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1. Zusammenfassung

Wiahrend Schnecken lange Zeit vor allem als landwirtschaftliche Schadiinge und
Zwischenwirte humanpathogener Parasiten bekannt waren, entwickeln sie sich immer
mehr zu interessanten Forschungsobjekten auf dem Sektor der Glykobiologie. Sie
besitzen ein weit reichendes Spektrum an Glykosylierungsmoéglichkeiten, welches es
ihnen ermdglicht unterschiedlichste Varianten komplexer N-Glykanstrukturen zu
synthetisieren. Gastropoden scheinen Glykanmuster verschiedener Organismen zu
vereinen. So konnten bislang neben hoch- und paucimannosidischen N-Glykanen
pflanzentypische Modifikationen, wie {31,2-gebundene Xylose und a1,3-gebundene
Fukose, sdugerspezifische Glykanstrukturen, wie endsténdige Sialylierungen und a1,6-
gebundene Fukose, sowie Methylierungen, wie sie in Nematoden gangig sind,
nachgewiesen werden. In der Literatur finden sich Untersuchungen des
Sauerstofftransportproteins Hamocyanin  einiger Schnecken, weitere Arbeiten

beschéftigen sich mit dem Glykanspektrum der Nacktschnecke Arion lusitanicus.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 7 Schneckenarten untersucht, darunter
Nackt-, Gehduse-, Land- und Wasserschnecken, sowie — wo verfigbar - auch
Zellkulturen und Eier.

Es wurden Rohextrakte der verschiedenen Schneckengewebe hergestellt, im Fall der
ausgewachsenen Schnecken wurden Haut und Viscera (Eingeweide ohne Darm)
getrennt analysiert. Nach proteolytischem Abbau mit Thermolysin oder Pepsin, wurden
die N-Glykane durch Behandlung mit PNGase A (Peptid-N-Glykanase A) abgespalten
und far nachfolgende Préaparationen mittels HPLC mit 2-Aminopyridin
fluoreszenzmarkiert. Fir Monosaccharidanalysen wurde ein Teil der aufgereinigten N-
Glykane mit Trifluoressigsaure hydrolysiert und mit Anthranilsdure markiert. Dabei
konnten in allen analysierten Proben methylierte Galaktose, Xylose und Fukose

nachgewiesen werden.

Anaiysen der Giykoproieine wurden eiekiopnoietiscin  via S0S-PAGE  uind
anschlieRenden Western-Blots durchgefiihrt. Durch spezifische Detektion mit Lektinen
und enzymatischem Abbau mit Sialidase und PNGase F (N-Glykosidase F) konnten
endsténdig sialylierte N-Glykane in Planobarius corneus (Posthornschnecke)
nachgewiesen werden. Mehrfach konnten auch endstdndige Sialinsduren detektiert
werden, die nicht N-glykosidisch gebunden waren.
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Weitere Analysen der aufgereinigten N-Glykane wurden massenspektrometrisch
durchgefiihrt. Dabei wurden in Zellen von Biomphalaria glabrata (tropische
Wasserschnecke) und Eiern von Achatina fulica (Achatschnecke) neben
hochmannosidischen methylierten und nichtmethylierten Strukturen auch komplexe
endstandig sialylierte, zum Teil fukosylierte N-Glykane detektiert. Hinweise auf sulfatierte
Glykane konnten ebenfalls ermittelt werden. Einige der Strukturen konnten durch

enzymatische Abbauvorgdnge bestéatigt werden.

Im Zuge dieser Arbeit konnten die Untersuchungen der Glykosylierungsmuster in
Gastropoden neben Arion lusitanicus auch auf andere Schneckenarten ausgeweitet
werden. Endstdndige Sialinsaduren, Fukose, Xylose, terminale Methylgruppen und
eventuell Sulfatreste konnten als gangige Bausteine komplexer N-Glykane vieler
Schneckenarten bestétigt werden.

Aufgrund ihrer Vielfdltigkeit kénnten Schnecken in der Zukunft als glykobiologische
Modellorganismen fungieren, weiters besteht die Hoffnung neue Zellkulturen fur die

Produktion rekombinater Glykoproteine entwickeln zu kénnen.
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2. Einleitung
2.1. Glykane

Als Glykokonjugate bezeichnet man an Proteine oder Lipide gebundene Mono-, Oligo-
oder Polysaccharide. Man unterscheidet Glykoproteine, Glykolipide und
Glykosylphosphatidylinositolanker [1].

Die Zuckeranteile der jeweiligen Struktur werden als Glykane bezeichnet. Die Bausteine
der Glykane - die Monosaccharide — unterscheiden sich nicht von jenen, aus denen
energie — und speichertechnisch relevante Kohlenhydrate, wie Starke, Glykogen,
Saccharose und Laktose, aufgebaut sind. Jedoch ist das Spektrum der in Glykanen
vorkommenden Monosaccharide wesentlich breiter. Neben den ,Klassikern* wie Glukose
und Galaktose sind auch Mannose, Fukose und Xylose, Aminozucker wie N-
Acetylglukosamin, aber auch geladene Monosaccharide wie Zuckersiduren und
Sialinsduren keine Seltenheit.

Die biologischen Funktionen der protein- und lipidgebundenen Glykane sind sehr
unterschiedlich und noch nicht vollstindig erforscht. Glykosylierte Strukturen findet man
an der Oberflache von Zellmembranen, im Blutplasma und in der extrazellularen Matrix.
Glykane haben einen wesentlichen Einfluss auf strukturelle und funktionelle
Eigenschaften der Proteine und Lipide an die sie gebunden sind. Sie bewirken
zielgerichteten Transport, Erkennungsreaktionen, Differenzierung, Signalvermittiung,
Proteinfaltung, Stabilitat und Léslichkeit [2].

Glykosylierung von Proteinen ist eine komplizierte co- und posttranslatorische
Modifikation, die die Vielfaltigkeit des Proteoms noch verstérkt [3].

Glykoproteine werden in O- und N-Glykane unterteilt, abhangig von der Bindung
zwischen Protein und Oligosaccharid. N-Glykane I6slicher Plasmaproteine sind die am
besten untersuchte und verstandene Gruppe von Glykokonjugaten, was historisch mit
der einfachen Verfigbarkeit von Serum und den darin enthaltenen Glykoproteinen zu
erkldren ist [2].

2.1.1. O-Glykane

O-Glykane kénnen a- oder f-glykosidisch mit dem Sauerstoffmolekill eines
Aminosaurerestes eines Proteins verbunden sein. Fir O-Glykosylierung von Proteinen
ist, im Gegensatz zur N-Glykosylierung keine einheitliche Konsensussequenz notwendig,
meistens sind O-Glykane jedoch an Serin oder Threonin gebunden, N-
Acetylgalaktosamin ist haufig das erste Zuckermoleku!. Diese O-Glykanstruktur wird als
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Mucin-Typ bezeichnet und kommt in héheren eukaryotischen Zellen, nicht jedoch in
niedrigen Eukaryoten und Prokaryoten vor [1].
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Abb. 1: Bindungsmdglichkeiten von O-Glykanen [4]

Die Synthese der O-Glykane erfolgt posttransliatorisch im Golgi-Apparat. Die
Monosaccharide werden einzeln von Glykosyltransferasen an die wachsende
Oligosaccharidkette angefugt [5]). Als Donor-Molekile dienen, wie auch bei der finalen
Maodifikation der N-Glykane im Golgi-Apparat Nukleotid-Zucker. Die
Variationsméglichkeiten der O-Glykane sind noch wesentlich groRer, als die der N-
Glykane. Allein in Saugetieren wurden bislang 8 verschiedene Core-Strukturen

nachgewiesen, wobei die Core-Typen 1 und 2 bei humanen Proteinen bei weitem

Uberwiegen.
Glc.\’AcBl-\
p yGalNAca —Ser/Thr 6‘ CalNAco ~Ser/Thr
Galfil Galpl e
Abb. 2a: Core 1 Typ von O-Glykanen Abb. 2b: Core 2 Typ von O-Glykanen

Die Core-Strukturen kénnen zu linearen oder verzweigten Oligosaccharidketten
verldngert werden, die haufig aus repetitiven Disaccharideinheiten bestehen. Als
endstandige Zucker findet man Fukosen, Sialinsduren und Sulphat-Reste [6].

O-Glykane des Mucin-Typs findet man in Schleimhauten, wo sie wasserspeichernde und
antibakterielle  Schutzfunktion haben [1,2]. Weiters sind O-Glykane an
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Adhasionsvorgangen beteiligt und tragen zur Invasion und dem Uberleben von
Pathogenen und malignen Zellen im Kérper bei [6].

Gut bekannte Strukturen findet man im ABO-Blutgruppen-System wieder. Die Struktur
der Blutgruppen-Antigene entspricht jener der O-Glykane, allerdings kdnnen sie auch als
N-Glykane oder Glykolipide gebunden vorkommen [1].

GalNAcal —3Galpl—R Galoel —3Galffl—R Galfl—R
- o -
74 /- 2
Fucul/ Fucel Fuco l/
A B (o]

Abb. 3: ABO-Blutgruppen-Antigene

2.1.2. N-Glykane

N-Glykane sind Gber den reduzierenden Zucker N-Acetylglukosamin der einheitlichen
Core-Struktur (Man;GIcNAc,;) kovalent mit dem Amidstickstoff von Asparagin in der
Aminosaurekette eines Proteins verbunden, wobei dafir die Konsensussequenz Asn-X-
Ser/Thr erforderlich ist (X steht fur jede beliebige Aminosédure aufler Prolin). Allerdings
bedeutet das Vorhandensein einer Konsensussequenz nicht zwangslaufig, dass eine
Glykosylierung vorliegt. Nur ca. ein Drittel der mdéglichen Glykosylierungsstellen
sekretierter Glykoproteine ist auch tatsdchlich glykosyliert. Die Proteinglykosylierung
findet co-translatorisch im Endoplasmatischen Reticulum (ER) und im Golgi-Apparat von
eukaryotischen Zellen statt [6, 7].

Uber die Glykan-Synthese in Bakterien gibt es noch kaum Informationen, da lange Zeit
nicht bekannt war, dass Bakterien Uberhaupt Fahigkeiten zur Glykosylierung besitzen.
Erste Beobachtungen Uber N-Glykane an Proteinen in Camylobacter jejuni, einem
gramnegativen Bakterium, wurden 1999 von Symanski et.al publiziert [8].

Manal
g-.\lanﬁ1--le;\’:\cﬁl-4Glc.\":\.cﬂl-.~\sn
Manal

Abb. 4: Core-Struktur von N-Glykanen
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Die Synthese der N-Glykane kann grob in 3 Schritte eingeteilt werden:
1.) Synthese eines Dolichol-gebundenen Oligosaccharid-Precursor
2.) En bloc Transfer des Oligosaccharids auf die wachsende Polypeptidkette

3.) Prozessieren des Glykans

Zunachst wird an der cytoplasmatischen Seite der ER-Membran die Oligosaccharid-
Struktur (MansGIcNAc,;) an Dolicholphosphat gebunden, wobei die Monosaccharide
einzeln via UDP-GIcNAc bzw. GDP-Man Ubertragen werden. Sodann klappt die gesamte
Struktur auf die Lumenseite des ER. Dieser Vorgang wird vermutlich von einem
membrangebundenen Enzym katalysiert, der genaue Méchanismus dieser ,Flippase" ist
noch weitgehend unbekannt.

Auf der Lumenseite werden weitere 4 Mannosen und 3 Glukosen an das Oligosaccharid
angefiugt, die aber nun als Dolichol-P-Man bzw. Dolichol-P-Glc angeliefert werden, da die
Nukleotid-Diphosphate die ER-Membran nicht passieren kénnen [1, 2].

% Dolichol e Phosphate (P)

O Man |l GlcNAc A Gic

UDP-GIcNAc GDP-Man Cytoplasm
Dolichol-P AR AN

RARIRRARIRARRARSIAAIAR
HENS IS nS Y

N
ARRSIARR ﬂﬁﬁgﬂﬂﬂ R
BT SBETTH SRS TS NDS
7R 7Ry
Dolichol-P M Dolichol-P Protein acceptor
Man Glc

R Lumen-of
- Endoplasmic reticulum

DOIIChOl P Man Dollchol P Gle

p_ ¢

QOOOQTYO OO0O0OOCOOOOOO0O00
ugﬁlglgaﬂl i1 t%lj“ HH I\HHH%\JH ,”””““\““Q'”””““H‘”““”“ﬁ TRTR]

GDP-Man UDP-Glc Cytoplasm

Abb. 5: Synthese eines N-Glykan-Precursors [1]

Das fertige Precursor-Oligosaccharid (GlcsMangGlcNACc,) wird im Lumen des ER von
einer Oligosaccharyltransferase auf die wachsende Polypeptidkette, die vom Ribosom
ebenfalls ins Lumen des ER entlassen wird, Ubertragen. Nachdem die B-glykosidische
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Bindung hergestellt und die Translation abgeschlossen ist, werden die drei Glukosereste
abgespalten, die entsprechenden Enzyme werden als Glukosidasen bezeichnet.

Im Anschluss daran erfolgt die Faltung des neu synthetisierten Proteins. Ist diese korrekt,
wird eine Mannose entfernt und das Glykoprotein mit der Glykanstruktur MangGIcNACc; in
den Golgi-Apparat transportiert. Dort erfolgt nun die weitere Modifikation des
Glykoproteins, es entstehen die drei Grundtypen von N-Glykanen: der
hochmannosidische, der komplexe und der hybride Typ (2, 7].

Manal—Manal
, ‘Mnnal\
Manal— Manal $Mang1-4GIeNACBI-4GIcNACB1-Asn

Manal— Manal —!Manal

Abb 6: Hochmannosidischer N-Glykan Typ

Siaa2-3/6Galp] 4GIcNAcB1-Manaly
§ Mang14GIeNACB1-4GIENACB1-Asn
Siaa2-3/6Galpl-4GlcNAcpl-2Manal

Abb 7: Komplexer, diantennérer N-Glykan Typ

Manal \
6
‘Mnna.l\
Manal 7

Galgl-4GleNAcgl-2Manal

$ManB1-4G1eNAcB1-4G1cNACE1-Asn

Abb 8: Hybrider N-Glykan Typ

2.1.3. Erkennung von Glykanstrukturen

Eine der wichtigsten Funktionen der Glykokonjugate ist die Vermittlung von Interaktionen
zwischen Zellen. Sowohl zwischen zwei Korperzellen eines Organismus, als auch
zwischen Wirt und Eindringling.

Die Glykane auf Membranproteinen und -lipiden bilden gemeinsam den sogenannten
Glykocalyx, der in der Zell-Zellerkennung sozusagen an vorderster Front agiert [2].
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Die Erkennung von Glykanstrukturen erfolgt durch Lektine, kohlenhydratbindende
Proteine, die weder zu den Antikérpern noch zu den Enzymen gezahit werden. Die
Bindung von Glykan-Epitopen durch Antikérper findet nur bei der Unterscheidung
zwischen k&rpereigen” und kérperfremd” statt.

Die ersten Lektine wurden in Pflanzen gefunden, heute geht man davon aus, dass alle
Organismen Lektine produzieren. Lektine binden mit hoher Spezifitdt und Selektivitat an
bestimmte Kohlenhydratreste, jedoch ist ihre Funktionsweise nicht vollstandig aufgeklart.
Sie kénnen - mussen jedoch nicht - zu ,Cross-linkages" und Zellagglutination fuhren. Um
eine Saccharidstruktur binden zu kénnen, ist meist nicht nur der endstandige Zuckerrest
ausschlaggebend, das ,Kohlenhydrat-Epitop* muss eine bestimmte Struktur aufweisen,
die aus zwei oder mehr Monosacchariden in bestimmter Bindung bestehen kann.
Pflanzenlektine binden meistens an Zuckerstrukturen, die nicht von der Pflanze selbst
gebildet werden. Beispiele sind Sambucus nigra und Maackia amurensis, die spezifisch
endsténdige Sialinsduren binden, wie sie in erster Linie in Sdugern vorkommen. Diese
Eigenschaft lasst die Vermutung zu, dass Pflanzenlektine als Schutz gegen Schéadlinge
und Infektionen dienen und somit die Funktion eines ,primitiven Immunsystems* erftllen.
Aus demselben Grund eignen sie sich auch zur Reinigung und Detektion von

Glykoproteinen [5].

2.1.4. Glykosylierung verschiedener Organismen

Der hochmannosidische N-Glykan Typ kommt vor allem in Hefen vor. Glykane mit bis zu
150 Mannosen kénnen gebildet werden. Pauci- und oligomannosidische Strukturen bis
Man9 kommen in nahezu allen Organismen vor. Der komplexe Typ ist weit verbreitet,
Vorkommen und Bindung der verschiedenen Monosaccharide variieren je nach

Organismus.

Merkmale der in Pflanzen vorkommenden komplexen N-Glykane sind a1,3-gebundene

Ciilrmman 1mad QA4 O _mab e v bRAmAimAn Aananaan hacida mstemad ki £
T UNRUOC Uil Ve YT uUNIUCHIC 7y L UIYTH Iviviivoavui iatiuce Sl riauliy

Mannosen oder Galaktosen [9].
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Abb. 9: Typische N-Glykan Strukturen in Pflanzen [1, 4]

In Insekten wurde sowoh! a1,3 als auch a1,6-gebundene Fukose nachgewiesen, jedoch
keine Xylose. In sehr frihen Entwicklungsstadien konnten auch sialylierte Glykane in
Drosophila malanogaster detektiert werden, dabei handelt es sich jedoch um &uflerst
seltene Modifikationen. In ausgewachsenen Insektenzellen wurden keine Sialinséduren
gefunden [10, 11].

Fucal

Manaly |

6
f&!auBlAG]cNAcBI-#GlcS\IAcBl-Am

GnlN.-\cﬁl-'thlcNAcBl-zManal/ i l

' Fucal
Fucal

Abb. 10: N-Glykan Struktur in Insekten [4]

Wahrend a1,6-gebundene Fukose auch in humanen Glykokonjugaten vorkommt, sind
Xylose und a1,3-gebundene Fukose pflanzentypische Modifikationen und oft Ausloser
allergischer Reaktionen, wie sie bei Nahrungsmittel- und Bienengiftallergien auftreten.
Das Trisaccharid Galp1,3[Fuca1,4]GIcNAc (Lewis A Antigen) stellt eine mdgliche
Ursache von allergischen Kreuzreaktionen, z.B. zwischen Nahrungsmittel- und
Pollenallergien, dar [12].
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Fukose in a1,6 Bindung sowie endstindig gebundene Sialinsduren wurden in
Saugetieren nachgewiesen, wobei in erster Linie N-Acetyl-Neuraminsaure fir Menschen

spezifisch ist.

Fucal
Siaa2 3/6Galg1GINASL-Manaly L
3Mnnﬁl4GlcNAcBl-4GlcN.-\cﬁl-Asn
Siaa2-3/6Galgl-4GlcNAcpl-2Manal

Abb. 11: Typische N-Glykan Struktur von Sdugern

2.1.4.1. Sialinsduren

Sialinsduren sind alle natirlichen und synthetischen N- und O-Derivate der
Neuraminsaure. Aufgrund unterschiedlicher Substitutionen an C4, C5, C7, C8 und C9
wurden bisher (iber 40 verschiedene Derivate gefunden [10, 13]. In Menschen kommt
hauptséachlich N-Acetyl-Neuraminsdure (Neu5Ac) vor, nur in Embryos und Tumorgewebe
wurde die an der Acetylgruppe hydroxylierte N-Acetyl-Glykolylsdure (Neu5Gc) gefunden.
Sialinsduren werden im Golgi-Apparat von Sialyltransferasen endstandig in a2,3, a2,6
oder a2,8 Stellung an Glykane gebunden. Als Donor dient im Gegensatz zu anderen
Monosacchariden CMP-Sia [14].

WN ; COOH
HO OH
5 o}

Abb. 12: N-Acetyl-Neuramins3ure (Neu5Ac)

Die Bedeutung von endstadndig sialylierten Glykoproteinen im menschlichen Organismus
liegt vor allem in der Erkennung von kérpereigenen Molekulen [15]. Die Sialylierung hat
einen wesentlichen Einfluss auf die Verweilzeit eines Glykoproteins im Stoffwechsel [16].
Diese Schutzfunktion des Kdérpers ermdéglicht die schnelle Detektion fremder nicht-
sialylierter Zellen und die Elimination via Komplementsystem. Auf der anderen Seite sind
viele Pathogene auf die Erkennung und Bindung von endstdndigen Sialinsduren
konditioniert, um in den Wirt eindringen zu kénnen. Andere Mikroben sind darauf
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spezialisiert Sialinsduren an ihrer Oberfldche zu prasentieren um die Glykosylierung des
Wirts zu imitieren und das Immunsystem und andere Abwehrmechanismen 2zu

unterlaufen [15].

