erheblich erh6ht. Glykoproteine
und Glykolipide finden sich in Zellmembranen. Der Grofiteil von eukariotisch sezernierten
Proteinen ist ebenfalls glykosyliert. In den Glykanen von Sdugerzellen sind die Sialinsiuren,
welche aufgrund ihrer endstindigen Position und ihrer negativen Ladung fir molekulare
Interaktionen prédestiniert sind, eine essenzielle Komponente. Sialinsduren sind auch fiir die
Stabilitdit und Halblebenszeit vieler Glykoproteine verantwortlich. Die Verinderung der
natiirlichen Sialylierung durch artifizielle N-Acylmannosamine war Gegenstand dieser Arbeit.
Von Interesse war dabei die Veranderung der Resistenz derart verdnderter Glykane gegeniiber
Sialidase, die hier an EPO, einem der bedeutendsten therapeutischen Glykoproteine,
durchgefithrt und demonstriert wurde. Sialidasen bewirken die Desialylierung von Glykanen,
die dann vom Asialoglykoproteinrezeptor erkannt und abgebaut werden. Ausgehend von dem
Wissen iiber den Asialoglykoproteinrezeptor wiirde eine erhohte Resistenz gegeniiber
Sialidase zu einer langeren Halbwertszeit von Glykoproteinen wie EPO im Blutkreislauf
fihren. Die Modifikation der Sialylierung der Glykane durch nicht-natirliche N-
Acylmannosamine, die letztlich zu einer verlangerten Verweildauer von EPO in der Blutbahn
fihrt, wire von grolem Wert fiir die Lebensqualitit der damit behandelten Patienten.
Behandlungsdosen und -héufigkeit lieen sich reduzieren, was zudem die Verringerung von
Nebenwirkungen und Behandlungskosten zur Folge hatte. Weiterhin koénnte eine erhohte
Sialylierung der Glykane durch die Umgehung der Feedbackhemmung der UDP-GIcNAc-2-

Epimerase/ManNAc-Kinase, die Stabilitat des Proteins erhéhen.

5.1 Reaktion der Zellkulturen auf die zugesetzten N-Acylmannosamine
CHO-S-Zellen wurden in Zellkultur mit verschiedenen Mannosaminanaloga versetzt, die sich

von der natirlichen Sialinsdurevorstufe N-Acetylmannosamin durch die Léinge der
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Acylseitenkette unterscheiden. CHO-S-Zellen, deren Medium mit 10 mM ManHept versetzt
wurde, stagnierten im Wachstum und starben schlieilich ab, wohingegen sich die mit
ManNProp und ManNPent versetzen Zellkulturen, wie unbehandelte oder mit ManNAc
versetzte Kulturen verhielten. Erst bei Konzentrationen unter 2,5 mM sind die Zellen in der
Lage zu wachsen. ManNHept ist im Vergleich zu ManNAc, ManNProp und ManNPent stark
hydrophob und bildet bei hoheren Konzentrationen in Wasser ein Gemisch aus einer
wasserreichen Phase mit wenig ManNHept und einer wasserarmen Phase mit hoher
ManNHept-Konzentration. Daher ist anzunehmen, dass ManHept moglicherweise aufgrund

der hydrophoben Heptanoylseitenkette membranschadigend wirkt.

5.2  Nachweis neuartiger Sialinsauren in mit N-Acylmannosaminen behandelten
Zellkulturen

5.2.1 Gesamtsialylierungsgrad der Glykane von EPO-Streptagll

Die Sialylierung des EPOs aus mit den Sialinsaurevorlaufern versorgten Zellkulturen erreicht
nicht die maximal mégliche Sialylierung d. h. keines der Glykane weist eine vollstindige
Sialylierung auf und es gibt auch einzelne nicht sialylierten Glykane. Die Gesamtsialylierung
entspricht derjenigen, welche fiir EPO aus nichtsupplementierten CHO-Zellen beschrieben
wurde (Rice et al., 1992; Hokke et al., 1995). Anhand der 2D-Gelelektrophorese lasst sich die
Glykanstruktur und der Grad der Sialylierung nicht genau beschreiben. Zieht man die
Ergebnisse der MALDI-TOF-Massenspektrometrie in Betracht, kann davon ausgegangen
werden, dass die theoretisch mogliche komplette Sialylierung nicht erreicht wird, denn in den
Spektren der MALDI-TOF-Massenspektrometrie lassen sich neben tetraantenniren auch
triantennédre Glykane erkennen. Sowohl die tetraantenniren als auch die triantenniren
Strukturen sind nie vollstindig sialyliert. Die heterogene Sialylierung der Glykane fiihrt
aufgrund der negativen Ladungen der Sialinsduren zu entsprechend beziiglich der pI
unterscheidbaren Klassen von EPO, die sich in der isoelektrischen Fokussierung als diskrete
Spots darstellen lassen. Die Verteilung der Spots zeigt dabei keine Unterschiede beziiglich der
verwendeten Mannosaminderivate (Abb. 14). Daher kann davon ausgegangen werden, dass
der Sialylierungsgrad vergleichbar ist und keinen Einfluss auf den Verlauf der Experimente

mit Sialidase A hat.