Im Fall von Influenzaviren werden Sialinsauren an der Zelloberflaiche des Wirts von dem
Hullenprotein Hamag!utinin erkannt. Nach Aufnahme in die Zelle wird der Sialinsaurerest
von einer Neuraminidase abgespalten und das Virus damit freigesetzt. Die
verschiedenen Subtypen der ausschlaggebenden Enzyme fihren 2zu den
charakterisierenden Bezeichnungen unterschiedlicher Influenzavirus-Typen (z.B. H5N1,

Erreger der Vogelgrippe) [17, 18].

Ein weiteres Beispiel fur die Beeinflussung des Immunsystems durch Glykane, allerdings
unter Verwendung eines anderen Mechanismus, ist das an der Kapseloberflache des
Hepatitis C Virus vorkommende Glykoprotein E2, welches die Erkennung des Virus durch
die T-Zellen herabsetzt. Die Entfernung der N-Glykane dieses Proteins filhrt zu einer
verstarkten Immunantwort bei Infektion mit Hepatitis C [19]. Uber die Glykanstruktur
selbst gibt es noch keine Informationen. Reaktionen mit den C-Typ Lektinen DC-SIGN
und L-SIGN lassen die Vermutung zu, dass die Glykanstruktur Mannosen enthélt. Die
positive Reaktion mit Calnexin, einem lektin-dhnlichen Chaperon des ER deutet auf
Glukosereste hin [20].

2.1.5. Wissenschaftliche Bedeutung von Glykanen

Durch immer weiter entwickelten Detektionsmdglichkeiten und das damit zunehmende
Wissen Uiber Funktion und Vorkommen von Glykoproteinen gewinnt ihre Bedeutung auch
in der medizinischen und pharmazeutischen Forschung und Diagnostik immer mehr an
Gewicht. Die Bereiche in denen Glykosylierungen eine Rolle spielen, sind genauso
weitreichend wie die Funktionen der Glykokonjugate selbst. Allergien, Krebs,
Xenotransplantationen, Infektionen durch Viren, Bakterien und Parasiten, aber auch der
immer grober werdende Ma
einige der relevanten Bereiche dar mit denen die Forschung heutzutage konfrontiert ist.

Um rekombinante Glykoproteine herstellen zu kénnen, die fur den therapeutischen
Einsatz in Frage kommen, muss sicher gestellt sein, dass die Glykosylierung mit der des
Zielorganismus Ubereinstimmt. Im Fall von humanen Therapeutika spielt vor allem die

endstandige Sialylierung und die Vermeidung von allergenen Strukturen eine Rolle.
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Bei der Entwicklung von Expressionssystemen fur rekombinante Glykoproteine stellt sich
die Frage der genetischen Fahigkeit von Organismen zur (humanen) Glykosylierung und
Sialylierung. Aktuelle Forschungen beschaftigen sich mit der Eignung von Arabidopsis
thaliana als Expressionssystem fur sialylierte Glykokonjugate [21, 22, 23].

2.2. Aktuelle Forschungsgebiete im Zusammenhang mit Glykosylierung
2.2.1. Schistosoma

Unter Schistosomiasis (frGher Bilharziose) werden die Krankheitssymptome
zusammengefasst, die durch Infektion mit verschiedenen Stdmmen des Parasiten
Schistosoma hervorgerufen werden. Diese Trematoden benutzen als Zwischenwirt
SufRwasserschnecken, wie sie in warmen stehenden Gewassern der Tropen und
Subtropen vorkommen. Ein typischer Zwischenwirt von Schistosoma mansoni ist die
tropische Wasserschnecke Biomphalaria glabrata, Endwirt dieses Stammes ist der
Mensch.

2.2.1.1. Biologie der Schistosoma

Schistosomen sind getrenntgeschlechtliche Trematoden deren Lebenszyklus zwischen
dem Endwirt Wirbeltier und dem Zwischenwirt Schnecke alterniert. Drei humanpathogene
Vertreter sind Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum und Schistosoma
haematobium. Die Parasiten werden auch Parchenegel genannt, da Mannchen und
Weibchen als Paar leben. Die von den Weibchen gelegten Eier werden ins Blut
abgegeben, von wo aus sie in die Blase, in den Darm und in andere Organe des Kérpers
gelangen. Uber menschliche Ausscheidungen gelangt ein Teil der Eier ins Wasser, wo
die Miracidien schlipfen. Diese dringen in den Zwischenwirt ein und entwickeln sich in
der Mitteldarmdrise zu sogenannten Gabelschwanzcercarien. Letztere werden mit den
Ausscheidungen der Schnecke wieder ins Wasser abgegeben. Sobald ein passender
Endwiit gefundein ist, diingt die Cercarie duich die Haut it i
dabei ihren Gabelschwanz. Es erfolgt die weitere Entwicklung zu noch unreifen
Schistosomula, die in der Lunge leben. Erst zur Paarung wandern die ausgewachsenen
Schistosomen in die Pfortader wo eine lebenslange Verbindung von Mannchen und
Weibchen erfolgt. [24, 25].
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Cercarie

Schnecke

Abb. 13: Lebenszyklus von Schistosoma mansoni [1]

Die Symptome im Zusammenhang mit einer Infektion durch Schistosoma héngen von
den jeweils befallenen Organen ab. Sie reichen von Fieber, Mldigkeit, allergischen
Reaktionen, Eosinophilie und Anadmie bis zu Blasenkrebs, Veradnderungen der
Darmwand, chronischen Leber- und Milzschidden [25). Die Reaktionen des
Immunsystems des Endwirts sowie die Interaktion zwischen Parasit und Zwischenwirt

scheinen in hohem MaRle von Glykokonjugaten beeinflusst und gesteuert zu werden.

2.2.1.2. Glykosylierung

O-Glykane

Einige der Oberflichen-Glykokonjugate der ausgewachsenen Schistosomen zeigen
dieselbe Struktur wie humane O-Glykane des Mucin-Typs. Diese Strukturen werden im
Y Cal

numanen Organismus mil  Auloimimunieastionen und in weiterer o

Entstehung von Krebs in Zusammenhang gebracht [1, 24].

GalNAcal-Ser/Thr GglNAcal-Ser/Thr
Galpl”
Tn-Antigen T-Antigen

Abb. 14: O-Glykane des Mucin Typs
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Zwei der ersten, als immunogen identifizierten Glykoproteine aus dem Verdauungstrakt
von ausgewachsenen Schistosoma sind das zirkulierende anodische Antigen (CAA) und
das zirkulierende kathodische Antigen (CCA). CCA lasst sich durch einen hohen Anteil
endstandiger Galaktosen, sowie Fukosylierungen in a1,3-Bindung charakterisieren. Poly-
Lewis X Strukturen fihren zur Bildung von Glykoproteinen mit bis 2zu 80%
Kohlenhydratanteil. CAA ist aus N-Acetylgalaktosaminen und Glukuronsauren aufgebaut

ist, wobei die Core Struktur noch nicht ermittelt werden konnte.

Lewis X Antigen

— GalB1-4 GlcNAcf1
\6
GalNAcol-Ser/Thr

—Galﬁl/3

Abb. 15: Typische Struktur des CCA aus adulten Schistosoma [24]

]

GleApI,
( - -Acﬁl-6—>GalNAcﬂl-6-Con-Sermtr

nz>4
Abb 16: Typische Struktur des CAA [24]

Die O-Glykane des cercariellen Glykocalyx bestehen aus mindestens 60
Monosaccharidresten, neben N-Acetylglukosamin und N-Acetylgalaktosamin ist Fukose
der dominierende Zucker. Eine Glykanstruktur dieses Aufbaus wurde in noch keinem
anderen Organismus gefunden und 16st im infizierten Individuum starke Immunreaktionen
aus [26]. Dieser komplexe, hoch fukosylierte Glykocalyx I6st sich ab und wird durch eine
anders glykosylierte Oberflaiche ersetzt, sobald die Cercarien in den Endwirt
eingedrungen sind [27].

+ Fucal-2Fucel-2Fucel-2

6

|
¥ Fucel-2Fuce] -3 (—Ga]NAcl} 1-4GleNAcp1-3Galal -3) GalNAcB1-4 GleNAcB!
* Fucol-2 Fucal-2Fucel -2 n24 CalNAcel-Ser/Thr

| 3
tFuml-zruml-3(-camm-pl.4cu:NAcpl-3ce1n1-3 GalNAcP1-4GleNAcB1-3Galp1”

n>4

Abb. 17: Hoch immunogene O-Glykan Struktur des cercariellen Giykocalyx [24]
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N-Glykane

In Schistosoma wurden sowohl hochmannosidische als auch komplexe N-Glykane
gefunden. Die Glykane des komplexen Typs reichen von di- bis tetraantennar und
werden aus den Bausteinen LacdiNAc (LDN), LacdiNAc-F (LDN-F) sowie LacNAc (LN)
und Lewis X (Le*, LN-F) gebildet [26]. Auch Core-a1,6-gebundene Fukose wurde
nachgewiesen. Es konnten weder Sialinsduren noch Sulfatgruppen in Glykoproteinen
von Schistosoma nachgewiesen werden. Bislang gibt es keine Publikationen Gber

endstéandig methylierte Glykane in Schistosoma.

+ Fucal

6
$ ManB1-4GIeNAB1-4GIcNAS1-Asn
GalNAcgl-4GleNAcegl-2Manal

3

+ Facal
LN
Le* V4
'S f ~ Galp1-4GleNACB1
Fucal 6 + Fucal
! - Galp1-4GIeNAcP1-2 Manaly (ls
-Galp1.4GicNAcp1-3] ¢ $ManB1-4GIeNAe81-4G1eNAcB]1-Am
e -Galp1-4GleNAcf1 —2Manal
= 4
1 bis 10 /

\ — Galfi1-4GleNAcf1

Abb. 18: Komplexe N-Glykan Strukturen aus Schistosoma [24]

Die Lewis X Struktur kommt damit sowohl auf O- als auch auf N-Glykanen vor,
flachendeckend allerdings nur in Schistosomula und ausgewachsenen Schistosoma, in
den Miracidien fehit sie véllig, in den Cercarien ist sie nur in Spuren zu finden. In allen mit
Schistosoma infizierten Individuen konnten Antikérper (IgM und 1gG) gegen das Lewis X

Antigen nachgewiesen werden [24, 27].
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In N-Glykanen aus Schistosomen Eiern konnte neben a1,3- und a1,6-gebundener
Fukose auch f(1,2-gebundene Xylose nachgewiesen werden [26]. Wahrend die
Xylosylierung sich im Fall von S. japonicum auf die Eier beschrankt, finden sich bei S.
mansoni auch in den Cercarien xylosylierte Strukturen. a1,3-Fukose und (1,2-Xylose
stellen bekanntermallen die typischen Epitope in Pflanzenallergenen dar, die von IgE
erkannt werden [28]. Diese Glykanstrukturen kénnten auch fir die starke Immunantwort
des infizierten Individuums zum Zeitpunkt der Eiablage verantwortlich -sein. Medizinisch
gesehen beginnt zu diesem Zeitpunkt die chronische Phase der Infektion. Nur etwa 50 %
der Eier werden vom Wirt ausgeschieden, der Rest verbleibt im Kérper und wird Uber den
Blutkreislauf verteilt. In kleineren GefaRRen bleiben die Eier stecken, es kann zu
dauerhaften Entzindungsreaktionen und damit Schadigung der Blutgefale, sowie
Thrombosen kommen [25].

Die in Schistosoma synthetisierten Glykokonjugate bieten gute Angriffspunkte fur das
menschiiche Immunsystem. Dennoch kénnen die ausgewachsenen Parasiten in ihrem
Endwirt Uberleben. Smithers und Terry [29] beschreiben die Theorie, dass jene
Trematoden, die die Immunreaktion des Wirts auslésen selbst gegen einen Angriff des
Immunsystems bestindig sind, wahrend neu eingedrungene Schistosomula dadurch
eliminiert werden. Dies wiirde bedeuten, dass sich bereits eingenistete Wirmer der neu
hinzukommenden Konkurrenz entledigen kdonnen, indem sie das Immunsystem des
Wirtes zu ihrem eigenen Schutz verwenden [24). Diese Méglichkeit wird auch von Horak
und Kolafova [30] beschrieben, wobei hier davon ausgegangen wird, dass der
abgeworfene Glykocalyx der Cercarien fir die Stimulation des Immunsystems
verantwortlich ist. Durch Synthese neuer Oberflichenglykane kénnen die Trematoden
nach der schnellen Metamorphose von Cercarie in Schistosomula den folgenden
Immunreaktionen entgehen.

Es hat sich herausgestellt, dass Schistosomen die Fahigkeit besitzen Proteine und Lipide
des Wirtes aufzunehmen und diese in ihren eigenen Metabolismus einzubauen.

Konkret konnte dies fir Antikérper, Blutgruppenantigene, MHC-Produkte und Molekule
des Komplementeysteme nachgewiesen werden [31] Der genaue Mechanismus der
Aufnahme wurde allerdings noch nicht aufgeklart. Es scheint jedenfalls zwei mégliche
Varianten dafir zu geben, zum einen die Aufnahme Uber den Verdauungsapparat der
Parasiten und zum anderen durch die Koérperoberfliche [32]. Erste Beobachtungen
beziglich der Bindung von Antikdrpern an die Oberflache von Schistosoma wurden von
Smithers und Terry in den 1960er Jahren [33] gemacht. Die Bindung scheint von
Strukturen an der Schistosomen Oberfliche abzuhdngen, die mit der Fc Region des

Antikérpers IgG Verbindung eingehen. Das verantwortliche Molekul ist eine 16sliche Form
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von Paramyosin, einem Strukturprotein in der Oberflichenmuskulatur der Parasiten [32].
Nach der Aufnahme wird der Antikérper in Einheiten von 10 bis 15 Aminosauren zerlegt,
welche zur Oberfliche des Parasiten transportiert und schliefllich prisentiert werden.
Diese Vorgehensweise durfte dazu dienen die eigene ,Fremdartigkeit* zu maskieren und

somit dem Immunsystem des jeweiligen Wirtsorganismus zu entkommen [31].
2.2.1.3. Interaktion: Schnecke-Parasit

Interaktionen von Schistosomen mit dem internen Abwehrmechanismus von Schnecken
wurden von Horak und Kolafova [30] am Beispiel Trichobilharzia ocellata — Lymnaea
stagnalis untersucht. Endwirte von 7. ocellata sind Vdgel, allerdings ist die Erkennung
des Endwirtes nicht besonders spezifisch, Infektionen von Saugetieren mit 7. ocellata
und anderen Vertretern von Vogel-Schistosoma sind durchaus mdglich. Obwoh! die
Ubertebensfahigkeit im ,falschen* Wirt nicht lange ist, kann es dennoch zu Erkrankungen
des Wirts kommen. Die Schistosomula von Trichobilharzia regenti zeigen zwar
Fehlbildungen, kénnen aber bis ins Ruckenmark wandern, wodurch es zu
Lahmungserscheinungen in Sdugetieren kommen kann.

Auf der anderen Seite zeigen Vogel-Schistosomen interessanterweise eine hohe
Spezifitdt gegeniiber dem Zwischenwirt. Sie sind in der Lage zwischen kompatiblen und
inkompatiblen Schnecken zu differenzieren. Diese Unterscheidung erfolgt offensichtlich
mittels von der Schnecke freigesetzten Glykoproteinen.

Schnecken verfugen {ber kein adaptives, sondern lediglich Uber das angeborene
Immunsystem. Die Infektion von L. stagnalis mit T. ocellata fuhrt zundchst zur Aktivierung
der humoralen und zellularen Komponenten des Immunsystems und anschlieBend zur
Unterdriickung. Ahnlich wie bei der Penetration des Endwirtes durch die Cercarien
kommt es auch beim Eindringen der Miracidien in die Schecke zur Ablésung des
Flimmerepithels und zur Entwicklung einer neuen Oberflache (Neodermis). Das
Flimmerepithel wird von den Abwehrmechanismen der Schnecke angegriffen.

Die Suppression des Immunsystems scheint mit der Synthese von vorwiegend Fukose
und Calaktose an Oberfliche der Neodermis der Schistosoma Larven erkldrbar zu sein
Die weitere Entwicklung zu Cercarien geht einher mit der Freisetzung eines bisher noch
unbekannten Faktors, der die Schnecke zur Produktion des Peptids Schistosomin anregt.
Schistosomin unterdrickt die Bildung der weiblichen Fortpflanzungshormone und
verhindert die Eiablage und damit die Vermehrung der Schnecken. Aulerdem scheint es
Regulatoren des Groflenwachstums zu beeinflussen — Schistosomen Infektion fihrt
haufig zu UbermaRigem Wachstum der Schnecke. Weiteres kommt es durch die Infektion
zur verstarkten Synthese von Neuropeptiden und anderen biologisch aktiven Substanzen
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im zentralen Nervensystem von L. stagnalis. Ein Beispiel daflr sind die sogenannten
FMRF-Amid-ahnlichen Peptide, die eine immunsuppressive Wirkung haben.

Infizierte Schnecken haben zwar keine kirzere Lebenserwartung als nicht-infizierte
Exemplare, insofern hat die Infektion mit 7. ocellata keine direkte pathogene Wirkung auf
L. stagnalis, jedoch ergibt sich durch Unterdrickung der Fortpflanzungsfahigkeit das
Problem des Fortbestandes der Schnecke [30].

2.2.2. Schnecken

Abgesehen von jenen Schneckarten, wie zum Beispiel Biomphalaria glabrata, die als
Zwischenwirte humanpathogener Parasiten (Schistosoma) fungieren, sind Gastropoden
als Forschungsobjekte im Bereich der Glykobiologie noch nicht sehr weit verbreitet.

Viele Schnecken, in europdischen Breiten vor allem die Nacktschnecke Arion lusitanicus,
in Afrika und sudlichen Teilen der USA die groBe Geh&duseschnecke Achatina fulica,
verursachen als Pflanzenfresser bedeutende landwirtschaftliche Schaden. Sie werden
daher oft mit chemischen Mitteln bekampft, die sich nicht nur gegen die Schnecken
selbst, sondern auch gegen Bodenorganismen und ,schnecken-fressende“ Tiere wie Igel
oder Kréten richten. Schnecken dienen aber auch kulinarische Delikatesse oder schlicht
als proteinreiche Nahrung in &rmeren Regionen der Erde.

Die Forschungsergebnisse im Bereich der Glykokonjugate von Schnecken sind noch
relativ.  jung. Es wurden N-Glykan Strukturen von Hamocyanin, einem
Sauerstofftransportprotein, aus Helix pomatia (Weinbergschnecke) [34], Lymnaea
stagnalis (Schwimmende Spitzschlammschnecke) [35, 36], Rapana venosa (Marine
Raubschnecke) [37] und Megathura crenulata (Marine Schlissellochschnecke) [38],
sowie von einem Gehduseprotein aus Biomphalaria glabrata publiziert [39]. Weitere
Arbeiten beschaftigen sich mit den O- und N-Glykanen von Arion lusitanicus [4, 7, 40],
sowie der Fahigkeit von Gastropoden zur Sialylierung von Glykokonjugaten [10, 13].

Die in Schnecken gefundenen Glykane weisen Strukturmerkmale verschiedener

~ b [ leal-Tole :d: bhmm A A~ fomm e ilim b Al e

In Arion lusitanicus findet sich ein hoher Prozentsatz endstandig methylierter Glykane,
wobei die Methylreste in erster Linie an Mannose und zum Teil an Galaktose gebunden
auftreten. Diese Modifikation wurde zunéchst in Prokaryoten und niederen Eukaryoten,
sowie in Nematoden (C. elegans) entdeckt, und spater auch im Hamocyanin einiger
Schnecken nachgewiesen. Auflerdem sind Schnecken in Lage pflanzentypische N-
Glykanmuster mit B1,2-gebundener Xylose und a1,3-gebundener Fukose zu
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synthetisieren. Haufig findet man auch die fur Saugetiere typische a1,6-gebundene
Fukose [4, 7, 40] und endstdndige Sialinsduren [10, 13]. Auch Suilfatreste sowie
endsténdige Fukosen konnten in Lymnaea stagnalis und im Hamocyanin von Rapana
venosa detektiert werden. In den Eiern von Arion lusitanicus konnten 75 % der N-
Glykane dem hochmannosidischen Typ zugeordnet werden, der Rest waren xylosylierte
oder a1,6-fukosylierte Core-Strukturen (MMX oder MMF®). Interessanterweise konnten in

den Eiern keine methylierten Strukturen nachgewiesen werden [10].

Me-Manal \
6
3 Manal

Me-Manal /"~ S ManB14G1eNACBI-4GIeNAB)-Amm
Me-Manal —2Manal

Abb. 19: Methylierter hochmannosidischer Typ aus Arion lusitanicus {4)
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Abb. 20: Einige Modifikationsméglichkeiten in Schneckenglykanen {40)
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Abb. 21: Glykanstruktur von Hdmocyanin (KHL) aus Megathura crenulata [38)
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Abb. 22: Glykanstruktur der funktionellen Einheit von RvH1-a aus Rapana venosa [37]
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.f.\-xg_np 1-4GleNA¢p1-4GIcNACp1-Asn
Me-Manal 7~ :

Xvipl
Abb 23: N-Glykan Struktur aus Lymnaea stagnalis [35, 36)
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Abb. 24: Glykanstruktur des Hamocyanins aus Helix pomatia [34)

Die strukturelle Vielfaltigkeit von Schneckenglykanen scheint bisher von keinem anderen
Organismus Ubertroffen zu werden. Weitere Erforschung und Verstandnis der
Glykosylierungsvorgénge wiirden dazu beitragen die Regulation der N-Glykan-Synthese
noch ndher zu beleuchten und die Produktion rekombinanter Glykoproteine zu
optimieren. Auflerdem koénnten sich eventuell Schnecken oder Schneckenzellkulturen
selbst als geeignete Systeme daflr herausstellen. Da der Methylierung vermutlich
wesentliche regulatorische Funktionen im Organismus der Schnecke zukommen, und
diese Variation der Glykanmodifikation in héheren Tieren bisher nicht nachgewiesen
wurde, besteht die Mdglichkeit Uber Beeinflussung der involvierten Enzyme weniger
umweltbelastende Pestizide zu entwickeln [40].
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3. Problemstellung

Bereits in friheren Arbeiten wurden Gastropoden (in erster Linie Arion lusitanicus)
hinsichtlich ihres Glykanspektrums untersucht. Dabei wurden nebst neutralen auch
negativ geladene und methylierte Strukturen gefunden. Weiters konnte die Fahigkeit von
Schnecken zur pflanzen- und s&ugetiertypischen N-Glykan Modifikation nachgewiesen
werden. ‘

Ausgehend von diesen Arbeiten, solite ein mdglichst breites Spektrum an Methoden
angewendet werden, um Effektivitdt und Effizienz im Bezug auf die N-Glykananalyse in
Schnecken zu ermitteln. Gangige Methoden soliten optimiert, sowie nach Mdéglichkeit
neue Analysenmethoden, vor allem fir geladene Oligosaccharide, entwickelt werden.
Weiters sollten die Untersuchungen auf verschiedene Schneckarten ausgeweitet werden.
Zur Verfugung standen:

> Arion lusitanicus (Spanische Wegschnecke, Nackt- und Landschnecke) + Eier

> Limax maximus (Grof3er Tigerschnegel, Nackt- und Landschnecke)

> Achatina fulica (Afrikanische Achatschnecke, Gehause- und Landschnecke)

» Cepea hortensis (Garten-Bénderschnecke, Gehause- und Landschnecke)

» Arianta arbustorum (Gefleckte Schnirkelsschnecke, Gehduse- und Landschnecke)

» Planobarius corneus (Einheimische  Posthornschnecke, Gehduse- und
Wasserschnecke)

» Biomphalaria glabrata (Tropische Posthornschnecke, Gehause- und
Wasserschnecke) + Zellkultur

Folgende Arbeitsschritte sollten erfolgen:

» Praparationen der N-Glykane aus Haut, Viscera und — so vorhanden — Eiern und
Zellen:
< Aufreinigung der  Glykoproteine, Optimierung  der  Puffer- und

Homaogensieringsvarianten

<+ Proteolytischer Verdau

< Freisetzung der N-Glykane

< Aufreinigung der N-Glykane

< Markierung der Glykane mit 2-Aminopyridin
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» Elektophoretische Analyse der Glykoproteine:
< Auftrennung mittels SDS-PAGE und anschlieRender Western Blot mit Lektin
und Antikdrper Detektion
o Ermittlung eines Uberblicks beziglich der Spezifitdt verschiedener Lektine
o Verifizierung der Strukturen durch spezifische enzymatische Abbauten

> Analyse der N-Glykane:
< Chromatographisch:
o Trennung in neutrale und geladene Glykanstrukturen
o Auftrennung der Strukturen nach Hydrophobizitéat
o Etablierung einer HPLC-Methode zur Trennung ein- und mehrfach
geladener Strukturen

o Optimierung einer HPLC-Methode zur Unterscheidung der Monosaccharide
und damit Differenzierung der Glykane anhand ihres
Monosaccharidspektrums

< Monosaccharidanalyse:
o Hydrolyse der Oligosaccharide mit Trifluoressigsaure

o Markierung der Monosaccharide mit Anthranilsdure

<% Massenspektrometrisch:
o ldentifizierung der Glykane mittels MALDI-TOF-MS mit besonderem
Augenmerk auf geladene Strukturen
o Verifizierung der Strukturen durch spezifische enzymatische Abbauten
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4. Material und Methoden

4.1. Praparative Methoden

4.1.

4.1.

1. Glykanpréaparation aus Schnecken und Schneckeneiern [7]

Da nicht bei jeder Praparation von der gleichen Menge an Rohmaterial ausgegangen
werden kann, mussen einige Praparationsschritte an die jeweilige Probenmenge
angepasst werden. Im Folgenden sind jene Schritte, die sich auf die Praparation in

kleinerem Maf3stab beziehen mit * gekennzeichnet.

1.1. Vorbereitung und Homogenisierung

Geréte: Ultra Turrax T 25 (8000 bis 24 000 U/min)
Kiuhlzentrifuge Sorvall mit Rotor SS 34

Reagenzien: Puffer: 50 mM Tris/HCIpH 7.5

Durchfiihrung:

Die eingefrorenen Schnecken wurden im lauwarmen Wasser aufgetaut und gereinigt.
Gehauseschnecken wurden vorsichtig aus ihrem Haus geldst. Die Tiere wurden seziert,
wobei vor allem die Entfernung des Darms wesentlich war, da Glykoproteine im
Darminhalt zu verfalschten Ergebnissen fihren kénnten.

Fur die weitere Praparation wurden die inneren Organe (Viscera) vom Muskelfleisch

(Haut) getrennt, in kleine Stiicke geschnitten und nochmals in Wasser gewaschen.

Schneckeneier wurden mit einem Glasstab zerdruckt, die Schalen mit 1000 U/min kurz

abzentrifugiert und verworfen. Der Uberstand wurde weiter verarbeitet.

Je nach Ausgangsmenge wurde Puffer zugegeben und mit dem Ultra Turrax
homogenisiert. Die Suspension wurde mit 20 000 U/min bei 20°C 20 Minuten
zentrifugiert. Mit dem Uberstand wurde eine Ammonsulfatféliung durchgefihrt.
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4.1.1.2. Fraktionierte Ammonsulfatféllung

Gerate: Kahlzentrifuge Sorvall mit Rotor SS 34
Reagenzien: Ammonsuifat (NH;),SO,
Durchfuihrung:

Die Uberstande wurden unter Rihren zunichst auf eine Ammonsulfatkonzentration von
40 % (w/v) gebracht, 20 Minuten stehen gelassen und anschlieBend mit 20 000 U/min bei
4°C 20 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde nach derselben Vorgehensweise
auf 80 % Sattigung gebracht. Die beiden Pellets wurden vereinigt und in destilliertem
Wasser aufgeschlammt.

Die Fallung wurde in zwei Schritten durchgefubrt, weil Schnecken aufgrund ihrer
Schleimproduktion schwierig zu verarbeiten sind, und so eine bessere Abtrennung des

Schleims erreicht werden sollte.
4.1.1.3. Dialyse
Dialyseschlauch: Servapor, d = 16 mm, Ausschlussgrenze: 10 000 Da

Durchfiihrung:

Die Suspensionen der Proben wurden in einen Dialyseschlauch geflit und zunachst 30
Minuten bei Raumtemperatur gegen H,O dest. dialysiert. AnschlieBend wurde das
Wasser gewechselt und die Dialyse Gber Nacht bei 4°C fortgesetzt.

4.1.1.4. Proteolytischer Abbau

Reagenzien: Thermolysin aus Bacillus thermoproteolyticus rokko (SIGMA)
Puffer: 150 mM Tris/HCI + 1 mM CaCl, pH 7,8

Durchfihrung:

Die lyophilisierten Proben wurden in méglichst wenig Puffer so gut wie mdéglich gelést
und je Milliliter Puffer mit ca. 1 g Thermolysin versetzt. Der Abbau erfolgte iiber Nacht bei
50°C.
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4.1.1.5. Kationenaustauscherchromatographie

Geréte: Saule: 3 x25cm (oder 1 x20 cm *)
Fraktionsgréfie: 80 Tropfen/Fraktion

Reagenzien: Waschpuffer: 1 M NH,Acetat pH 9,0
Startpuffer: 2 % Essigsaure
Elutionspuffer: 0,4 M NH,Acetat pH 6,0
Gel: Biorad AG50 W x 2

Durchfihrung:

Das Gel wurde in einer Nutsche mit Waschpuffer gewaschen und anschlieRend mit
Essigsédure equilibriert. Die proteolytisch abgebaute Probe wurde in einem Becherglas
mit ca. 150 (bzw. 15 ml *) Gel vermischt und bei Raumtemperatur 30 Minuten stehen
gelassen.

AnschlieRend wurde damit die S&ule beflllt und mit etwa 100 (bzw. 20 ml *) HAc
gewaschen. Mit 200 (bzw. 40 ml *) Elutionspuffer wurden die Glykopeptide eluiert und mit
Orcinol auf Kohlenhydrate Gberprift. Die entsprechenden Fraktionen wurden gepoolt und
am Rotationsverdampfer auf 2-3 ml eingeengt.

Dieser Reinigungsschritt kann auch ohne Fraktionskollektor durchgefiihrt werden. Dabei
wird das gesamte Eluat nach dem Laufmittelwechsel auf NH,Acetat gesammelt und
ebenfalls eingeengt.



Material und Methoden 26

4.1.1.6. Gelfiltration G 25

Gerate: Saule: 1,5x 100 cm
Fraktionsgréfe: 120 Tropfen/Fraktion

Reagenzien: Laufmittel: 1 % Essigsaure
Gel: Sephadex G 25 fine (Amersham)

Durchfihrung:
Die einrotierte Probe wurde auf die Saule aufgetragen und Uber Nacht bei
Raumtemperatur aufgetrennt. Wieder wurde mit Orcinol auf Kohlenhydrate Uberpriift,

entsprechend gepoolt und anschlieend lyophilisiert.

(Bei den Praparationen im kleinen Malstab wurde an dieser Stelle mit einer G 15 -
Saule gearbeitet - siehe Pkt. 4.1.1.8).

4.1.1.7. Peptid-N-Glykanase A Abbau

Reagenzien: Puffer: 0,1 M Citrat/Phosphat pH 5,0
Enzym: PNGase A aus Mandein: 0,15 mU/ul (Praparation von Ing.
Thomas Dalik)

Durchfiihrung:
Die lyophilisierten Proben wurden in méglichst wenig Puffer gelést und 10 pl Enzym je
Milliliter Puffer zugegeben. Die Anséatze wurde bei 37°C Gber Nacht inkubiert.
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4.1.1.8. Gelfiltration G 15

Geréte: Sé&ule: 1 x 50 cm
Fraktionsgréle: 35 Tropfen/Fraktion

Reagenzien: Laufmittel: 1 % Essigséure
Gel: Sephadex G 15 (Amersham)

Durchfithrung:
Die mit PNGase A behandelten Proben wurden auf die Saule aufgetragen und auf ca. 20
bis 25 Fraktionen aufgetrennt. Mittels Orcinol-Reaktion wurden vorhandene Glykane

nachgewiesen, dann gepoolt und tyophilisiert.
4.1.2. Glykanpréaparation aus Biomphalaria glabrata-Zellen [41]
4.1.2.1. Vorbereitung und Homogenisierung
Geriéte: Ultra Turrax T 25 (8000 bis 24 000 U/min)
Reagenzien: 80 mM HCI
Durchfiihrung:
Zellkulturen von Biomphalaria glabrata wurden durch zentrifugieren mit 5 000 U/min
abgeerntet, die Zellen zweimal mit H,O gewaschen, wieder abzentrifugiert und gewogen.

Ungeféhr 0,7 g Zellen wurden in § m! HCI suspendiert und einige Minuten mit dem Ultra
Turrax (maximale Geschwindigkeit) homogenisiert.
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4.1.2.2. Proteolytischer Abbau und Zentrifugation
Geréte: Kihlzentrifuge Sorvall mit Rotor SS 34
Reagenzien: Pepsin (Porcine Stomach Mucosa) 4,15 U/mg solid (SIGMA)
Durchfihrung:
Das Zellhomogenisat in HCI wurde mit ca. 1 mg Pepsin versetzt und (iber Nacht bei 37
°C inkubiert.
Nach 20 Minuten Zentrifugation mit 10 000 U/min bei 15 °C wurde das Pellet verworfen

und mit dem Uberstand weitergearbeitet.

4.1.2.3. 1. Kationenaustauscherchromatographie

Geriéte: Saule: 1,7 x30cm
Reagenzien: siehe Pkt. 4.1.1.5
Durchfuhrung:

Der lonenaustausch wurde genauso wie unter Pkt. 4.1.1.5 beschrieben durchgefiihrt. Der
Uberstand der proteolytisch abgebauten Probe wurde in einem Becherglas mit ca. 50 m! -
Gel vermischt. Es wurden von Startpuffer und Elutionspuffer je ca. 50 m! verwendet.

4.1.2.4. Geffiltration G 25

Gerite: Séaule: 1 x50 cm
Fraktionsgrofie: 30 Tropfen/Fraktion

Reagenzien: Laufmittel: 1 % Essigsédure

Gei: Sepitadex G 25 coarse (Amersnam)

Durchfihrung:

Die einrotierte Probe wurde auf die Saule aufgetragen mit 1 % HAc eluiert. Die
Fraktionen wurden mit Orcinol auf Kohlenhydrate Gberprift, entsprechend gepoolt und
anschlieflend lyophilisiert.
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4.1.2.5. Peptid-N-Glykanase A Abbau

Reagenzien: Puffer: 50 mM NH,Acetat pH 5,0
Enzym: PNGase A aus Mandeln: 0,15 mU/ul (Préparation von Ing.
Thomas Dalik)

Durchfihrung:

Die lyophilisierte Probe wurde in 400 pl Puffer geldst und fir 10 Minuten auf 95 °C erhitzt,
um Proteasen zu inaktivieren. Nach dem AbkUhlen wurden 5 yl Enzym zugegeben und
24 Stunden bei 37°C inkubiert.

4.1.2.6. 2. Kationenaustauscherchromatographie

Gerite: Séaule: 0,8 x 20 cm

Reagenzien: 10 % Essigsédure
Elutionsmittel: 2 % Essigsaure
Gel: Biorad AG 50 W x 2

Durchfuhrung:

Die mit PNGase verdaute Probe wurde mit 200 pl 10 % HAc versetzt. Die S&ule wurde
mit 10 ml gereinigtem Gel befullt, die Probe aufgetragen und die freigesetzten N-Glykane
mit ca. 20 ml 2 % HAc eluiert. AnschlieRend wurde das Probenvolumen am
Rotationsverdampfer auf < 500 pl (!) eingeengt.



Material und Methoden 30

4.1.2.7. Reversed Phase - C18

Material: Minisdulchen: Strata C18-E (Phenomenex), ohne Originalgel,
stattdessen: Lichroprep RP C18 (Merck)

Reagenzien: Isopropanol

2 % Essigséure

Durchfiihrung:

Die Saulchen wurden mit 150 ul in Isopropanol gequollenem Gel beflllt und schrittweise
auf 2 % HAc umgestellit.

100 p! Probe wurden aufgetragen, die Glykane mit ca. 300 pl HAc eluiert und
anschlieRend lyophilisiert.

4.1.3. Pyridylaminierung von Oligosacchariden

Reagenzien: PA-Stammlésung:1 g 2-Aminopyridin in 0,76 ml HCI konz.
PA-Losung-frisch: 1 Teil Stammldsung + 2 Teile H,O (pH 6,2)
NaCNBH,;-Lésung: 10 mg NaCNBH; in 20 yl PA-Lésung-frisch
+ 30 pl H,O dest.

Durchfihrung:

Den lyophilisierten Oligosacchariden wurde soviel PA-Lésung-frisch zugegeben bis sie
nahezu vollsténdig gelést waren, anschlieBend wurden sie 13 Minuten auf 100°C erhitzt.
Nach dem Abkuhlen wurden zu dem Ansatz 5 pl NaCNBH;-Lésung auf 100 pl
zugegeben und die Proben Uber Nacht bei 90 °C inkubiert.

Der Uberschuss an 2-Aminopyridin wurde durch Gelfiltration (G 15) entfernt und die
Probe wieder lyophilisiert.

Die Markierung mit Aminopyridin ermdglicht eine fluorimetrische Detektion der

Mmoo mn ool ! P il — ANNIAAN
wilgudauulianuc Ui CALCI — 94U/4Vv 1,

Die Geffiltrationssdule muss danach einige Stunden gespult werden, um sie vom

Reagens zu reinigen.
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4.1.4. Glykanhydrolyse mit Trifluoressigsédure

Reagenzien: 4 M Trifluoressigsaure (TFA)
30 % Methanol

Durchfuhrung:

Die lyophilisierten Glykanproben wurden in moglichst wenig Wasser gelést. Von den
Losungen wurden Aliquote entnommen, in 1,5 ml Eppis Uberfiihrt und in der Speed Vac
vollstandig getrocknet. Anschlielend wurden 250 ul TFA zugegeben und die Ansétze 4
Stunden bei 100°C hydrolysiert. Danach wurde die TFA durch Trocknen in der Speed
Vac entfernt und die Proben zweimal mit je 200 yl MeOH gewaschen und wieder
getrocknet. Die Pellets wurden anschlieRend fiir die Monosaccharid-Analyse mittels

Anthranilsdure-Markierung herangezogen.
4.1.5. Anthranilsdure-Markierung von Monosacchariden

Reagenzien: Anthranilsdurereagens:
¢ 24 mg Natriumacetat, 20 mg Borsdure und 6 mg Anthranilsdure
/ ml Methanol = Lésung1
e 20 mg NaCNBH; / ml Lésung1 (! Muss téglich frisch zubereitet
werden!)

0.6 % Natriumacetat

Standards: Monosaccharidiésungen 1% oder 0,1 %
Durchfiihrung:
Von den Monosaccharidstandards wurde jeweils 1yl - unabhangig von der

Ausgangskonzentration der Lésungen - in ein 1,5 ml Eppendorf Hitchen pipettiert und
ca. 20 Minuten in der Speed Vac getrocknet. Dann wurden 10 u! NaAc (0,6%) und 6 pl

Anthranilsdurereagens hinzugefigt. Anschlielend wurden die Ansalze 1 Stunde pei
80°C im Heizblock inkubiert. Nach Abkiihlen wurde kurz abzentrifugiert und die Proben
mit Laufmittel A (siehe RP-HPLC AA-markierter Monosaccharide) auf 100 ul aufgefullt.

Anthranilsdure markierte Monosaccharide sind fluorimetrisch bei ExX/Em = 360nm/425 nm

detektierbar.

Die Glykanproben wurden vor der Anthranilsdure-Markierung mit TFA
(Trifluoressigséure) hydrolysiert.
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4.1.6. Probenvorbereitung fiir SDS-PAGE und Blot

Gerite: Ultra Turrax T 25 (8000 bis 24 000 U/min)
Ultraschallbad

Reagenzien: RIPA-Puffer:

> 50 mM Tris/HCI pH 8,0

» 150 mM NaCl

» 0,1% SDS

> 0,5 % Deoxycholate

> 1%NP40

> 10 % Glycerol

> 04mMEDTA

> 1 % Protease Inhibitor Cocktail (SIGMA)

Der Puffer wird ohne Zugabe des Proteaseinhibitors hergestellt, der
Inhibitor wird erst zu den fertigen Ansatzen zugegeben.

Durchfiihrung: _

Die Schnecken wurden, wie unter Pkt. 4.1.1.1 beschrieben gereinigt, seziert und in Haut
und Viscera getrennt.