5.2.2 N-Propanoylneuraminsaure und N-Pentanoylneuraminsaure
Der Einbau und die Verstoffwechselung der Mannosaminderivate zu den dazugehorigen

Sialinsduren wurden durch eine MALDI-TOF-Massenspektrometrie tberpriift. N-
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Propanoylneuraminséure und N-Pentanoylneuraminsidure konnten dabei erfolgreich in den
Glykanen von EPO-Streptagll nachgewiesen werden, nachdem EPO-Streptagll exprimierende
CHO-S-Zellkulturen mit den entsprechenden Vorldufern ManNProp und ManNPent
supplementiert wurden. Daraus kann man ableiten, dass sich diese Methode des
»Glykoengineering®“, also das Ersetzen der natiirlichen N-Acetylneuraminsidure durch
unnatiirliche N-Acylneuraminsiuren tiber die Supplementierung mit Mannosaminen, welche
andere Acylgruppen als die Acetylgruppe enthalten, auf zahlreiche Saugerzelllinien
iibertragen lasst. N-Acetylneuraminsaure wurde im Fall der Supplementierung mit ManNProp
vollstandig von der sich daraus ableitenden N-Propanoylsdure ersetzt. Bei der Verwendung
von ManNPent als Prékursor lief sich jedoch ein vereinzelter Einbau von N-
Acetylneuraminsdure im Spektrum nachweisen. Damit sind die Einbauraten dieser beiden
unphysiologischen Vorldufermolekiile im Vergleich zu Untersuchungen anderer Autoren
vergleichbar, die maximale Einbauraten von ca. 85-92 % (Collins et al., 2000; Keppler et al.,
2001; Grobe, 2008) beschrieben. Die etwas geringere Einbaurate von ManNPent im Vergleich

zu ManNProp lasst sich mit der langeren Acylgruppe erklaren und entspricht den Resultaten

anderer Veroffentlichungen (Jacobs et al., 2001; Keppler et al., 2001).

5.2.3 N-Heptanoylneuraminsaure

Die mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysierten Glykane von EPO aus den mit
2,5 mM ManNHept versetzten Zellkulturen zeigten keine Integration von Neu5Hept und
verhielten sich auch im Sialidaseassay wie die unbehandelte Kontrolle. Sterische
Inkompatibilitit der im Vergleich zu ManNProp und ManNPent lidngeren, lipophileren
Heptanoylkette zu den Enzymen der Sialinsduresynthese kénnte der Grund fiir die fehlende
Umwandlung in Neu5Hept sein. Dies stimmt mit Ergebnissen von Jacobs et al. iiberein, die
eine Limitierung der Integration von N-Acylmannosaminen feststellten, wenn deren
Acylgruppe mehr als 5 C-Atome aufweist, welche sie auf eine verringerte ManNAc-6-kinase-
Affinitdt der GNE zu den N-Acylmannosaminen mit lingeren Acylgruppen zuriickfithrten
(Jacobs et al., 2001). Dabei scheint die Phosphorylierung der Mannosaminderivate mit langerer
Acylseitenkette durch die MannAc-6-kinase-Einheit der GNE gehemmt zu sein, welche zum
Teil durch die GlcNAc-Kinase iibernommen wird (Hinderlich et al. 2005). Auch die Affinitat
der Sialyltransferasen zu Mannosaminanaloga mit langerer Acylseitenkette diirfte geringer
sein (Horstkorte et al., 2004; Horstkorte et al.,, 2004; Bork et al., 2007). Zudem durfte die
Verdrangung von ManNHept durch das mit ihm in Konkurrenz stehende ManNAc schon

allein aufgrund der im Vergleich zu ManNPent und ManNProp viel niedrigeren
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Einsatzkonzentration grofler sein. Hohere Konzentrationen konnten hier, bedingt durch die
toxische Wirkung von ManNHept nicht ausgetestet werden. Hier koénnte durch die
Verwendung von peracetyliertem ManNHept versucht werden, die Aufnahme in die Zellen zu
verbessern, da durch die Peracetylierung der bipolare Charakter des Molekiils iiberwunden
werden kann. Peracetylierte Sialinsiurevorldufer kénnen aufgrund ihres hydrophoben
Charakters besser die Zellmembran passieren und somit in wesentlich geringerer

Konzentration eingesetzt werden (Sarkar et al., 1995; Collins et al., 2000).