In 2 ml Eppis wurden ca. 25 mg Gewebe eingewogen, mit 100 pl Puffer je 10 mg
versetzt, sowie 1 % des Proteaseinhibitors zugegeben. Die Ansétze wurden zunachst 15
Minuten auf Eis gestellt und anschlieBend mit dem Ultra Turrax homogenisiert. Weiters
wurden die Proben 10 Minuten im Ultraschallbad behandeilt.

Nach weiteren 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde der ungeldste Anteil des Gewebes
15 Minuten mit 14 000 U/min bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand wurde ein frisches
Eppi Uberfihrt und bei — 20°C eingefroren. Davor wurde ein Aliquot fir die SDS-PAGE
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Anmerkung:

Die Probenvorbereitungen fur SDS-PAGE und Blot wurden anstelle von RIPA-Puffer
zunédchst mit Tris/HCI pH 7,5 bzw. Tris/HCI mit 1% SDS durchgefuhrt.

Die Probenbehandlung war weitgehend gleich, wobei sofort nach Zugabe des Puffers
homogenisiert wurde.

Die Homogenisierung wurde aulRerdem auch mit einem Glashomogenisator und einem
Bohrer mit Stdssel versucht, diese Methoden konnten sich aber neben dem Ultra Turrax
nicht bewéhren.

Weiters wurde eine Methanol-Fallung durchgefuhrt, wobei die Probenmenge mit der 5-
fachen Menge an kaltem Methanol versetzt und zur vollstandigen Fallung 30 Minuten bei
-20 °C stehen gelassen wurde.

AnschlieBend wurde 20 Minuten mit 14 000 U/min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand
abgehoben und die Pellets in der Speed Vac getrocknet.

AnschlieBend wurde je nach Bedarf H,O zugesetzt um die Pellets zu lésen und mit
einem Aliquot die SDS-PAGE vorbereitet.
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4.1.7. SDS-PAGE

Gerate:

Reagenzien:

MiniProtean Il (BIORAD)

Acrylamid 30 % (w/v)

Bisacrylamid 1 % (w/v)

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HC! pH 8,8
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
SDS 10 % (w/v)

TEMED

Ammoniumpersulfat (APS) 10 % (w/v)

Elektrodenpuffer (5x): 18 g/l Tris
72 g/l Glycin
5 g/l SDS

Loading buffer (2x):

> 400 mg SDS

»> 10 ml Sammelgelpuffer

> 5,6 m! Glycerin

> 5,4 m! H20

> Bromphenolblau

»> 3 mg/ml DTT (solite ca. wéchentlich frisch dazu gegeben

werden!)

Standard: Page Ruler — Prestained Protein Ladder (Fermentas)

Fixieriosung: 50 % (viv) MeOH + 7 % (viv) Eisessig in H,O

Farbelésung: 0,04 % (w/v) Coomassie Brillant Blue G (geldst in
einigen Millilitern Methanol) + 3,5 % (v/v) Perchlorsdure in H,O

Entfarbelésung: 5 % Essigsaure
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Tabelte 1: Gelherstellung (fur 1 Gel)

Analytische PAGE Préparative PAGE
Trenngel | Sammelgel | Trenngel Sammelge!

AA 2,5ml 0,57 ml 3,39 ml 0,19 m!
Bis 0,78 ml 0,39 ml 1,04 ml 0,26 mi
TGP 1,5m! / 1,5m /
SGP / 0,75 m| / 0,5 ml
H,O 1,14 ml 1,28 m! / 1,05 m|
SDS 60 p! 30 yl 60 ul 20 yl
APS 36 pl 24 yl 36 pl 16 pl
TEMED | 3,6 ul 2,4 pl 3.6ul 1,6 ul

Die Lésungen wurden in der gegebenen Reihenfolge zusammengemischt, zwischen die
Glasplatten pipettiert und jeweils ca. 30 Minuten polymerisieren gelassen.
Fur die préparative SDS-PAGE soll das Sammelgel 2-3 cm lang sein!

Probenvorbereitung:

Zwischen 7 und 12 pl Probe (je nach TaschengréfRe) wurden mit der gleichen Menge an
Loading buffer vermischt, 6 Minuten bei 95 °C derivatisiert und danach kurz
abzentrifugiert.

Mit einer Hamilton-Spritze wurden die Proben in die Geltaschen geladen. Vom Standard
wurden 3 pl eingesetzt.

Bei der praparativen SDS-PAGE ist es sinnvoll zwischen den Proben jeweils eine Tasche
freizulassen.

Trennbedingungen: Analytische SDS-PAGE: 200 V
Praparative SDS-PAGE: 100 V

Trenndauer:
Bei der analytischen Gelelekrophorese wurden die Proteinbanden in 45 bis 55 Minuten
Uber die gesamte Gellange aufgetrennt.

Bei der praparativen SDS-PAGE sollen alle in der Probe enthaltenen Proteine von
Salzen oder anderen Verunreinigungen getrennt werden. Der Standard dient in diesem
Fall nicht als Grﬁ[&enstandard, sondern als Indikator fur den Verlauf der Elektrophorese.
Sobald die Banden des Standards beginnen sich zu trennen, wird der Lauf abgestoppt.
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Farbung:

Nach Ende des Laufs wurde das Gel ca. 30 Minuten fixiert und anschlieRend ca. 30
Minuten gefarbt. Danach wurde mit HAc entfarbt bis der Hintergrund heliblau bis farblos
war.

In 5 % Essigsaure oder in Wasser sind die Gele zugedeckt einige Zeit lagerbar.

4.1.8. Glykanpréparation nach der SDS-PAGE

Reagenzien: 50 % Acetonitril
100 % Acetonitril
25 mM NH,HCO;,
0,1 M NHHCO,
10 mMDTT
55 mM Jodacetamid
5 % Ameisenséure
25 mM NH,Ac pH 5,0

Enzyme: Trypsin (5 pg/100 y! 1mM HCI)
PNGase A aus Mandeln: 0,15 mU/ul (Préparation von Ing. Thomas
Dalik)

Durchfiihrung:

Nach volisténdiger Entfarbung des Gels nach der Elektrophorese werden die jeweiligen
Banden ausgeschnitten, in ca. 1 x 4 mm grof3e Sticke geschnitten und in 1,5 ml Eppis
Oberfihrt.

Entfarbung:
1. + 50 !l 50% AcCN - 15 Minuten = abheben
+ 50 pl 50% AcCN - 15 Minuten - abheben

. imiariolram oo e tm _—— Nl IO L by
+ 80 ',..'! 100 % AcCN = kurz ainwirken !aoacn, bis das Gel weildiich wird = abneben

(RN

F

+ 30 ul 0,1 M NH,HCO; = 5 Minuten quellen lassen
+ 30 pl 100 % AcCN = 15 Minuten - abheben
Gelstlickchen ca. 15 Minuten in der Speed Vac trocknen

o o A



Material und Methoden 37

Carboxymethylierung/Carbamidomethylierung:

7. + 50 10 mM DTT > 5 Minuten quelien lassen = 45 Minuten bei 56 °C inkubieren
-> abheben

8. + 50 pl 55 mM Jodacetamid = 30 Minuten in Dunkelheit (!) inkubieren
-> abheben

Wiederholung der ersten 6 Schritte; das Gel sollte nun vor dem Trocknen farblos sein.

Proteolytischer Abbau:

Trypsin in HCI wird im Verhaltnis 1:3 mit 25 mM NH,HCO; gemischt. Je nach Gelmenge
werden 10 — 15 pul der Lésung auf die getrockneten Gelstiicke pipettiert und ca. 5
Minuten quellen gelassen. Dann werden weitere 20 — 30 pl 25 mM NH,HCO; zugegeben
(die Gelstlicke sollen nun vollstandig bedeckt sein). Die Ansdtze werden bei 37 °C Uber
Nacht inkubiert.

Extraktion der Peptide:

9. + 30 ul 25 mM NHHCO; = 15 Minuten schutteln

10. + 30 p! 100 % AcCN - 15 Minuten schiitteln > Uberstand sammeln

11.+ 30 pl 5 % HCOOH = 15 Minuten schiitteln > Uberstand sammeln

12. + 30 ul 5 % HCOOH -> 15 Minuten schiitteln > Uberstand sammeln

13. Die gesammelten Proteinextrakte werden in der Speed Vac volistindig getrocknet,
die Gelreste werden verworfen.

PNGase A Abbau:
Die getrockneten Glykoproteine werden in 10 pyl 25 mM NH,Ac aufgenommen und 0,25 pl
PNGase A zugegeben. Die Ansitze werden bei 37 °C tber Nacht inkubiert.
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4.1.8.1. Abtrennung der Glykane

Material: SPEC PLUS PT C18 Saulchen
Gele: CIEX: AG 50 W x 8 100-200
AlIEX: AG 3 x 4A 200-400

Reagenzien: 2% Essigséaure
65 % Acetonitril

DurchfGihrung:

Die RP-Saule wird mit 65 % AcCN gewaschen und mit 2 % HAc equilibriert.
AnschlieRend werden je 15 - 20 ul CIEX-Gel und AIEX-Ge! in die Saule pipettiert und
ebenfalls mit 2 % HAc equilibriert. Es muss sehr vorsichtig gearbeitet werden, um die
Gele nicht zu verwirbeln.

Von den, mit PNGase A verdauten Proben werden 10 - 15 ul aufgetragen und die
Glykane mit ca. 150 ul 2 % HAc eluiert. Das Eluat wird in der Speed Vac getrocknet und
anschlieRend in 10 p! H,O aufgenommen.

Wenn negativ geladene Glykane analysiet werden sollen, muss das
Anionenaustauscher-Gel weggelassen werden!!!

Die gereinigten Proben kénnen fir MALDI-TOF-Analysen gespottet werden bzw. sofern
die Notwendigkeit besteht, mittels Carbonspitze entsalzt werden.
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4.2. Analytische Methoden

4.2.1. Kohlenhydratbestimmung mit Orcinol

Material: DC-Kieselgel Folien: Alugram-Sil-G (Machery-Nagel)

Reagenzien: Orcin-Sprihreagens: 200 mg Orcinol in 100 ml 20 % H,SO,

Durchfihrung:

1 ul Probe wurde auf die DC-Platte gespottet und gut getrocknet. Die Platte wurde mit

Orcin-Sprithreagens behandelt und im Trockenschrank bei 100°C ca. 10 Minuten

inkubiert. Kohlenhydrat-positive Proben weisen eine blau-violette Farbung auf.

4.2.2. Enzymatische Abbau-Versuche

Reagenzien: Neuraminidase-Puffer: 0,1 M NaAcetat pH 5,0

PNGase F-Puffer: 50 mM NH,Ac pH 8,4

PNGase A-Puffer: 0,1 M Citrat/Phosphat pH 5,0

Endo H-Puffer: 0,15 M Citrat/Phosphat + 0,1 M NaCl + 0,02 % NaN,
pH 5,0

R-Gal-Puffer: 50 mM NH,Ac pH 4,0 bis 4,8

a1,2-Fuc-Puffer: 5 x Reaction buffer pH 5,0 (SIGMA)

a1,6-Fuc-Puffer: 25 mM NH,Ac pH 5,0

GIcNAc-Puffer: 25 mM NaCitrat pH 4,6

Enzyme:

>

\Y

vV V V Vv V

Neuraminidase aus Clostridium perifringens [10 mU/ul] (SIGMA)
N-Glykosidase F aus E.coli [1 U/ul] (Roche)

_______ [ETPAY

r [NYANL T . T R R T
VIV (CTapdiatvtns voit iy, i noimas vdiing

(/1)

rinGase A au
Endoglykosidase H aus rekombinantem E.coli [1 U/200 ul] (Boehringer Mannheim)
R1,4-Galaktosidase aus A.oryzae [276,5 U/m!] (Praparation von Ing. Thomas Dalik)
a1,2-Fukosidase [0,004 Ulvial] (SIGMA)

a-L-Fukosidase aus Bovine Kidney [10 U/mg Protein] (SIGMA)
N-Acetylglukosaminidase aus Jack Beans [53 U/mg Protein] (SIGMA)

Standard: Fetuin aus Fetal Calf Serum [50 ug/ml] (SIGMA)
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Durchfuhrung:

Abbau fur SDS-PAGE und Blot:

Von den Glykoprotein Proben wurden jeweils ca. 10 pl in ein Eppendorf Hitchen
pipettiert. Sofern vorher bereits eine SDS-PAGE durchgefuhrt wurde, wurden die
Ergebnisse zur Ermittlung der richtigen Probemenge herangezogen.

Die Proben wurden in der Speed Vac vollstandig getrocknet und in 20 pl des jeweiligen
Puffers wieder gelést. Den Anséatzen wurden 2 pl Neuraminidase (Verdunnungen: 1:10,
1:100 und 1.1‘000) bzw. 0,5 p! PNGase F zugegeben und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Im Fall der PNGase A, die fir nicht proteolytisch abgebaute Proben eine sehr geringe
Aktivitdt besitzt, wurden zundchst 0,4 pl Enzym zugegeben und nach ca. 7 Stunden

weitere 0,4 ul. Die gesamte Inkubationszeit betrug hier 24 Stunden.

Nach dem Abbau wurden die Anséatze wieder in der Speed Vac getrocknet, in 10 pl H,0
aufgenommen und fir SDS-PAGE und Western Blot (siehe Pkt. 4.1.7.) vorbereitet.

Als Positivkontrolle wurde Fetuin herangezogen.

Abbau fur MALDI-TOF-Analysen:

Von den Glykanproben wurde je 1 ul in ein Eppi pipettiert und in der Speed Vac
getrocknet.

Je nach Enzymaktivitdt wurden 0,1 bis 2 ul Enzym in 10 pl des jeweiligen Puffers
aufgenommen. Von diesen Enzymansétzen wurden 2 pl zu der getrockneten Probe
pipettiert und bei 37 °C Gber Nacht inkubiert.

Nach dem Abbau wurden die Proben wieder in der Speed Vac getrocknet, in 1 bis 2 pl
H,0 aufgenommen und fir die MALDI-TOF-Analysen (siehe Pkt. 4.2.5.) vorbereitet.
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4.2.3. Chemische Desialylierung

Reagenzien: 2 M Essigséure
1 M NaOH oder NH,

Durchfiihrung:

Wie bei den enzymatischen Abbauten werden 10 ul Probe (fir anschlieRende SDS-
PAGE) bzw. 1l Probe (fur MALDI-TOF Analysen) in der Speed Vac getrocknet.

Es werden 20 bzw. 2 yl HAc zugegeben und die Ansatze 15 Minuten bei 100 °C
inkubiert.  AnschlieBend wird mit dem gleichen Volumen an Lauge tendenziell
neutralisiert, die Probe in der Speed Vac volistindig getrocknet und in dem

Ausgangsvolumen Wasser wieder geldst.

4.2.4. Western Blot

Gerite: Trans-Blot SD
Semi-Dry-Transfer Cell

Material: BioTrace NT - Blotting membrane; pure nitrocellulose (Pall)
Extra Thick Blot Paper (Biorad)

Reagenzien: Blotting-buffer (10x): 250 mM Tris + 1,92 M Glycin
Blotting-buffer (1x): 1 Teil Blotting-buffer (10x) + 2 Teile Methanol
+ 7 Teile H,O
TBS (10x): 1M Tris + 1 M NaClpH 7,5
TTBS (1x): 1 Teil TBS (10x) + 9 Teile H,O + 0,01 % Tween 20
Blockierungsreagens: TTBS (1x) + 0,5 % BSA

Substrat: FAST BCIP/NBT-Tabletten (5-Bromo-4-chloro-3-indoly!
phosphate/Nitro blue tetrazolium) (SIGMA)

Durchfiuhrung:

Die Membran und zwei Stuck Filterpapier werden auf die GréRe des Gels zugeschnitten
und in Blotting buffer (1x) equilibriert. Nach der Elektrophorese wird das Gel ebenfalls fur
einige Minuten in Blotting buffer (1x) gelegt.

Der Aufbau des Blots erfolgt wie abgebildet (Abb. 25). Luftblasen zwischen den

einzelnen Schichten sollten vermieden werden.



Material und Methoden 42

-— Satety Lid

Cathode Plate Assembly
with Latches

Extra Thick Blot Paper
Acrylamide Gel
Membrane

Extra Thick 8lot Paper

Anode Plate Assembly

Base

Abb. 25: Aufhau Western Blot

Blotbedingungen: 15V
Blotdauer : 30 Minuten

Nachdem der Blot vorsichtig auseinander genommen wurde kann das ,leere* Gel zur

Kontrolle einer Coomassie-Farbung unterzogen werden.

Der Hintergrund der Membran wird mit Blockierungsreagens entweder Uiber Nacht bei 4
°C oder 1 Stunde bei Raumtemperatur abgesattigt.

Die Membran wird anschlieffend mit TTBS (1x) gewaschen und dann zuerst 1 Stunde mit
dem 1. Antikdrper/Lektin und danach mit dem 2. Antikérper inkubiert.

Fir die Inkubation wird die Membran mit 2 ml der jeweiligen Antikérper-Lésung in eine
Plastikfolie eingeschweilit.

Nach jedem Inkubationsschritt wird sie 3 x 5 Minuten mit TTBS (1x) gewaschen.

Durch Schwenken der Membran in Substrat-Lésung (1 Tablette in 10 ml Wasser geldst)
werden die Banden durch Detektion der Alkalischen Phosphatase Aktivitat sichtbar
gemacht.
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Verwendete Antikorper/Lektine:

1. Antikérper/Lektine:

>

N

SNA — Sambucus Nigra Lectin, Biotinylated Elderberry Bark Lectin
(Vector Laboratories), Verdunnung: 1:1000

MAA | — Biotinylated Maackia Amurensis Lectin (Vector Laboratories),
Verdiinnung: 1:1000

MAA |I - Biotinylated Maackia Amurensis Lectin (Vector Laboratories),
Verdinnung: 1:1000

WGA - Biotinylated Wheat Germ Agglutinin (Vector Laboratories),
Verdinnung: 1:1000

RCA | — Biotinylated Ricinus Communis Agglutinin (Vector Laboratories),
Verdinnung: 1:1000

Anti-HRP (rabbit) — Anti-Horseradish Peroxidase (10 mg/ml) (SIGMA),
Verdinnung: 1:10 000

. Antikérper:

Streptavidin-Alkaline Phosphatase conjugate (Boehringer Mannheim),

Verdinnung: 1:1000 = far SNA, MAA | + I, WGA

Anti-Biotin-Alkaline Phosphatase conjugate (goat) (SIGMA),

Verdinnung: 1:20 000 > fur RCA |

Anti-rabbit Ig (goat)-Alkaline Phosphatase conjugate (Vector Laboratories),
Verdiinnung: 1:2000 - fir Anti-HRP
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4.2.5. Massenspektrometrische Analyse mit MALDI-TOF

Geréte: MALDI-TOF Massenspektrometer: Voyager DE-STR

Reagenzien: Matrix: DHB (positive mode): 2,5-dihydroxybenzoic acid,
1% in TFA : AcCN = 70:30
THAP (negative mode): Trihydroacetophenol,’
1 % in AcCN : 20 mM NH,Citrat = 50:50

Durchfiihrung:

Far Messungen im positive mode - zur !dentifizierung neutraler Glykane - wurden 0,8 pl
Probe auf das Target gespottet, im Vakuumexsikkator getrocknet, mit der gleichen
Menge Matrix Gberschichtet und ein weiteres Mal bei Unterdruck getrocknet.

Fur Messungen im negative mode — zur Analyse negativ geladener Glykane — wurden
jeweils nur 0,4 pl Probe und Matrix aufgetragen.

Die Analysen erfolgten im Reflector mode.

4.2.6. LC-MS/ESI-Q-TOF

Geriéte: Micromass Q-TOF Spektrometer: Waters Ultima Global
Luna C18 50*0,3 mm, ODS 2, 5 um (Phenomex)

Reagenzien: Laufmittel A: 0,1 % Ameisenséure
Laufmittel B: 100% Acetonitril

Gradient:

time 8
[min] [%]

Durchfihrung:

Einige Mikroliter der unmarkierten Glykanprobe werden zunéachst (ber eine Kapillarsaule
nach Hydrophobizitdt aufgetrennt, die Peaks unmittelbar nach der Elution Uber das ESI-
Interface in das MS-Gerét eingespritzt und nach Masse/Ladungs-Verhéltnis analysiert.
Vorteile dieses Gerdts im Vergleich mit dem MALDI-TOF sind Genauigkeit und
Sensitivitdt der Messungen und natirlich die vorangehende chromatographische
Auftrennung.
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4.3. HPLC-Methoden
4.3.1. Fraktionierung der Glykane mittels AIEX-HPLC
Gerite: Liquid Chromatograph LC-10 AD (Shimadzu)
Ventil FCV-10 AL (Shimadzu)
Fluoreszenz-Detektor RF-551 (Shimadzu)
Integrator C-R5A

Saule: MonoQ HR5/5. 1 ml

Reagenzien: Laufmittel A: 50 mM Tris/HCI pH 5,0
Laufmittel B: Laufmittel A + 1 M NaCl

Gradient:
time B
[min] [%]
0 0
7 0
17 50
22 100
23 100
24 0
26 0
Flussrate: 1 ml/min
Ex/Em: 320/400 nm
Durchfiihrung:

Die PA-markierten Oligosaccharide wurden in méglichst wenig Wasser gelést.

Zunachst wurde mit einem kleinen Probenvolumen von ca. 1 pl ein analytischer Testlauf
durchgefuhrt, um die zu fraktionierenden Peaks festzulegen.

AnschlieBend wurde das gesamte Probenvolumen portionsweise fraktioniert. Dabei darf
die Séaulenkapazitdt nicht Uberschritten werden. Die injizierten Volumina missen so
gewahlt werden, dass Trennleistung erhalten bleibt.

Die Probe wurde in geladene und ungeladene Fraktionen getrennt, die Peaks
gesammelt, gepoolt und am Rotavapor eingedampft.
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4.3.2. RP-HPLC PA-markierter Oligosaccharide

Geréte: Liquid Chromatograph LC-10 AD (Shimadzu)
Ventil FCV-10 AL (Shimadzu)
Fluoreszenz-Detektor RF-551 (Shimadzu)
Integrator C-R5A

Saule: RP C18, Hypersil 4*250 mm, ODS 5u
Reagenzien: Laufmittel A: 0,1 M NH,Ac pH 5,5

Laufmittel B: 100 % Methanol

Standard: Isomaltose: 3 — 11 Glucoseeinheiten

Gradient: time B
[min] (%]
0 0
40 12
40,1 0
45 0
Flussrate: 1,5 mi/min
Ex/Em: 320/400 nm
Durchfiihrung:
Vom Isomaltose-Standard (M3 - [IM11) wurden 6 ul aufgetragen. Die

Probenkonzentrationen waren nicht bekannt, die Injektionsvolumina mussten
abgeschiatzt bzw. bei Bedarf entsprechend verdiinnt werden.
r Procenmenge bestent die Mogiichkeit die Peaks zu sammein und

anschlieBend separat zu analysieren.



Material und Methoden

47

4.3.3. RP-HPLC AA-markierter Monosaccharide - Methodenoptimierung

Geriate:

Séaule:

Reagenzien:

Gradient:

Flussrate:

EX/Em:

Liquid Chromatograph LC-10 AD (Shimadzu)
Ventil FCV-10 AL (Shimadzu)

Fluoreszenz-Detektor RF-551 (Shimadzu)
Integrator C-R5A

RP C18, Hypersil 4*250 mm, ODS 5u

Laufmitte! A: 0,2 % 1-Butylamin + 0,5 % Phosphorséure + 1 %
Tetrahydrofuran in H,O (v/viv/v)
Laufmitte! B: 50 % Acetonitril in A (v/v)

Gradient 1 Gradient 2
time B time B
[min] [%] [min] [%]

0 5 0 5

17 25 25 20

23 100 35 40

29 100 39 100

30 5 43 100

35 5 44 5

g 48 5
1 mi/min

360/425 nm

Gradient 3
time B
[min] [%

0 8

20 20

30 40
33 100
34 100
38 8
41 8
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Durchfiihrung:

Von den 100 pl Anthranilsdure markierten Monosaccharid-Standards wurden
Verdinnungen hergestellt, so dass als Richtwert 10 ng des jeweiligen Monosaccharids in
sinnvollem Volumen injiziert werden konnten.

Da bei den eigentlichen Proben die Glykan-Konzentration nicht bekannt war, mussten die
Verdinnungen abgeschétzt werden.

Im Zuge dieser Analysen wurde der Originalgradient (Gradient 1) schrittweise

abgeéandert, um die Trennung der einzelnen Monosaccharide zu verbessern.

Bei dieser Analysenmethode muss der Temperatur besondere Beachtung geschenkt
werden. Temperaturschwankungen — der Laufmittel oder der Umgebung — fuhren zu
Shifts in der Elution der Monosaccharide; die Analyse ist dadurch nicht mehr
reproduzierbar.

Die Laufmittel sollten Raumtemperatur haben. Die Herstellung solite deshalb nicht direkt
vor der Analyse stattfinden, da das Mischen zu einer Abkihlung von Laufmittel B fihrt.

4.4. Kultivierung von Biomphalaria glabrata Zellen

Medien: Drosophila Medium, Serum frei (GIBCO) + 9 % Glutamin
Snail Medium:22 % Drosophila Schneider’'s Medium
20 % Fetal Calf Serum
4.5 g/l Lactalbumin
1,3 g/l b-Galaktose
10 mg/! Phenolrot
pH 7.5 mit 0,5 M NaOH
sterilfiltriert

Kuitivierung:

©n wurden in 20 mi Roux-riaschen pei 26 "C gezuchiet und jeweiis nach einer
Woche aliquot in neues Medium utberfihrt. Dazu wurden 0,6 ml einer alten Kultur mit je
2,2 ml der beiden Medien in ein neues Fldschchen Uberflhrt. Die Arbeiten wurden unter
einer Laminar Flow Workbench durchgefiihrt, um Kontaminationen zu verhindern.

Das Wachstum der Zellen konnte mikroskopisch verfolgt werden.

Versuche den Anteil an Snail Medium schrittweise zu reduzieren wurden durchgefihrt.
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5. Ergebnisse

5.1. N-Glykanpréaparationen

Als  Ausgangsmaterial fur die N-Glykanpraparationen wurden afrikanische
Landschnecken (Achatina fulica) und einheimische Wasserschnecken
(Posthornschnecken — Planobarius corneus), sowie die Eier der Achat-Schnecke und
Zellen aus einer Biomphalaria glabrata (tropische Wasserschnecken)-Zellkultur
herangezogen.

Die unterschiedlichen Materialien sowie verfliigbaren Mengen machten es notwendig das
Praparationsschema vor allem in Bezug auf benédtigte Mengen an Reagenzien der
jeweiligen Probe anzupassen. Fir die Préparation der Bg-Zellen wurde ein abgeandertes

Préparationsschema angewendet.

Abb. 26: Flief3bild beider Praparationsschemata

rHomogenisierung I ﬂ Verfahrensschritte der 1. Praparation
(Ammonsulfatfallung und Thermolysin Abbau)
ﬂ_ Verfahrensschritte der 2. Praparation
ﬂ (direkter Pepsin Abbau)
a In beiden Priparationen gleich verlaufende

[780 % Ammonsulfat Fallung in zwei Schritten ! Schritte

Proteolytischer Abbau mit Thermolysin

L Proteolytischer Abbau mit Pepsin 1

J

Kationenaustauscher Chromatographie mit AG 50 W x 2 I

4

Gelfiltration G 25

4

Glykosidischer Abbau mit PNGase A

B

Gelfiltration G 15 l I Kationenaustauscher Chromatographie mit AG 50 W x 2

11

Reversed Phase C 18

Il

N-Glykane
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5.1.1. N-Glykanpraparation aus Schnecken und Schneckeneiern

Die, durch Einfrieren bei -80 °C getéteten Schnecken wurden bei Raumtemperatur
aufgetaut und anschlieRend seziert. Wesentlich war vor allem die Entfernung des Darms,
da in der Nahrung enthaltene Glykane die Analysenergebnisse verfalschen kdnnten. Die
Tiere wurden in ,Haut*, bestehend aus dem FulBmuskel und der tatsdchlichen Haut und
.Viscera“, den inneren Organen aufgeteilt.

Die klein geschnittenen Gewebesticke wurden in Tris/HCI-Puffer homogenisiert und
nicht l6sliche Bestandteile abzentrifugiert.

Die Schneckeneier wurden mit einem Glasstab zerdriickt und die Schalen abzentrifugiert.
Der Uberstand (ca. 1,5 ml) wurde mit dem 10-fachen Volumen an Puffer homogenisiert
und abzentrifugiert.

Bei der Praparation der Achat Haut traten erhebliche Probleme schon beim
Abzentrifugieren der unldslichen Bestandteile nach der Homogenisierung auf. Die
Viskositat des Schneckenschleims verhinderte ein Absetzen und erforderte eine relativ
grobe Abtrennung durch Abschépfen, das sicher mit einigem Verlust an Analysenmaterial
verbunden war. Die Achat-Viscera sowie Haut und Viscera der Posthornschnecke
erwiesen sich als leichter zu verarbeiten, génzlich unproblematisch zu préparieren waren

allerdings nur die Schneckeneier.

Die Ammonsulfatfallung zur Abtrennung der Proteine wurde in zwei Schritten
durchgefuihrt, was sich vor allem bei der Préparation der Achat-Haut als notwendig
erwies. Die starke Schleimproduktion des Schneckengewebes erschwert die Abtrennung
der Proteine und wird leicht als Verunreinigung Uber mehrere Praparationsschritte
verschleppt. Durch die fraktionierte Ammonsulfatfallung konnte der Schleim etwas besser
abgetrennt werden.

Die Giykopioteine wuidein enem proieoiytischen Abbau mit Thermoiysin unterzogen.
Das Enzym selbst ist in hoher Reinheit erhéltlich, sein Temperaturoptimum liegt bei 50
°C, eine Temperatur, bei der wenige andere Enzyme optimale Aktivitdt zeigen. Der
proteolytische Abbau ist notwendig, um die anschlieBende Hydrolyse der 8-
glycosidischen Bindungen durch PNGase A zu erméglichen. Die Glykosidase kann nur
von Glykopeptiden, nicht aber von Glykoproteinen Glykane freisetzen.
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Die Reinigung der Glykopeptide nach dem proteolytischen Abbau mittels
Kationenaustauscher fuhrte wieder bei der Achat-Haut zu Schwierigkeiten. Das Waschen
der Saule mit Essigsdure dauerte Uber Nacht, da wieder die Viskositat der

Verunreinigungen einen kontinuierlichen Durchfluss verhinderte.

Die N-Glykane wurden mittels Geffiltration entsalzt und anschlieend lyophilisiert.

Zur Detektion der Glykane mittels Orcinol nach dem Entsalzen ist zu bemerken, dass die
Kohlenhydratkonzentrationen in den kleineren Ansatzen oftmals nicht ausreichend waren
um durch Tupfeln erfasst zu werden.

Es war daher notwendig die gewlnschten Fraktionen nach der Gelffiltration ,blind zu
poolen®.

Die trockenen Glykanproben wurden mit 2-Aminopyridin markiert und fir HPLC-Analysen
vorbereitet. Von den N-Gilykanproben der Posthornschnecke und von denen der Achat-
Eier wurde ein Teil unmarkiert fir MALDI-TOF Analysen vorbereitet. Weiters wurde nach
Hydrolyse mit  Trifluoressigsaure und  Anthranilsdure Markierung eine

Monosaccharidanalyse durchgefihrt.

5.1.2. N-Glykanpréparation aus Bg-Zellen

Bei dieser Version der N-Glykan Praparation wurde auf die Ammonsulfatfallung
verzichtet. Die abgeernteten Zellen wurden in HCI homogenisiert und sofort einem
proteolytischen Abbau mit Pepsin unterzogen. Der Vorteil dieser Protease liegt in ihrem
pH-Optimum von pH 2,0, andere Enzymaktivititen kénnen unter diesen Bedingungen
weitgehend ausgeschlossen werden. AulRerdem zeigt Pepsin gegeniber Thermolysin
eine hohere Effizienz. In friheren Arbeiten [7, 42] wird von einer mdéglichen
Beeinflussung der Ergebnisse durch Oligosaccharid-Verunreinigungen des Enzyms
berichtet. Diese Bedenken konnten im Rahmen dieser Praparation weder bestatigt noch
widerlegt werden.

im  weileren Veraur rscheidet  sich  diese

urspringlichen Vorgehensweise darin, dass die freigesetzten N-Glykane (iber einen
Kationentauscher und eine RP-Saule gereinigt wurden, was einen positiven Effekt auf die

Reinheit der Glykanproben hatte.

Die Glykane aus den Zellen wurden mit Aminopyridin, nicht aber mit Anthranilsédure
markiert, da die Menge dafir nicht ausreichend war. Ein unmarkierter Teil konnte fur
MALDI!-TOF Analysen herangezogen werden.
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5.2. HPLC — Methodenoptimierung
5.2.1. Anthranilsdure-Monosaccharidanalyse Methodenoptimierung

Nachdem das besondere Interesse in der Analyse der geladenen Glykane lag, wurde die
Monosaccharidanalyse vor allem im Hinblick auf Sialinsduren durchgefuhrt. Aber auch

ein eventuelles Vorkommen ungewdhnlicher Monosaccharide sollte Gberpriift werden.

Zunichst wurde eine Gradientenoptimierung durchgefuhrt, um die einzelnen
Monosaccharide besser auftrennen zu kénnen.

Der urspriingliche Gradient wurde von 35 auf 48 Minuten verldngert und etwas
abgeflacht, wodurch Methylgalaktose detektiert werden konnte und auch einige andere
Monosaccharide besser getrennt wurden, ohne dass es zu Peakverbreiterungen kam.
Nach weiteren Versuchen konnte der Gradient schliellich ohne nachteilige
Auswirkungen auf 41 Minuten verkirzt werden.

w0 [ TN
" / [1]
@ 70 / [ 1]
g 60 / l \l —o— Gradient 1
.E s I [ X —n—Gradfemz
:,: ‘0 / \l\ -——a— Gradient 3
% [ A7)
e
¥ — T lx

Abb. 27: Gradientenoptimierung - Monosaccharidanalyse
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Abb. 28: Standard-Monosaccharide, Gradient 1, 35 Minuten

* Verunreinigung

2-O-MeGal
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Abb. 29: : Standard-Monosaccharide, Gradient 2, 48 Minuten
* Verunreinigung
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Abb. 30: Standard-Monosaccharide, Gradient 3, 41 Minuten

* Verunreinigung

Tabelle 2: Retentionszeiten der Standard-Monosaccharide

Gradient 1, 35 Min

Gradient 2, 48 Min

Gradient 3, 41 Min

Minuten Minuten Minuten
GIcN 9,35 GIcN 10,1 GIcN 9,01
ManN 9,88 ManN 10,82 ManN 9,57
GalN 10,08 GalN 11,17 GalN 9,85
RP 13,1 RP 13,8 RP 13,2
DeoxyGlc 14,65 DeoxyGlc 17,39 DeoxyGlc 15,58
Gal 14,98 Gal 18,03 Gal 16,08
Man 15,52 Man 18,95 Man 16,82
Glc 16 Glc 20 Gle 17 57
GalU 16,23 GalU 20 GalU 17,82
Ara 17,02 Ara 21,19 Ara 18,85
Xyl 17,77 Xy! 22,19 Xy! 19,98
GlcU 18,05 GlecU 23,29 GleU 20,8
Fuc 18,23 Fuc 23,38 Fuc 20,84
Rha 18,35 Rha 23,72 Rha 21,07
4MeGal 27,93 4MeGal 24,72
2MeGal 31,89 2MeGal 27,98
GIcNAC 24,93
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Die Gradientenédnderung bewirkte ein besseres Elutionsverhalten der Standard-Zucker
im gegenseitigen Vergleich. Die Detektierbarkeit von 4-O- und 2-O-Methylgalaktose und
die Retentionszeit von Xylose sind speziell erwdhnenswert. In anderen Bereichen konnte
keine, oder nur eine geringe Verbesserung in der Trennung der einzelnen
Monosaccharide erreicht werden. Dieses Verhalten beruht auf einer groRen Ahnlichkeit
der Hydrophobizitat mancher Zucker.

Als Sialinsdure-Standards wurden NANA, NGNA, KDO und KDN ausprobiert.

Leider ist die Methode der Markierung offensichtlich fiir Sialinsduren nicht anwendbar. Im
Fall von N-Glykolylneuraminsdure, 2-Keto-3-deoxy-Nonulonsdure und 2-Keto-3-deoxy-
Octulonsiure lagen die zur Verfigung stehenden Konzentrationen unter der
Nachweisgrenze. Bei der Analyse der N-Acetylneuraminsdure konnte nicht, wie bei den
anderen Monosaccharidstandards ein einzelner Peak zugeordnet werden, vielmehr
scheint die Sialinsdure wadhrend der Markierung Abbauten zu unterliegen, die eine

eindeutige ldentifizierung letztendlich unméglich machen.

w] NANA,

. . w0 o d ts w Y n P M 3 d e ™ N - ’ [ ’ 2

Abb. 31: N-Acetylneuramins#ure-Standard
* Verunreinigung
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Die eluierten Peaks lielen sich zwar bekannten Monosaccharidpeaks zuordnen (Abb.
31), was aber auf die Behandlung mit Trifluoressigsdure und anschlieBende
Derivatisierung oder auf Verunreinigungen zuriick zu fihren ist.

Die Identifizierung von Sialinsduren - geschweige denn die Unterscheidung - mittels
Monosaccharidanalyse ist mit dieser Methode somit leider nicht méglich.

5.2.2. Versuch einer Methodenetablierung: analytische AIEX-HPLC

Das Ziel dieser Versuche war es, ungeladene, einfach und mehrfach negativ geladene
Oligosaccharide Uber AIEX-HPLC aufzutrennen, um die Aufreinigung, Separation und
Zuordnung unterschiedlicher Glykanstrukturen zu vereinfachen.

Im Laufe dieser Methodenentwicklung wurden sowohl ein starker (SAX-Strong Anion
Exchange), als auch ein schwacher (DEAE-Diethylaminoethyl) Anionentauscher
verwendet; Laufmittel und Gradienten wurden mehrfach geandert. Konstant gehalten
wurden die Flussrate von 1 ml/min sowie natirlich die Bedingungen der fluorimetrischen
Detektion - Ex/Em: 320/400 nm. Als Standard-Oligosaccharide standen zur Verfligung:

Isomaltose mit 5 Glukoseeinheiten
GnGn - Standard
N-Glykane aus Fetuin

N-Glykane aus I1gG

vV Vv Vv V V¥V

N-Glykane aus Transferrin, in sialylierter und desialylierter Form

Im Folgenden ist ein Uberblick (iber die verschiedenen Variationen angefihrt.
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Tabelle 3: Bedingungen fiir die analytische AIEX-HPLC
SAX- Strong Anion Exchange DEAE- Diethylaminoethy!
A: 5 MM NH,H,PO,pH 2,8 A: 10 mM NH,Form pH 9,0
B: 750 mM NH,H,PO,pH 3,7 B: 0,3 M NH,Form pH 9,0
Gradient 1 Gradient 1
time 0] 24| 25|30 time 0(10] 35| 36| 41| 50
% B 0] 80| 0] O % B 0f 04100} 100 0
Gradient 2 A: 30 % MeOH in 10 mM NH,Form pH 9,0
time 0 5115|1620 B: 0,3 M NH,Form pH 9,0
% B 0 0j10] 0} O
A H20
A: H,0O pH 3,0 B: 0,3 M NH,Form pH 9,0
B: 0,5 M NaClipH 3,0
Gradient 2
A:H,OpH 5,0 time 0| 6/ 25| 28( 30| 31| 38
B: 0,5 NaClpH 3,0 % B 0] 51 50} 100100 0 0
A: 1 mM NH4Ac pH 3,0 A: 30 % MeOH in H,0
B: 1 mM NH4Ac pH 3,0 + 0,5 M NaCli B: 0,3 M NH,Form pH 9,0
Gradient 3 Gradient 3
time 0| 12| 13|17 time 0{15| 45| 46| 511 60
% B 0| 40 0| O % B 0f 0] 100} 100 0

A: 5 mM NH,Ac pH 8,0
B: 1 mM NH, Ac pH 3,0 + 0,5 M NaCl

B: 1 M NH,;Form pH 9,0

A: 10 mM NH4Form pH 9,0
B: 1 M NH,Form pH 9,0

Gradient 4
time 0 4|1 10(15116|20
% B 0 0| 10{40| 0] O
A: H20

Gradient 5 -
time 0[15]| 45| 46| 51| 60
% B 0| 0]100]100 0] ©

Letztendlich mussten die Versuche leider ergebnislos abgebrochen werden, da keinerlei
Auftrennung erreicht wurde. Unter keinen Bedingungen konnte eine Bindung der
Oligosaccharide an die Saule bewirkt werden, was natirlich die Voraussetzung einer
ladungsabhéngigen Elution darstelit.
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5.3. N-Glykan-Praparation fiir SDS-PAGE und Western Blot

Als Vorbereitung fur die SDS-PAGE wurden die Schnecken aufgetaut und seziert, Haut
und Viscera wurden getrennt voneinander weiter verarbeitet, der Darm wurde verworfen.
Das Schneckengewebe wurde in Puffer homogenisiert und die unléslichen Bestandteile
abzentrifugiert. Zunachst wurde Tris/HCI-Puffer, mit und ohne Zugabe von SDS
verwendet, sowie Versuche mit direkter Homogenisierung in SDS-Loading buffer
durchgefiihrt. Spater wurde auf RIPA-Puffer umgestellt, der aufgrund von Detergenzien
und Zusatz eines Proteaseinhibitors fur die Proteinextraktion, vor allem bei
Membranproteinen besser geeignet war und zu wesentlich besseren Ergebnissen flhrte.
Auch im Hinblick auf die Homogenisierung wurden verschiedene Maglichkeiten
ausprobiert. Es wurden Versuche mit einem Glashomogenisator, Mérser, Bohrer und
Stossel, Ultra Turrax und Ultraschallbad, sowie Kombinationen durchgefiihrt. Die besten
Ergebnisse konnten mit dem Ultra Turrax und anschlieflender Ultraschallbadbehandlung
erreicht werden. Dennoch war bei sehr zdhen Geweben keine vollstandige
Homogenisierung méglich, da die Mengen fir die vorhandene GréRe des Ultra Turrax
sehr klein waren und durch die Schaumbildung des Puffers nicht allzu lange

homogenisiert werden konnten.