5.3  Resistenz der neuartigen Sialinsauren gegeniiber Sialidase und deren
Bedeutung fiir therapeutische Glykoproteine

EPO besitzt ein O-Glykan und drei N-Glykane, die aufgrund der Mikroheterogenitat nicht nur
unterschiedliche Antennéiritdten haben, sondern auch unterschiedlich stark sialyliert sein
konnen, d. h. es gibt nicht sialylierte, mono-, di-, tri- und tetrasialylierte Glykane. Dadurch
finden sich in einer EPO-Probe nach Anzahl der Sialylierungen unterscheidbare
Molekilpopulationen, die sich durch isoelektrische Fokussierung voneinander trennen lassen,
da jede am Molekill gebundene Sialinsdure eine zusétzliche negative Ladung mit ins Molekiil
bringt und somit zu einer Verschiebung des plI fithrt. Das hat zur Folge dass Glykoproteine wie
EPO mehrere diskrete pl haben, welche in einer 2D-Gelelektrophorese mit anschlieBendem
Westernblot als ein charakteristisches Bandenmuster sichtbar gemacht werden koénnen. Es
konnten keine wesentlichen Unterschiede zwischen den pl von EPO aus nicht
supplementierten und mit Mannosaminanaloga supplementierten Zellkulturen gefunden
werden, welche im Bereich von pH 4-5,8 liegen. Die Sialylierungsgrad der Glykane ist somit
variabel und entspricht den in der MALDI-TOF-Massenspektrometrie gefundenen
Ergebnissen. Bei der Behandlung mit Sialidase A wurde die Verringerung der Anzahl und die
Verschiebung der pl in Richtung héherer pH-Werte, was einer zunehmenden Desialylierung
entspricht, verglichen. Hier entspricht ein einzelner Spot bei pH 5,8 der vollstindig
desialylierten EPO-Population. Obwohl die Glykane von EPO nicht vollstiandig sialyliert sind,
fihrten die beiden Mannosaminderivate ManNProp und ManNPent zu einer deutlichen
Verzogerung der Abspaltung der daraus resultierenden Sialinsduren Neu5Prop und Neu5Pent
durch die Sialidase. Dabei bewirkte das Analogon ManNProp im Vergleich zur unbehandelten
bzw. mit ManNAc behandelten Kontrolle eine nur geringfiigige Erhohung der Resistenz,
wihrend das Analogon ManNPent eine sehr grof3e Erth6hung der Resistenz zur Folge hatte. Da
es sich um eine qualitative Methode handelt, lasst sich das genaue Mafy der Resistenz nicht
feststellen. Proben aus nicht supplementierten oder mit ManNAc behandelten Zellkulturen

waren schon nach 20 min Einwirkzeit bei einer Sialidaseaktivitit von 0,5 mU vollstindig
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desialyliert. Mit ManNProp supplementierte Proben benétigten 1 mU Sialidaseaktivitit und 60
Minuten bis zur Desialylierung wihrend mit ManNPent versetzte Proben selbst bei einer
Aktivitat von 30 mU nach einer Stunde noch mehrere Spots aufwiesen. ManNPent bewirkte
trotz der etwas geringeren Einbaurate eine fast vollstindige Resistenz gegeniiber der
verwendeten Sialidase A. Die Verlingerung der Acylgruppe diirfte hierbei der entscheidende
Faktor fiir die héhere Resistenz gegeniiber der Sialidase sein. Das deckt sich mit Ergebnissen
von Lieke et al., die eine mit der Acylseitenkettenlinge zunehmende Hemmung der
Desialylierung von membrangebundenen Glykanen durch die bakterielle Sialidase C fanden.
Sie fanden weiterhin eine erhohte Resistenz von 86-HG-39-Zellen gegen die Invasion des
Erregers der Chagaskrankheit, Trypanosoma cruzi, wenn deren Oberflichenglykane mit
Neu5Prop, Neu5But oder Neu5Pent sialyliert waren, und fithren dies auf die Hemmung der
Transsialidase des Erregers zuriick, die fiir dessen Infektionsfahigkeit eine wichtige Rolle
spielt (Lieke et al, 2011). Obwohl die Transsialidasen von Trypanosoma und bakterielle
Sialidasen eine unterschiedliche Funktion haben, sind deren katalytische Zentren konserviert
und weisen eine hohe Ahnlichkeit auf (Buschiazzo et al., 2000; Lieke et al., 2011). Durch die
verdnderte Acylgruppe konnten die Sialinsdurederivate von der katalytischen Domine
suboptimal gebunden werden, wodurch die Affinitdt der Kohlenhydrat bindenden Domine
verringert wird. Dies legen auch Studien anderer Autoren nahe, welche sich mit der
Modellierung von Sialinsdure-bindenden Strukturen, wie dem Hémaglutinin von
Influenzaviren (Keppler et al., 1998) und dem murinen Polyomavirus (Herrmann et al.,, 1997)
befassen. Die hier dargestellten Ergebnisse sind sowohl fiir die Produktion als auch fiir die
Verwendung von therapeutischen Glykoproteinen wie EPO von Bedeutung. Einerseits kann
durch die Erhéhung der Sialidaseresistenz durch ManNPent bzw. in geringerem Umfang auch
durch ManNProp die Zirkulationsdauer im Blut verbessert werden. Auch wenn nur wenig
tiber Sialidasen im Serum bekannt ist, konnte gezeigt werden, dass sialylierte Glykoproteine
desialyliert werden und vom Asialoglykoproteinrezeptor gebunden und aus dem Blutstrom
entfernt werden (Weiss und Ashwell, 1989). Andererseits werden Sialidasen schon beim
Produktionsprozess aus beschiadigten und absterbenden Zellen freigesetzt (Munzert et al,