Folgende Schnecken wurden fiur die praparative SDS-PAGE und anschlieRende
Aufreinigung fur massenspektroskopische Analysen herangezogen:

Biomphalaria glabrata (Haut), Cepea hortensis (Haut), Eier, Haut und Viscera von
Achatina fulica, Planorbarius corneus (Haut) und Eiersack von Limax maximus.

Bg-Haut, Cepea-Haut, Achat-Eier und Limax-Eiersack wurden direkt in SDS-Loading
buffer homogenisiert, abzentrifugiet und der Supernatant direkt auf das
Elektrophoresege! aufgetragen. Im Fall von Achat-Haut und —Viscera, sowie Posthorn-
Haut wurden die zuvor hergesteliten Praparationen mit RIPA-Puffer verwendet.

Die praparativen Elektrophoresegele wurden wie unter Pkt 4.1.7. beschrieben nur
solange unter Spannung gesetzt, bis der mitgefihrte Standard sich aufzutrennen
vegann.

An diesem Punkt wurde die Elektrophorese abgebrochen und die Banden fixiert, gefarbt
und der Hintergrund entfarbt.

Wie unter Pkt 4.1.8. beschrieben wurden die Proteinbanden aus dem Gel
ausgeschnitten, mit Acetonitril entfarbt und einem proteolytischen Abbau mit Trypsin
unterzogen. Die Glykopeptide wurden extrahiert und die Glykane mittels PNGase A
freigesetzt.
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Die Reinigung erfolgte Gber Mini-Chromatographie-Saulchen. Nach der Elution mit 2 %
Essigsdure wurden die Glykanproben in der Speed Vac getrocknet, in Wasser
aufgenommen und auf das MALDI-Target gespottet.

5.4. N-Glykan-Analyse mittels SDS-PAGE und Western Blot

Eine Moglichkeit Informationen Uber Glykanstrukturen von Glykoproteinen zu erhalten, ist
die Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophorese und die anschlieBende
Durchfuhrung eines Western Blots, wobei verschiedene Lektine und Antikérper fur die

Detektion genutzt werden kénnen.

Fur die elektrophoretischen Analysen wurden verschiedene Schnecken herangezogen:
Achatina fulica, Biomphalaria glabrata, Planorbarius corneus, Limax maximus, Arion
lusitanicus, Cepea hortensis und Arianta arbustorum.

Die Qualitat der Ergebnisse war abhdngig von der Schneckenart — trotz mehrmaliger
Versuche konnten in manchen Féllen keine analysierbaren Ansatze hergestelit werden.
Teilweise lasst sich diese Beobachtung auf den Zusammenhang zwischen Zahigkeit des
Gewebes und Prinzip der Homogenisierung zurickfihren. Da flur diese Art der
Praparationen mit kleinen Mengen und Volumina gearbeitet wurde, war mit den zur
Verfugung stehenden Methoden nicht immer eine optimale Homogenisierung realisierbar.
(siehe Pkt. 4.1.6.)

Als Vorbereitung fur die SDS-PAGE wurden die Schnecken in Puffer homogenisiert,
wobei fir 100 mg Gewebe 1 ml Puffer verwendet wurde, die festen Bestandteile wurden
abzentrifugiert.

Die benétigte Konzentration fir die SDS-PAGE musste bei jeden Ansatz neu ermittelt
werden; die Konzentrationsangaben [mg Gewebe/m! Puffer] konnten lediglich als
Richtwerte herangezogen werden, da eben die Probenvorbereitung nicht mit
feproduziervaier Tiizienz durchionrbar war.

Als Richtwert kann angegeben werden, dass von den 100 mg/ml-Ansdtzen zunichst
meist mit einer 1:10 Verdinnung fur die SDS-PAGE gearbeitet wurde. Auf genaue
Konzentrationsangaben wird in weiterer Folge allerdings verzichtet, da es sich nicht um
sinnvolle quantitative Angaben handelt.

Mit allen Proben wurde eine Methanol-Féllung durchgefihrt, nachdem vorige Versuche
ohne Methanol-Fallung nicht mittels SDS-PAGE auftrennbar waren. Offensichtlich war
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die Abtrennung der Proteine von anderen Gewebeinhaltsstoffen dabei so unvolistandig,
dass die Verunreinigungen die Elektrophorese unmadglich machten.

Bevor zu der unter Punkt 4.1.6. beschriebenen Praparation mit RIPA-Puffer
Gbergegangen wurde, wurden auch noch andere Puffer-Varianten ausprobiert.

Die Elektrophorese-Gele wurden, sofern kein Western Blot durchgefiihrt wurde, mit
Coomassie Brillant Blue gefarbt.
Als GroRenstandard wurde fir alle Gele und Blots der Prestained Protein Ladder von

Fermentas verwendet.

[kDa)

100 —>f. ¢ fanmm
72— | A
55— oo
40 —» B 5 __\ b
33—
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Abb. 32: SDS-PAGE von Achat Haut und Eiern mit Tris/HC! mit und ohne SDS

1~ Achat Haut in Tris/HCI
2 — Achat Eier in Tris/HCI
3 — Achat Haut in Tris/HCI mit SDS
4 — Achat Eier in Tris/fHCI mit SDS

Die in den Bahnen 1 und 2 aufgetragenen Proben wurden in Tris/HC| Puffer
homogenisiert, bei den Ansétzen in den Bahnen 3 und 4 wurde dem Puffer 1 % SDS
zugesetzt.

Es ist deutlich erkennbar, dass das zugesetzte SDS offensichtlich eine bessere
HarainielAe

inm Aar Drataina hawirlkta
ng Cer Aroicinge SoWirLle.



Ergebnisse 61

17 — @" ‘m , “’J‘é ‘E e,
9_ , o o <
11 —ofo il = GRS, T RO

Abb. 33: SDS-PAGE von Achat Haut, Eiern und Viscera mit RIPA

1 - Viscera

2 - Eier

3 — Haut, Stossel

4 - Haut, Ultra Turrax + Ultraschallbad
5 - Haut, Ultra Turrax

In diesem Fall wurden die Praparationen mit RIPA-Puffer durchgefihrt. Die
Homogenisierung der Viscera wurde mit dem Ultra Turrax durchgefihrt, die Eier
ausschliefllich durch Pipettieren homogenisiert. Im Fall der Haut wurden drei
verschiedene Varianten angewandt, wobei sich die Kombination aus Ultra Turrax und
Ultraschallbad als effektivste herausstellte, was an der Intensitét der Banden erkennbar
ist.

An dieser SDS-PAGE lasst sich erkennen, wie sehr die Ausbeute der Praparationen von
der Beschaffenheit des Gewebes abhdngt, da in allen Fallen die

Ausgangskonzentrationen sowie die Verdinnungen gleich waren.

Im Fall der RIPA-Préaparationen war eine Methanol-Féallung nicht notwendig. Dies fihrte
dazu, dass die in Abb. 33 aufgetragenen Probenmengen um etwa den Faktor 15 (!)
niedriger konzentriert waren, als jene in Abb. 32.

Diese Tatsache fihrte zu der Entscheidung weitere Praparationen fir die Elektrophorese
mit RIPA-Puffer durchzufihren.
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Abb. 34a Abb 34b
1 - Achat Haut 1 — Posthorn Haut
2 — Bg Viscera 2 — Biomphalaria glabrata Haut
3 - Bg Zellen 3 — Arianta Haut
4 - Bg Medium 4 — Arion Haut

Abb. 34a und b: SDS-PAGE verschiedener Schnecken

Im Vergleich der Bg Zellen mit den Proben aus Achat Haut und Bg Viscera ist erkennbar,
dass die Zellen ein wesentlich weiteres Spektrum an Proteinen zu enthalten scheinen als
die Gewebe der ausgewachsenen Schnecken. Aullerdem waren die Proteine aus den
Zellen einfacher zu préaparieren. In dem, nach demselben Verfahren, aufgereinigten
Medium der Bg Zellkulturen konnte nur eine Proteinbande nachgewiesen werden. Eine
Detektion mittels Lektin Blot war nicht méglich.

Fur die Lektin-Blots wurde mit finf Lektinen unterschiedlicher Spezifitit gearbeitet, wobei
vier davon die Fahigkeit besitzen Sialinsduren zu binden.

SNA (Sambucus Nigra Lectin) gilt als spezifisch fir a-2,3 und a-2,6 gebundene,
endstandige Sialinsduren, MAA | (Maackia Amurensis Lectin 1) und MAA |l (Maackia
Amurensis Lectin 1) zeigen ausschlieBlich Affinitdt zu a-2,3 gebundenen Sialinséuren,
WGA (Wheat Germ Agglutinin) wurde urspriinglich zur Detektion von endsténdigem N-
Acetylglukosamin verwendet, bindet aber ebenfalls Sialinsduren. RCA (Ricinus
Communis Agglutinin |) besitzt Bindungsspezifitat fur endstandige Galaktose.

Allerdings scheinen alle erwahnten Lektine zu den genannten auch teilweise andere
Strukturen binden zu kénnen. Daher missen Ergebnisse aus Western Blots mit Lektin-

Detektion mit Vorbehalt betrachtet werden.
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Die besten Erfolge wurden mit SNA erreicht, die anderen Lektine, vor allem MAA | und I

lieferten recht wechselhafte Ergebnisse.

Alle verwendeten Lektine waren biotinylierter Form und konnten somit mit Streptavidin

detektiert werden.

Streptavidin selbst war mit Alkalischer Phosphatase gekoppelt, wodurch letztendlich die,
durch violette Farbung der jeweiligen Banden erkennbare Umsetzung des Substrats

erfolgte.

Weiters wurde ein Antikdrper, ndmlich Anti-Horseradish-Peroxidase (rabbit) zur Detektion
fukosylierter und xylosylierter Strukturen eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit einem
zweiten, ebenfalls mit Alkalischer Phosphatase gekoppeltem, Antikdrper.

Nebst den Glykoproteinen aus Schnecken wurden Fetuin und MMXF als Positivkontrollen

analysiert.
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Abb. 35: SNA-Blot von Haut verschiedener Schnecken

Die eindeutige Farbung der Positivkontrolle Fetuin, welche erwiesenermaflen endstandig

sialylierte N-Glykane besitzt,

Schnecken endstindig gebundene Sialinsduren vorkommen. Allerdings Idsst sich auf

1 - Arion

2 - Arianta

3 - Biomphalaria glabrata
4 — Posthorn

5 — Fetuin

lasst darauf schlielen, dass in allen analysierten
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diese Weise nicht feststellen in welcher Form diese Zucker mit dem Protein verbunden

sind.

In weiterer Folge wurden Hautprdparationen der verschiedenen Schnecken parallel,
unter Verwendung unterschiedlicher, oben beschriebener Lektine, geblottet.

Fur alle Blots wurden bewusst dieselben Konzentrationen der jeweiligen Proben
eingesetzt, um einen direkten Vergleich zu erméglichen.
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Abb. 36: SNA-Blot verschiedener Schnecken

1 — Achat Haut 7 — Cepea Haut

2 — Achat Viscera 8 ~ Cepea Viscera
3 — Achat Eier 9 — Arianta Haut

4 — Posthorn Haut 10 — Arianta Viscera
5 — Posthorn Viscera 11 - Fetuin

6 — Bg Zellen



Ergebnisse

65

[kDa)

72 —»

24 —»

11 >

Abb. 37: WGA-Blot verschiedener Schnecken
1 - Achat Haut 7 - Cepea Haut
2 — Achat Viscera 8 — Cepea Viscera
3 - Achat Eier 9 - Arianta Viscera
4 — Posthorn Haut 10 - Arianta Haut
5 — Posthorn Viscera 11 —Fetuin
6 — Bg Zellen
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Abb. 38: MAA | Blot verschiedener Schnecken

1 - Achat Haut

2 - Achat Viscera

3 - Achat Eier

4 - Posthorn Haut

5 - Posthorn Viscera
6 ~ Bg Zellen

7 — Cepea Haut
8 — Cepea Viscera
9 — Arianta Haut

10 - Arianta Viscera

11 — Fetuin
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Wie schon in vorigen Versuchen erwies sich auch hierbei die Detektion der Glykoproteine
mit SNA am verlasslichsten. Verdeutlicht wird diese Feststellung bei Betrachtung der
Positivkontrolle Fetuin, die durch Bindung von SNA deutliche Banden zeigt, im Falle von
WGA nur schwach aufscheint und bei MAA | Detektion nicht mehr nachweisbar ist.

Ob diese Ergebnisse Hinweise auf die tatsachlichen Bindungsspezifititen der Lektine
darstellen oder die Blots nicht immer optimal durchgefiihrt wurden, konnte nicht
herausgefunden werden.

Es ist jedoch erkennbar, dass die Schérfe der Banden beim SNA Blot und MAA | Blot
besser ist, als bei der Verwendung von WGA, wenngleich das Gesamtergebnis beim
MAA | Blot eher durftig ausfalit.

Die Ergebnisse der Proben der Achat Haut sind in allen Féallen enttduschend, lassen sich
aber wie schon erwdhnt mit der schwierigen Verarbeitbarkeit des Materials erkldren. Die
Viscera lieferte zumindest bei Detektion mit SNA etwas bessere Ergebnisse, die Banden
um 24 kDa waren auch bei den anderen Blots noch erkennbar.

Bemerkenswert ist, dass die Achat Eier mit WGA, jedoch nicht mit SNA eine sehr starke
Farbung aufwiesen. Differenzierte Banden waren leider nicht erkennbar.

Posthorn Haut und Viscera lieferten auch keine besonders guten Ergebnisse, lediglich
die Zellen der Biomphalaria glabrata konnten mit jedem der drei Lektine gut gebunden
werden und somit eindeutig detektiert werden.

Die Proben der anderen beiden Schnecken, Arianta und Cepea, ergaben schwache und
undeutliche Banden, es lasst sich aber erkennen, dass die Glykoproteinmuster vor allem
im Bereich um 15 kDa denen der anderen Schneckenpraparationen &hnlich sind.

Mit SNA konnten in fast allen Proben in diesem Molekulargewichtsbereich Banden
detektiert werden. Es kdnnte sich dabei méglicherweise um Glykoproteine handeln, die in
allen Gastropoden synthetisiert werden. Der Versuch diese aus dem SDS-PAGE Gel zu
extrahieren und mittels MALDI-TOF-MS zu analysieren scheiterte an zu geringen
Probemengen.
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Nachdem mit AntiHRP die Glykanstrukturen MMX, MMF? und MMXF? detektiert werden

kénnen, ergibt sich der Schluss, dass in vielen der analysierten Schnecken fukosylierte
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Abb. 39: Anti-HRP Blot verschiedener Schnecken

1 — Achat Haut

2 - Achat Viscera

3 - Achat Eier

4 — Posthorn Haut

5 — Posthorn Viscera
6 — Bg Zellen

und xylosylierte Strukturen vorkommen.

Die Zellen von Biomphalaria glabrata, Bahn 6 und 7, zeigen nur schwache Banden.

7 - Bg Zellen

8 — Cepea Haut

9 — Cepea Viscera
10 - Arianta Haut
11 - Arianta Viscera
12 — Fetuin

Dieses Ergebnis stimmt mit jenen der massenspektrometrischen Analysen {iberein.

Bei den Proben aus Haut und Viscera von Achat- und Posthornschnecke wurden auch
bei der Monosaccharidanalyse mittels HPLC Xylose und Fukose detektiert. (siehe Pkt.

5.5.3.). Warum die Farbung der Achat Viscera so schwach ausfiel ist fraglich.

Im Fall der Achat Eier bestdtigen sowoh! die Monosaccharidanalyse als auch die
Ergebnisse der MALDI-TOF-MS das Vorhandensein xylosylierter und fukosylierter N-

Glykan-Strukturen.
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Abb. 40: SNA-Blot von verschiedenen Schnecken nach Ammonsulfat-Fallung

1 - Posthorn Haut

2 — Posthorn Viscera
3 -Bg - Zellen

4 — Achat Eier

5 — Fetuin

Die Proben fur diesen Blot wurden den Préaparationen nach Ammonsulfat-Féllung und
Dialyse entnommen.

Die Banden der Posthorn Haut und Viscera wurden dadurch scharfer, bei den Achat
Eiern konnte leider keine Verbesserung erzielt werden.

Bei den Biomphalaria glabrata Zellen in Bahn 3 ist zu erkennen, dass die
Ausgangsmenge fir diese Art der Préparation zu gering war.

5.4.1.Ergebnisse der enzymatischen Abbauten

Proben der Achatschnecke, Biomphalaria glabrata und der Posthornschnecke wurden fur
enzymatische Abbau-Versuche herangezogen.

Dafur wurden einige Mikroliter der jeweiligen Probe zundchst getrocknet und
anschlieBend mit enzymspezifischem Puffer und Enzym, zumeist Gber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Nach dem Abbau wurden wieder eine SDS-PAGE sowie ein Western Blot
durchgefihrt.

Nachdem das Hauptaugenmerk auf der Detektion endstandig sialylierter N-Glykane lag,
wurden hierfur Sialidase, zum Abbau endstandiger Sialinsduren, und PNGase F, zum
Abbau von N-Glykanen, verwendet. Versuche mit Essigsdure zur chemischen
Desialylierung und Abbau mit PNGase A brachten keine Erfolge.
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Abb. 41a Abb. 41b

Abb. 412 und b: SNA Blot (a) und RCA Blot (b) von Fetuin

1 - nicht abgebaute Probe
2 - Abbau mit Sialidase 1:10
3 - Abbau mit Sialidase 1:1000

Nachdem Sialinsduren in N-Glykanen endstandig zumeist an Galaktose gebunden sind,

sollte mit diesen Blots der Abbau mit Sialidase sichtbar gemacht werden.

Der Fetuin Standard wurde wie unter Pkt. 4.2.2. beschrieben abgebaut, gemeinsam mit
einer unbehandelten Probe elektrophoretisch aufgetrennt und dann geblottet.

Links bindet das verwendete Sambucus nigra Lektin die endstdndigen sialylierten
Glykane der Probe in Bahn 1, die desialylierten Glykoproteine in Bahn 2 und 3 werden, je
nach Grad der Desialylierung nur schwach bzw. gar nicht gebunden.

Bei Detektion mit Ricinus Lektin ergibt sich nahezu ein Negativ zur SNA-Detektion. Nur
schwach wird die nicht enzymatisch abgebaute Probe gebunden, wahrend die Farbung in
Bahn 2 und 3 auf eine starke Bindung und somit auf einen hohen Anteil an Galaktose
hinweist, die nach enzymatischem Abbau der Sialinsduren den endstandigen Zucker der

Glykane darstellit.
Leider lie® sich dieser Nachweis mit keiner der Schneckenproben eindeutig durchfiihren.