1997), so dass auch hier eine Erh6hung der Sialidaseresistenz nutzbringend ist.

5.4  Ausblick
Die hier dargestellten Ergebnisse der Modifizierung der Sialylierung wurden in witro
gewonnen und lassen sich in Bezug auf medizinische Anwendungen nicht direkt auf das

humane System tbertragen. Hierfiir muss die Resistenz der verdnderten Glykane gegeniiber

54



5 Diskussion

Sialidasen in vivo am Tiermodell und in klinischen Studien iberpriift werden. Weiterhin muss
in Tierversuchen ausgeschlossen werden, dass die mit den Sialinsdurederivaten ausgestatteten
Glykane toxisch sind oder eine antigene Wirkung haben. Zumindest Neu5Prop scheint nicht
oder nur sehr schwach immunogen zu sein, da N-propanoyliertes Gruppe-B-
Meningokokkenpolysaccharid keine Immunreaktion auslost (Pon et al, 1997). Zudem
beeinflussen die Sialinsduren die Affinitdt von EPO zu seinem Rezeptor EPO-R. Die Bindung
von EPO an seinen Rezeptor wird durch die unter physiologischen Bedingungen negativ
geladenen Sialinsduren abgeschwicht, da der Rezeptor an der Bindestelle ebenfalls negative
Ladungen tragt, wodurch die minimale effektive Konzentration fiir sialylierte EPO-Spezies mit
jeder zusatzlichen Sialylierung steigt. Dennoch wird die minimale effektive Konzentration im
Falle der sialylierten EPO-Spezies verzogert unterschritten, weil diese langsamer durch den
EPO-Rezeptor und Asialoglykoproteinrezeptoren internalisiert werden. Die verringerte
Affinitat zum Rezeptor verringert jedoch nicht Dauer und Groéflenordnung der STATS5-
Phosphorylierung, die sich an die Rezeptorbindung anschlieit (Elliott et al., 2004). Es sollte
genauer untersucht werden inwiefern, sich die sterischen Anderungen, welche die neuartigen
Sialinsduren mit sich bringen, auf die Bindung von EPO an seinen Rezeptor und die

nachfolgenden Signaltransduktionswege auswirken.
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Die Anzahl fir therapeutische Zwecke zugelassener rekombinanter Glykoproteine hat in den
letzten Jahren stark zugenommen. Diese Glykoproteine werden iiblicherweise in
Saugerzelllinien hergestellt, um die sdugerspezifische Glykosylierung zu erhalten. Die
Beriicksichtigung der Spezifitit der Glykosylierung ist sehr wichtig, da sie einen groflen
Einfluss auf die pharmazeutischen Eigenschaften rekombinanter Glykoproteine hat. Die
duflere Position in den komplexen Glykanseitenketten der Proteine wird im Sduger zumeist
von Sialinsduren besetzt. Ihre Anwesenheit verldngert die Halblebenszeit von Serumproteinen,
welche ansonsten anhand der exponierten Galaktose von Asialoglykoproteinrezeptoren
erkannt und internalisiert werden. Die Sialinsiduren therapeutischer Glykoproteine werden
sowohl bei der Produktion als auch im Blutkreislauf von Sialidasen abgespalten, was zum
einen zu einer Verringerung der Produktionsqualitdt und zum anderen zu einer Verkiirzung
der Halblebenszeit im Patienten fiihrt. In der Biosynthese der Sialinsduren kann der natiirliche
Vorlaufer Acetylmannosamin, bedingt durch die geringe Spezifitit der ManNAc-Kinase, durch
andere N-Acylmannosamine ersetzt werden, was zur Bildung der entsprechenden N-
Acylneuraminsiuren mit neuen Eigenschaften fiihrt. In dieser Arbeit wurden die Glykane von
in CHO-S-Zellen exprimiertem EPO durch Zusatz von 10 mM N-Propanoylmannosamin bzw.
N-Pentanoylmannosamin zum Zellkulturmedium modifiziert. Die resultierende Sialylierung
mit N-Propanoylneuraminsiure und N-Pentanoylneuraminsiure konnte durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Die Sialidaseresistenz der neuartigen
Sialylierung wurde anschliefend in einem Verdau mit Sialidase A, der mithilfe einer 2D-
Gelelektrophorese analysiert wurde, untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass ManNProp und
insbesondere ManNPent zu einer Erh6hung der Resistenz der Sialylierung gegeniiber Sialidase
A fihren. Diese Vorlaufermolekiile koénnten sowohl dazu genutzt werden, den
Produktionsprozess therapeutischer Glykoproteine wie EPO zu optimieren, als auch die
Halblebenszeit im Blutstrom zu verlingern. Dadurch lieen sich die Behandlungsdosen
verringern bzw. die Behandlungsintervalle von Patienten verlangern, wodurch Therapiekosten
gesenkt und die Lebensqualitit erhoht werden konnen. Im Gegensatz zu ManNProp und
ManNPent erwies sich das ebenfalls verwendete ManNHept als zelltoxisch und wurde nicht in

die Glykane von EPO integriert.
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8 Thesen

8 Thesen

1. Ziel der Arbeit war es, die Sialylierung von Erythropoietin durch Mannosaminderivate
zu modifizieren und die Stabilitat dieser Sialylierung durch einen Sialidaseassey zu

iberprifen.

2. Die Sialylierung des rekombinant in CHO-S-Zellen exprimierten Erythropoietins sollte
durch  Zusatz der Mannosaminanaloga N-Propanoylmannosamin, N-
Pentanoylmannosamin und N-Heptanoylmannosamin zum Zellkulturmedium

verandert werden.

3. Das Zellwachstum wurde von N-Propanoyl- und N-Pentanoylmannosamin bei einer
Konzentration von 10 mM nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu erwies sich

Heptanoylmannosamin bei Konzentrationen tiber 2,5 mM als zelltoxisch.

4. Der Einbau der Sialinsduren N-Propanoyl- und N-Pentanoylneuraminsiure in die
Glykane EPOs konnte massenspektrometrisch mit MALDI-TOF nachgewiesen werden.
Es stellte sich heraus, dass die native N-Acetylneuraminséaure gré3tenteils von diesen
Sialinsduren verdriangt wurde. Heptanoylneuraminsiure wurde dagegen nicht in die

Glykane von EPO integriert.

5. Aufgrund der negativen Ladung der Sialinsduren hat EPO in Abhéangigkeit des
Sialylierungsgrades mehrere Molekiilklassen unterschiedlicher pl, die sich durch eine
2D-Gelelektrophorese sichtbar machen lassen und typischerweise in einem Bereich
von pH 4-5,8 als diskrete Spots auftreten, wobei die Sialylierung mit zunehmenden
pH-Wert abnimmt. Wird EPO vollstandig desialyliert, tritt nur noch ein Spot im
Bereich von pH 5,8 auf. Im Vergleich zu N-Acetylneuraminsiure zeigen die mit N-
Propanoylneuraminsdure und insbesondere mit N-Pentanoylneuraminsiure

sialylierten Glykane eine erhohte Resistenz gegen die Abspaltung durch Sialidase A.

6. N-Propanoyl- und N-Pentanoylmannosamin konnten dazu genutzt werden die
Qualitét der Sialylierung von EPO schon beim Produktionsprozess zu verbessern, da
hier die Glykane durch Sialidasen, die aus abgestorbenen Zellen freigesetzt werden
desialyliert werden. Durch eine erhohte Halblebenszeit im Blutstrom konnen die
Behandlungsdosen herabgesetzt werden bzw. die Behandlungsintervalle verldngert
werden, was zur Senkung der Therapiekosten und zur Steigerung der Lebensqualitat

der Patienten fuhrt.
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