Die enzymatischen Abbauten lieferten nur im Falle der Posthornschnecke Ergebnisse.
Die Abbauten der Achatschnecke sowie Biomphalaria glabrata schienen nicht erfolgreich
gewesen zu sein, allerdings ist hier auch die mangelhafte Reproduzierbarkeit der Lektin

Blots als mégliche Fehlerquelle in Betracht zu ziehen.
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Abb. 42: WGA Blot von Posthorn Viscera und Fetuin

1 - nicht abgebaute Probe
2 — Abbau mit PNGase F
3 - Abbau mit Sialidase 1:100

In Bahn 1 wurden die nicht abgebauten Proben von Posthorn Viscera und Fetuin
aufgetragen. Die Proben in Bahn 2 wurden mit PNGase F abgebaut. Im Falle von Fetuin
ist nur eine schwache Farbung erkennbar, die endstandig sialylierten N-Glykane wurden
erfolgreich abgespalten. Auch bei der Schneckenprobe sind ein Shift und eine
Abschwiachung der Banden sichtbar. Das mit Sialidase behandeite Fetuin in Bahn 3
weist keine Banden mehr auf. Die Glykoproteine wurden desialyliert, womit eine
Detektion mit WGA nicht mehr méglich ist. Dieser Abbau war bei der Viscera der
Posthornschnecke nicht erfolgreich, was auf eine Bindung der Sialinsduren schlieflen
lasst, die mit der zur Verfigung stehenden Sialidase nicht spaltbar ist.
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Abb. 43: SNA Blot von Posthorn Haut und Fetuin

1 - nicht abgebaute Probe

2 -~ Abbau mit N-Glykosidase F
3 - Abbau mit Sialidase 1:10

4 — Abbau mit Sialidase 1:1000

In Bahn 1 der Schnecke sowie der Kontrolle ist die starke Farbung der nicht enzymatisch
ébgebauten Glykoproteine erkennbar.

Bahn 2 zeigt die Proben, die mit N-Glykosidase F abgebaut wurden. Der Unterschied zur
unbehandelten Probe zeigt, dass in der Haut der Posthornschnecke N-glykosidische
Bindungen an Proteinen vorkommen, die mit PNGase F abbaubar sind. Diese
Glykoproteine liegen im Massenbereich zwischen 20 und 30 kDa. Nachdem die Banden
in diesem Bereich auch in den Bahnen 3 und 4, bei den Proben die mit Neuraminidase
abgebaut wurden, nicht oder abgeschwéacht aufscheinen, scheint es sich um endstandig
sialylierte N-Glykane zu handeln. Jene Banden, die sowohl beim PNGase F Abbau als
auch bei den Desialylierungsversuchen erhalten blieben, sind daher vermutlich
polysialylierte Strukturen, die weder von dem einen noch von dem anderen Enzym

angegriffen werden kénnen.



Ergebnisse 72

5.5. HPLC - Analyse der N-Glykane

5.5.1. AIEX-HPLC zur Auftrennung geladener und ungeladener Glykane der
Achatschnecke

Die PA-markierten Oligosaccharidproben wurden in wenig Wasser gelést und mittels
AIEX-HPLC in geladene und ungeladene Fraktionen aufgetrennt.

Durch einen analytischen Lauf mit kleinem Injektionsvolumen wurden die Fraktionen
festgelegt, danach wurde die Probe in mehreren Durchgéngen fraktioniert, um die Saule
nicht zu Gberladen. Die Peaks wurden gesammelt, gepoolt und schliellich am Rotavapor

eingeengt.

“_JVK

€->< > < >
1 2 3

Abb. 44: Achat-Viscera, Fraktionierung mittels MonoQ-HPLC

Das Ziel war, die enthaltenen N-Glykanstrukturen aufzutrennen, einerseits um weitere
Analyseschritte Ubersichtlicher zu machen, andererseits um die geladenen Glykane,
denen besonderes Interesse zukam, von neutralen Strukturen zu trennen und somit
gezielt analysieren zu kénnen.

Die Viscera wurde in drei Fraktionen geteilt, zwei ungeladene (1 und 2) und eine
vermeintlich geladene Fraktion (3) (siehe Abb. 44).

Die Haut wurde lediglich in eine ungeladene und eine geladene Fraktion aufgeteilt.
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Das Ergebnis dieses Verfahrens ist nicht zufriedenstellend, da die Auftrennung der
Glykane nicht wie geplant funktioniert hat, wie sich bei spateren Analysen bestétigt. Es
muss in Betracht gezogen werden, dass diese Methode nicht unbedingt fir die Trennung
von geladenen und neutralen Oligosaccharidstrukturen geeignet ist.

5.5.2. RP-HPLC der PA-markierten Glykane

Um einen Uberblick Uber die enthaltenen N-Glykan Strukturen zu erhalten wurden die
Proben Uber eine Reversed Phase HPLC-Sadule analysiert. Als Standard wurde
Isomaltose, mit unterschiedlicher Kettenlange (3 bis 11 Glukoseeinheiten) verwendet. Je
mehr Glukoseeinheiten, umso stérker sind die hydrophoben Wechselwirkungen mit der
C18-Saule, die Elution erfordert einen hoheren organischen Anteil im Laufmittel als fur
kurzkettige Isomaltose.

Dieses Verhalten gilt prinzipiell auch fur Glykane - groRere Strukturen weisen
hydrophobere Eigenschaften auf und eluieren deshalb spéater. Allerdings kénnen auch
andere Strukturmerkmale (z.B. Fukosylierungen) das Elutionsverhalten maf3geblich

beeinflussen.

w/ \"\.
WJ\J‘\-A.“_,__, w'——nn—
Achat-Haut geladen
\ fi

Achat-Haut ungeladen \J

IM-Standard

Abb. 45: RP-HPLC der N-Glykane von Achat-Haut
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Abb. 46: RP-HPLC der gesamten N-Glykane von Posthorn Haut und Viscera
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Abb. 47: RP-HPLC der gesamten N-Glykane von Achat Eiern

Auch hier wiesen die analysierten Proben noch stérende Verunreinigungen auf, es
konnte daher leider keine exakte Trennung der N-Glykane erzielt werden. Zwar lasst sich
erkennen, dass in allen Proben Glykane unterschiedlicher Hydrophobizitat enthalten sind,
allerdings waren die Proben zu wenig aufgereinigt und auch die Gesamtmenge zu gering
um eine Fraktionierung und separate Weiterfuhrung der einzelnen Peaks zu begriinden.
In den Chromatogrammen der Achat-Haut lasst sich erkennen, dass die geladenen
Fraktionen keine detektierbaren Strukturen mehr enthielten, wahrend in der neutralen
Fraktion unterschiedliche Strukturen aufscheinen.

Das bestatigt die Zweifel in Bezug auf die Effizienz der ladungsabhéngigen Auftrennung
der Glykane mittels Mono Q.
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5.5.3. Monosaccharidanalyse
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Die Oligosaccharidproben wurden vor der Markierung mit Anthranilsdure mit 4 M
Trifluoressigséure hydrolysiert. Dabei ist zu bemerken, dass bei der Hydrolyse die
Acetylgruppe von N-Acetylhexosaminen abgespalten wird. Es ist anzunehmen, dass
diese Reaktion auch bei N-Acetylneuraminsdure stattfindet.

Als Vergleichsprobe wurde ein Fibrin-N-Glykan-Standard mitgefuhrt. Ebenfalls analysiert
wurden éltere N-Glykan Praparationen von Haut und Viscera aus Arion lusitanicus.

GlcN P

Man

Fibrin GalN

Abb. 48: Monosaccharidanalyse von Fibrin

Die Monosaccharidanalyse von Fibrin - Glykanen lie? eine eindeutige Zuordnung der, fur

den saugertiertvniachen komnlexen Tyn von N-Glykanen gingige Zucker Galaktose,
Mannose und Glukosamin, durch Hydrolyse aus N-Acetylglukosamin entstanden, zu. In
geringer Menge konnten Fukose und Galaktosamin detektiert werden. Hinweise auf

methylierte Strukturen oder ungewdhnliche Zucker gab es keine.
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Abb. 49: Monosaccharidanalyse von Achatina fulica - Haut und Viscera (geladene Fraktionen nach MonoQ)

Die Proben aus Haut und Viscera der Achat Schnecke wurden vor der
Monosaccharidanalyse mittels AIEX-HPLC in geladene und ungeladene Fraktionen
aufgetrennt. Die geladenen Fraktionen wurden hydrolysiert, mit Anthranilsdure markiert
und analysiert.

In der Viscera konnten sowohl Galaktosamin als auch Glukosamin in annahernd gleicher
Konzentration detektiert werden, wahrend diese beiden Zucker in der Haut nicht
nachgewiesen werden konnten. Dieses sehr unwahrscheinliche Ergebnis ist vermutlich
auf Praparationsprobleme zurtckzuftihren. Weiters wurden in der Haut Xylose und
Fukose in &dhnlicher Konzentration nachgewiesen, wahrend in der Viscera Fukose
gegeniber Xylose Uberwiegt. AuBerdem bemerkenswert scheint die hohe Galaktose-
Konzentration in der Viscera.

Sowoh! in der Haut als auch in der Viscera konnte methylierte Galaktose nachgewiesen
werden. Uberraschend ist die Detektion von Deoxyglucose und Arabinose in beiden
Proben.

Eine genaue Quantifizierung der enthaltenen Monosaccharide ist nicht moglich, da die
einzelnen Zucker unterschiedliche Bindungseigenschaften aufweisen und eine Standard-
Quantifizierung nicht durchgefihrt wurde.
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Abb. 50: Monosaccharidanalyse von Planorbarius corneus - Haut und Viscera

Von der Posthornschnecke wurden alle préparieten  N-Glykane  der
Monosaccharidanalyse unterzogen, ohne vorangehende ladungsabhéngige Auftrennung.
Sowohl! in der Haut als auch in der Viscera konnten Glukosamin und Galaktosamin
detektiert werden, die Konzentration an GalN war jedoch in der Viscera niedriger als in
der Haut. Galaktose und Mannose sind in beiden Proben enthalten, Glukose konnte nur
in der Haut nachgewiesen werden.

Das Vorkommen von Fukose und Xylose bestétigte sich auch in den Anti-HRP-Blots.

Die Posthorn Schnecke scheint weniger methylierte Strukturen zu enthalten als die Achat
Schnecke gemessen an der relativen Konzentration an Methylgalaktose.
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Abb. 51: Monosaccharidanalyse von Achatina fulica - Eier

In den N-Glykan Proben der Achat Eier konnten nahezu keine Hexosamine detektiert
werden, dafur in relativ hohen Konzentrationen die Zucker Galaktose und Mannose.
Glukose war nicht nachweisbar. Weiters wurden Xylose, Fukose und Methylgalaktose
nachgewiesen. Ein Peak vor dem Reagenzpeak konnte nicht zugeordnet werden,

dieselbe Substanz wurde auch in der Probe aus Achat-Viscera detektiert.

Es wurden weiters altere Proben von N-Glykanen aus Haut und Viscera von Arion
lusitanicus sowie O-Glykan Proben aus Arion-Viscera analysiert. Die Ergebnisse wichen
nicht sehr von jenen der anderen Schnecken ab, allerdings wiesen die Proben
Verunreinigungen auf, die eventuell im Zuge der ldngeren Lagerung durch Abbauten

entstanden sein kénnten.
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5.6. MALDI-TOF-MS- Analyse der N-Glykane

Die bei der AIEX-HPLC erhaltenen Fraktionen der Achatschnecke, sowie die fertig
praparierten, unmarkierten Oligosaccharidproben der (brigen Ansatze wurden mittels
MALDI-TOF-MS analysiert, um die Glykanstrukturen zu identifizieren. Weiters wurden die
aufgereinigten Proben aus der préparativen SDS-PAGE mittels MALDI-TOF-MS
analysiert.

Als Standard wurden N-Glykane aus Fibrin herangezogen.

Wie oben erwahnt verdeutlichten sich bei den massenspektroskopischen Analysen die

Unterschiede zwischen den einzelnen Praparationen.

Von den Proben aus Achat-Haut, sowie Haut und Viscera der Posthornschnecke konnten
keine auswertbaren Spektren ermittelt werden. Die Ansatze aus der praparativen
Elektrophorese lagen offensichtlich in zu niedriger Konzentration vor — auch hier konnten
leider keine Strukturen identifiziert werden.

Aus jenen Praparationen, die am unkompliziertesten verlaufen waren, die der Achat-Eier
und der Bg-Zellen, lie3en sich Strukturen ermittein.

Auch in der N-Glykanpraparation der Achat-Viscera konnte eine Glykanstruktur ermittelt

werden.

Generell erwies sich der negative mode des MALDI-TOF-MS als sensitiver als der
positive mode, niedrigere Konzentrationen (1:10 bis 1:100 verdinnter) konnten noch
detektiert werden, auflerdem schienen Verunreinigungen im negative mode weniger
ausschlaggebend.

Diese Tatsache ist fiir die Analytik geladener Strukturen nicht nachteilig, allerdings stellen
Vergleiche zwischen geladenen und neutralen Strukturen derselben Probe eine gewisse
Schwierigkeit dar.
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5.6.1. MALDI-TOF-MS von Fibrin

Als Standard und zum Vergleich von positive und negative mode wurde eine bereits

vorhandene N-Glykan Praparation aus Fibrin analysiert.

\WWWWM Wi LT

Abb. 52: MALDI-TOF-MS-Analyse von Fibrin N-Glykanen, positive mode

Tabelle 4: Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von Fibrin N-Glykanen

Masse [Da] mogl. Struktur
1298,91 (M+Na] | MGal/Man4Gn
1501,09 [M+Na] | GnGal
1663,13 (M+Na] | GalGal
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Abb. 53: MALDI-TOF-MS-Analyse von Fibrin N-Glykanen, negative mode

Tabelle 5: Ergebnisse der MALD!I-TOF-MS-Analyse von Fibrin N-Glykanen

Masse [Da] mogl. Struktur
1847,79 [M+?] ?
1931,26 [M+H'] | SAGal

1946,93 [M+H'] | SASA (fragmentiert)
2195,21 [M+?] ?
2208,58 [M+?] ?
2221,80 [M+H'] [SASA
2234,01 [M+?] ?

Aus der massenspektrometrischen Analyse von Fibrin im positive und negative mode
lassen sich die fir Sdugetiere typischen N-Glykanstrukturen sehr gut ablesen. Wahrend
im positive mode nur die neutralen Strukturen, v.a. die diantenndre Struktur mit
endstandiger Galaktose als Natrium- und Kalium-Addukt (GalGal) aufscheinen, lassen
sich im negative mode auch die geladenen Strukturen, mit einer (SAGal) bzw. zwei
endsténdigen Sialinsduren (SASA) nachweisen.

Im negative mode werden vorwiegend Wasserstoff-Addukte gebildet. Aufgrund der
Analyse im Reflector-mode kommt es bei doppelt sialylierten Strukturen (SASA) zu einer
teilweisen Fragmentierung (einseitige Desialylierung) nach dem Reflektor, was zu einem

Shift im TOF-Verhalten fuhrt. Die betroffenen Molekiile weisen somit eine Flugzeit auf,
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die zwischen jener der einfach — und der zweifach sialylierten Strukturen liegt. Im
Spektrum zeigt sich dieser Shift durch einen zusétzlichen Peak, der um 14 Da gréRer ist
als jener der einfach sialylierten Struktur. Im konkreten Fall handelt es sich um den Peak
bei 1946,93 Da (SASA*).

Massenspektrometrisch lieen sich aus der Fibrinpraparation neutrale, sowie einfach-
und zweifach sialylierte diantennare Glykanstrukturen ermitteln.
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5.6.2. MALDI-TOF-MS von N-Glykanen aus Biomphalaria glabrata
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Abb. 54: MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Bg-Zellen, positive mode

Tabelle 6: Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Bg-Zellen

Masse [Da] mdégl. Struktur
932,066 [M+Na] | MM

947,278 [M+Na] | MM+CH,
961,107 [M+Na] | MM+2 CH,
1077,27 [M+Na] | MMF

1095,25 [M+Na] | Man4

106,31 [M+iNa] | MiviF+2Z CHj
1257,05 [M+Na] |Man5
1297,15 [M+Na] |[MGal/Man4Gn
1417, 46 ([M+Na] |Man6

1579,26 [M+Na] |Man7
1662,23 [M+Na] | GalGal
1741,06 [M+Na] |Man8
1902,86 [M+Na] |Man9g
2027,32 [M+Na] | GalGalGal
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Abb. 55: MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Bg-Zellen, negative mode

Tabelle 7: Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Bg-Zellen

Masse [Da] mogl. Struktur
1927,14 [M+H'] | SAGal

2196,72 [M+7?] ?
2295,47 [M+H'] | SAGalGal

Die massenspektrometrische Analyse der Biomphalaria glabrata-Zellen im positive mode
zeigt, dass die N-Glykane vor allem hochmannosidische Strukturen enthalten (Man4 bis
Mang), teilweise sowohl in methylierter, als auch in fukosylierter Form. Di- und
triantenndre komplexe Strukturen scheinen ebenfalls vorhanden zu sein. Im negative
mode war letztendlich nur eine einzige Struktur nachweisbar, deren Masse von 2295,47

Da einer triantenndren, einfacn siaiyiierten Giykanstruktur entspricht.

Die N-Glykane wurden enzymatischen Abbauten mit Endoglykosidase H und f-
Galaktosidase unterzogen, um die ermittelten Strukturen zu bestéatigen.
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5.6.3. MALDI-TOF-MS von N-Glykanen aus Achatina fulica
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Abb. 56: MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Viscera von Achatina fulica, negative mode

Im Fall der N-Glykanpréparation aus Haut und Viscera von Achatina fulica lieferte die
massenspektrometrische Analyse nur eine einzige nachweisbare Struktur. Im negative
mode konnte in der geladenen Fraktion der Viscera nach der MonoQ eine Struktur bei
2011,93 Da detektiert werden, was der Masse eines diantennéren, einfach sialylierten,
pyridylaminierten Glykans (SAGal-PA) als Wasserstoff-Addukt entspricht. Um einen
Irrtum oder eine Verunreinigung auszuschlieen, wurde die Probe mehrfach gemessen -
das Ergebnis blieb unverdndert. Im positive mode konnte keine korrespondierende
neutrale Struktur nachgewiesen werden.

Die neutralen Fraktionen der Viscera, sowie alle Proben der Haut lieferten keine
Ergebnisse.
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Abb. 57: MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Eiern von Achatina fulica, positive mode
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Tabelle 8: Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Eiern von Achatina fulica

Masse [Da] maogl. Struktur
962,397 [M+Na] |{MM+2 CH,
1074,96 [M+Na] | MMF

1260,09 [M+Na] |Man5
1606,85 [M+7] ?

1768,14 [M+H'] | SAGn
1890,81 [M+Na] | GalGalF+S0,
1930,57 [M+H’] | SAGal
1952,71 [M+Na] [ SAGal
2077,13 [M+H'] | SAGalF

2000
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Abb. 58: MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Eiern von Achatina fulica, negative mode

Tabelle 9: Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Eiern von Achatina fulica

Masse [Da] mogl. Struktur
1028,98 [M+Na] | MM+CH,+S0Q,
1041,83 [M+H'] | MMX

1041,83 [M+Na] | MM+2 CH4+SQ,
1190,63 (M+H'] | MGn+SQ,
1303,03 [M+7?] ?

1546,04 [M+7?] ?Gal

1765,88 [M+H'] | SAGn

1927,88 [M+H'] [ SAGal

2073,39 [M+H'] | SAGalF
2182,30 [M+H'] | SAGalF+2 CH3+S0O,

Die Analyse der Achat-Eier lieferte interessante, zum Teil ungewohnliche Ergebnisse. Im

positive mode wurden methylierte und fukosylierte Strukturen (MM+2 CH; und MMF),
sowie Man5 detektiert, was auch mit den Ergebnissen der Monosaccharidanalyse

Ubereinstimmt. Auflerdem wurden Massen ermittelt, die auf sialylierte und sulfatierte

Glykanstrukturen hinweisen (SAGn, SAGal und SAGalF, sowie sulfatiertes GalGal).

Im negative mode konnten diese teilweise geladenen Strukturen ebenfalls, sogar mit
intensiveren Signalen nachgewiesen werden.

Besonders die ermittelten Strukturen SAGn, SAGal und SAGalF liefern interessante

Hinweise auf das Vorkommen von sialylierten N-Glykanen in Schnecken.
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Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass es bei vormaligen MALDI-TOF-

Analysen von Glykanen unterschiedlicher Herkunft nicht méglich war, teilweise geladene

Strukturen im positive mode nachzuweisen.

Die Praparationen der Achat-Eier wurden enzymatischen Abbauten mit -Galaktosidase,

N-Acetylglukosaminidase und Fukosidase unterzogen, um die ermittelten Strukturen

‘nach Méglichkeit zu bestétigen. Weiters konnte mit freundlicher Genehmigung von Prof.

Friedrich Altmann von DI Martin Pabst eine Analyse der N-Glykane aus Achat-Eiern
mittels LC-ESI-Q-TOF-MS durchgefiuhrt werden.

Tabelle 10: Ergebnisse der LC-ESI-Q-TOF-MS von Eiern aus Achatina fulica

MALDI-TOF ESI-Q-TOF

Masse [Da] mégl. Struktur Masse[Da] mogl. Struktur

1765,88 1767,7

[M+H+] SAGn [M+H+] Core+HexNAc+NeuGc+2 Pentosen+S0,
Core+2 Hex+3 Deoxyhexosen+SQ4+CHs

1927,88 1929,7

[M+H+] SAGal [M+H+] Core+Hex+HexNAc+NeuGc+2 Pentosen+SQ4
Core+2 HexNAc+3 Deoxyhexosen+2 SQ4+CHs;
Core+3 Hex+3 Deoxyhexosen+SQ4+CH3
Core+2 HexNAc+NeuAc+NeuGc+CHj;

2073,39 2075,6

[M+H+] SAGalF [M+H+] Core+Hex+HexNAc+Deoxyhexose+NeuGc+2 Pentosen+SQ,
Core+2 Hex+HexNAc+NeuAc+Pentose+SO,4
Core+3 Hex+2 Deoxyhexosen+Pentose+3 SO,+CH
Core+2 HexNAc+4 Deoxyhexosen+2 SQs+CH3
Core+3 Hex+4 Deoxyhexosen+SQ,+CH3
Core+2 HexNAc+Deoxyhexose+NeuAc+NeuGe+CHs
Core+Hex+2 HexNAc+2 NeuGc+CH3

2182,30 21837

[M+H+] SAGalF+S04+2 CH3 | [M+H+] Core+Hex+HexNAc+3 Deoxyhexosen+NeuGc+S0O,
Core+2 Hex+HexNAc+2 Deoxyhexosen+NeuAc+2 SO,
Core+Hex+2 HexNAc+Deoxyhexose+3 Pentosen+2 SO,
Core+4 Hex+Deoxyhexose+3 Pentosen+SQ,

Abkirzungen:

Core (Man,GIcNAC:) : Grundstruktur der N-Glykane
Hex (Hexose) : 2.B. Glukose, Mannose, Galaktose

HexNAc (N-Acetyl-Hexosamin) : 2.B. N-Acetyl-Glukosamin, N-Acetyl-Galaktosamin, N-Acetyl-Mannosamin

NeuAc (N-Acetylneuraminséure)

Pentose : z.B. Xylose

NeuGc (N-Glykolylneuraminséaure)

Deoxyhexose: z2.B. Fukose

SO, (Suffat)
CHj (Methyirest)
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Mit dieser, sehr genauen und sensitiven Methode wurden etwas abweichende, aber auch
vielfdltigere Madglichkeiten des Glykanaufbaus in den Eiern der Achat Schnecke
aufgeworfen. Nur wenige dieser Varianten scheinen unter Berlicksichtigung der bis dato
bekannten Gesetzmafligkeiten der Glykan-Synthese und der bislang analysierten
Strukturen in Gastropoden auch tatsachlich realistisch. Allerdings scheint damit
zumindest die Vermutung beziglich des Vorkommens negativ geladener Glykane in
Schneckeneiern gefestigt. Zur Verifizierung einer bestimmten Struktur waren, abgesehen
von enzymatischen Abbauten auch weitere Praparationen, sowie die Etablierung einer

effizienten Vorreinigung notwendig.

Die N-Glykan-Proben der Bg-Zellen sowie der Achat-Eier wurden ihrer angenommenen
Struktur entsprechenden enzymatischen Abbauten unterzogen. Dafiur wurde 1 pl der
jeweiligen Probe Uber Nacht mit Enzym-Puffer-Ansatz inkubiert und anschlieBend ein
weiteres Mal mittels MALDI-TOF-MS analysiert.

5.6.4. Ergebnisse der enzymatischen Abbauten in Bg-Zellen

Im Fall der Bg-Zellen wurde zunéchst ein Abbau mit Endoglykosidase H durchgefihrt.
Dieses Enzym spaltet Glykane zwischen den beiden inneren GIcNAc-Resten, allerdings
ausschlief3lich hochmannosidische Strukturen (Man 4 bis Man 9), an die keine anderen
Zucker gebunden sind. Methylierungen beeintréachtigen die Aktivitat nicht.
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Abb. 59: MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Bg-Zellen nach Endo H Abbau, positive mode
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Ein Shift um 203 Da entspricht einem abgespaltenen GIcNAc-Rest und bestétigt somit,
dass es sich um eine hochmannosidische Struktur handelt.

Tabelle 11: Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Bg-Zellen nach Endo H Abbau
*die Massen der gekennzeichneten Peaks verringerten sich im Vergleich zur nicht abgebauten Probe (Abb. 54, Tabelle 6)

um 203 Da.

Masse [Da] mdégl. Struktur
932,707 [M+Na] | MM

961,955 [M+Na] | MM+2 CH5
1054,14 [M+Na] | Man5*
1081,69 [M+Na] [MMF
1096,37 [M+Na] |Man4
1108,37 (M+Na] |MMF + 2 CH,
1216,83 [M+Na] | Man6*
1379,52 [M+Na] | Man7*
1542,21 [M+Na] | Man8*
1663,26 [M+Na] | GalGal
1703,09 [M+Na] | Mang*
2028,31 [M+Na] | GalGalGal

Die vermuteten hochmannosidischen Glykane lieRen sich mit Endo H abbauen, wahrend
jene Strukturen, die in der urspringlichen Probe (Abb. 54, Tabelle 6) als komplex
angenommen wurden oder kleiner als Man4 waren, unverandert blieben.

Man4, mit 1096,37 Da konnte mit der Endoglykosidase ebenfalls nicht abgebaut werden,
was darauf schlieBen ldsst, dass bei dieser Struktur die vierte Mannose nicht in a1,3-
Bindung am Core gebunden ist.

Die Glykan-Proben aus Bg-Zellen wurden einem weiteren Abbau mit Exogalaktosidase
unterzogen, um auch die vermuteten di — und triantenndren komplexen Strukturen zu

bestétigen.
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Abb. 60: MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Bg-Zellen nach Endo H und B-Gal Abbau, positive mode

Tabelle 12: Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Bg-Zellen nach Endo H und R-Gal Abbau
*die Massen der gekennzeichneten Peaks verringerten sich im Vergleich zur nicht abgebauten Probe (Abb. 54, Tabelle 6)
um zwei- bzw. dreimal 162 Da.

Masse [Da] mogl. Struktur
961,416 [M+Na] |MM+2 CH,
1054,01 [M+Na] [Man5

1106,20 [M+Na] | MMF + 2 CH,4
1215,91 [M+Na] |Man6

1338,33 [M+Na] |GnGn*

1378,54 [M+Na] [Man7

1541,92 [M+Na] | GnGnGn*/ Man8

Wenngleich die Resultate der MALDI-TOF-Analysen - vermutlich aufgrund von
unvermeidbaren Verlusten und Verunreinigungen - mit jedem weiteren Enzym-Abbau
schlechter wurden, so lie sich in diesen Fall noch erkennen, dass die di- und
triantenndren Strukturen mit R3-Galaktosidase abgebaut werden konnten. GnGn, mit
1338,33 Da und GnGnGn, mit 1541,92 Da sind die jeweiligen Abbauprodukte, wobei die
Masse von 1541,92 Da zusammenfallt mit der Masse des mit Endoglykosidase
abgebauten Man8.
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5.6.

5. Ergebnisse der enzymatischen Abbauten in Achat-Eiern

Bei den Eiern der Achat-Schnecke solite versucht werden die im negative mode
ermittelten Strukturen zu verifizieren. Nachdem neutrale Strukturen im negative mode
normalerweise nicht detektierbar sind, wurde nicht der naheliegende Abbau mit Sialidase
durchgefthrt. Stattdessen wurde versucht, den jeweils endstdndigen Zucker des
neutralen Astes (Galaktose bzw. GIcNAc) sowie die Fukose enzymatisch abzubauen.

Im Hinblick auf die Defukosylierung stellte sich das Problem, dass zwar a1,2 und a1,6-
Fukosidase zur Verfigung standen, jedoch kein Enzym, welches a1,3-gebundene
Fukose vom Core abspalten kann. Die Ergebnisse der durchgefithrten Western-Blots
(siehe Pkt. 5.4., Abb. 39) lieflen allerdings auf genau diese Art der Bindung schlielen, da
der zur Detektion verwendete Antikérper - Anti-Horseradish-Peroxidase — neben Xylose
ausschliefllich fur a1,3-gebundene Fukose spezifisch ist. Ein zur a1,3-Fukose Entfernung
haufig verwendeter Abbau mittels Flussséure ist in diesem Fall nicht méglich, da dadurch

auch Sialinsduren abgespalten wurden.
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Abb. 61: MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Eiern von Achatina fulica nach B-Gal Abbau, negative mode
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Tabelle 13: Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Eiern von Achatina fulica nach R-Gal Abbau
*die Massen der gekennzeichneten Peaks verringerten sich im Vergleich zur unbehandelten Probe (Abb. 58, Tabelle 9) um

162 Da.

Masse [Da] mégl. Struktur
1028,31 [M+Na] MM+CH3+SO,
1042,04 [M+H"] MMX

1042,04 [M+H"] MM+2 CH3+S0O,
1187,99 [M+H"] MGn+SO,
1303,03 [M+7] ?

1385,45 [M+7] ™

1604 [M+H"] ”

1768,34 [M+H'] SAGn*
1911,56 [M+H"] SAGnF*
1927,97 [M+H"] SAGal

2096,41[M+7] ?

SAGal und SAGalF konnten enzymatisch zu SAGn und SAGnF abgebaut werden, wobei
der Abbau im Fall von SAGal nicht vollsténdig war. In der urspringlichen Probe (Abb. 58,
1766 Da die Struktur
Uberraschenderweise konnte auch in diesem Fall die Masse durch enzymatischen

Tabelle 9) wurde dem Peak bei SAGn zugeordnet.
Abbau mit Exogalaktosidase um 162 Da verringert werden. Somit muss angenommen
werden, dass die Ausgangsstruktur eine endstiandige Galaktose enthielt. Ein weiterer,
bereits in der unbehandelten Probe nicht identifizierter Peak bei 1546 Da, wurde um 162

Da verringert. Einige Massen konnten leider weiterhin nicht zugeordnet werden.
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Abb. 62: MALDI-TOF-MS-Analyse von N-Glykanen aus Eiern von Achatina fulica nach a1,6-Fuc Abbau, negative mode
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Tabetle 14; Ergebnisse der MALDI-TOF-Analyse von N-Glykanen aus Eiern von Achatina fulica nach a1,6-Fuc Abbau

Masse [Da]

mogl. Struktur

1549,06 [M+7?]

?

SAGn

1768,99 [M+H"]

1867,07 [M+?] 2
1891,37 [M+?] 2
1930,65 [M+H'] | SAGal
2076,39 [M+H'] | SAGalF

Es besteht die Méglichkeit, dass SAGalF (2076,39 Da) zumindest teilweise zu SAGal
(1930,65 Da) abgebaut werden konnte, wobei SAGal auch in der urspriinglichen Probe
bereits detektiert werden konnte. Eine genaue Quantifizierung war leider nicht méglich,
vergleicht man jedoch die Intensitdten der Peaks (SAGal und SAGalF) in beiden
Spektren (Abb. 58 und Abb. 62) miteinander, so lasst sich erkennen, dass in der a1,6-
Fuc-abgebauten Probe der SAGal-Peak relativ zum SAGalF-Peak eine héhere Intensitét
aufweist. Dieses Verhalten wirde fir einen teilweisen Abbau und somit fur das

Vorkommen a1,6-gebundener Fukose in N-Glykanen der Achat-Eier sprechen.

Die enzymatischen Abbauten mit Glukosaminidase und a1,2-Fukosidase konnten leider

nicht ausgewertet werden.
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6. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Methoden zu entwickeln bzw. zu optimieren, um weiterfuhrende
Informationen Uber N-Glykane in Schnecken, und im Besonderen {ber geladene N-
Glykane zu erhalten.

In frheren Arbeiten {4, 7, 13, 43, 44] wurden bereits Untersuchungen im Bereich der
neutralen und geladenen Glykane, in erster Linie mit der Schnecke Arion lusitanicus
durchgefihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 7 Schneckenarten untersucht, darunter
Nackt-, Gehause-, Land- und Wasserschnecken, sowie - wo verfugbar - auch
Zellkulturen und Eier.

Weiters wurde versucht ein méglichst breites Spektrum an Methoden anzuwenden, zum
einen, um keine Mdglichkeit der Analyse unversucht zu lassen, und zum anderen, um fur
weiterfihrende Arbeiten einen guten Uberblick zu gewinnen.

Nicht fir alle Schneckenproben konnten alle Methoden angewandt werden, einige
Versuche konnten wegen mangeinder Ergebnisse nicht ausgewertet oder weitergefiihrt

werden.

Die Schwierigkeiten der N-Glykanpréparation aus Achat-Schnecken lassen sich zum Teil
sicherlich auf das schwierige Ausgangsmaterial zurickfuhren. Bei dem Versuch
Verunreinigungen und Schleim abzutrennen, scheint zuviel von den zu analysierenden
Glykoproteinen verloren gegangen zu sein.

Generell muss erwahnt werden, dass die Beschaffenheit des Schneckengewebes, im
speziellen der Haut, eine wirklich gute Aufreinigung nahezu unméglich macht. Eine
effiziente Méglichkeit den Schleim zu entfernen, ohne einen Grofiteil der zu reinigenden
Glykoproteine zu verlieren, konnte bislang nicht gefunden werden.

Auch die Aktivititen der Enzyme Thermolysin und PNGase scheinen unter diesen
Bedingungen nicht optimal gewesen zu sein, was einen weiteren Verlust durch nicht
freigesetzte N-Glykane bedeutete.

Zum anderen war die Ausgangsmenge an Material — 3 ausgewachsene Achat-
Schnecken - fur die etablierten Erstpréparationsschritte zu grof3. Kleinere Mengen wéren
leichter zu handhaben gewesen, was sich bei den folgenden Praparationen der
Posthorn-Schnecke zeigte.

Dabei trat allerdings das Problem =zutage, dass die N-Glykanpréparation mit
Ammonsulfat-Fallung und Thermolysin-Abbau fur kleine Ausgangsmengen ineffizient
arbeitet. Somit war zwar die Umsetzung einfacher, die Ergebnisse jedoch ebenfalls eher
darftig.
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Die Art der Praparation und die Verarbeitbarkeit des jeweiligen Ausgangsmaterials
spiegeln sich letztendlich in den Ergebnissen der N-Glykananalysen wider.

Die erste Version (Ammonsulfatféllung und Thermolysinabbau) [7] erwies sich als
weniger effizient, sowoh! die Praparation der Glykane als auch die Entfernung von
Begleitstoffen betreffend. Wahrend aus der Haut keine Strukturen nachgewiesen werden
konnten, lieen sich aus der Viscera zumindest Hinweise auf negativ geladene Glykane
ermitteln. Tatsachliche Ergebnisse wurden nur bei der Aufreinigung der Achat-Eier
erhalten, die wesentlich unproblematischer zu verarbeiten waren, als das Gewebe der
ausgewachsenen Schnecken.

Die zweite, fur die Zellen angewandte, Version der N-Glykanpraparation (direkter Abbau
mit Pepsin) [41], scheint zu einer besseren Ausbeute zu fihren und aulerdem fir
kleinere Ausgangsmengen besser geeignet zu sein. Allerdings liegen fir diese Methode
keine Erfahrungswerte mit ausgewachsenen Schnecken und den damit verbundenen

Storfaktoren vor.

Um die weitere AUftrennung und Analyse der N-Glykane fluorimetrisch detektieren zu
kénnen, wurden die Oligosaccharide mit 2-Aminopyridin markiert. Die dafur benétigten
Bedingungen mit starker Sdure und Hitze stellen im Zusammenhang mit geladenen
Oligosacchariden ein Problem dar, da es durch die Bedingungen auch leicht zu einem
Verlust der endstindigen Sialinsduren kommen kann. Methoden die Markierung unter
milderen Bedingungen durchzufihren wurden von G. Péltl entwickelt [45], mussten hier
aber wegen Problemen mit der Entfernung der groflen Mengen 2-Aminopyridin
abgebrochen werden.

Fur die Monosaccharidanalyse wurde die Markierung mit Anthranilsdure durchgefiihrt
und optimiert. Diese Methode liel sich fur nahezu alle Zucker mit gutem Erfolg

anwenden, ist jedoch leider fur N-Acetylneuraminsaure und ihre Derivate nicht geeignet.

erforderlich eigene Préaparationen anzufertigen, da auf diesem Weg nur intakte
Glykoproteine, nicht aber abgetrennte Glykane analysiert werden kénnen.

Es wurden verschiedene Puffer sowie Homogenisierungsmethoden ausprobiert, letztlich
setzte sich die Kombination aus RIPA-Puffer, Ultra Turrax und Ultraschallbad durch.

Wie auch schon bei den groReren Ansitzen zur Priparation der N-Glykane, erwiesen
sich Ausgangsmaterial und —menge als Problemfaktoren. Es wurde hier mit sehr kleinen
Mengen gearbeitet, was in Kombination mit der Beschaffenheit des Schneckengewebes,
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insbesondere der Haut, und den technischen Gegebenheiten zu unvolistédndiger
Homogenisierung und damit naturlich zu Verlusten an Analysenmaterial fihrte.

Gute Ergebnisse lieferten Proben der Posthornschnecke, die im Rahmen der N-
Glykanpraparation nach der Ammonsulfatfallung elektrophoretisch analysiert wurden. Fir
diese Methode der SDS-PAGE Vorbereitung ware allerdings wieder eine gréRere
Ausgangsmenge erforderlich, die nicht in allen Fallen verfugbar war.

Die Auftrennung der praparierten und PA-markierten N-Glykane in neutrale und geladene
Fraktionen wurde nur mit den Proben aus Haut und Viscera der Achatschnecke
durchgefuhrt. Nach der Trennung konnte nur eine einzige Struktur aus der geladenen
Fraktion der Viscera ermittelt werden. Dabei handelte es sich um ein diantennares
einfach sialyliertes Glykan. Die massenspektrometrischen Analysen der neutralen
Fraktionen brachten keine Ergebnisse, wenngleich die Auftrennung mittels Reversed
Phase HPLC auf eine Vielzah! von Strukturen schlielen lie}. Auch die Proben aus den

Posthorn- und Achat Eier Préparationen schienen zu wenig aufgereinigt.

Grole Hoffnungen wurden in die Optimierung der Methode zur Auftrennung
anthranilsdure-markierter Monosaccharide mittels HPLC gesetzt. Die Hydrolyse der
praparierten N-Glykane und die anschlieBende Ermittlung der entstandenen
Monosaccharide kann zwar keinen Aufschluss Uber die Struktur der N-Glykane, jedoch
iiber das Vorhandensein bestimmter Zucker, und damit Uber Unterschiede zwischen
verschiedenen Schneckenarten geben. Im Fall der Achat Eier zeigten die Ergebnisse
auch gute Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen der MALDI-TOF-MS.

Leider lieBen sich Sialinsduren nicht, wie erhofft, ebenfalls nach der Glykanhydrolyse als
Monosaccharide nachweisen. Die Bedingungen bei der Probenvorbereitung scheinen

zum Abbau der relativ empfindlichen Sialinsduren zu fihren.

Das Ziel der Methodenetablierung einer analytischen AIEX war es, ungeladene, einfach
und mehrfach negativ geladene Oligosaccharide uber HPLC auftrennen zu kénnen. Dies
natte aie Aulreinigung, Separation und Zuordnuing unterscivediicner Giykansirukiuren
wesentlich vereinfacht. Theoretisch soliten jene Gruppen, die negative Ladungen tragen,
bei pH-Werten unterhalb ihres Neutralisationspunktes (pKs-Wert) in ungeladener,
dariber in geladener Form vorliegen. In diesem Fall solite spezielles Augenmerk auf

sialylierte Glykane gelegt werden, der pKs-Wert von Sialinséuren liegt ca. bei 2,6.

Beim Auftragen in geladenem Zustand auf eine AIEX-S&aule, soliten dementsprechend
die geladenen Oligosaccharide an die Austauschergruppen des Gels binden, die
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ungeladenen ohne zu binden eluieren. Durch Anderung der Konditionen zu niedrigerem
pH-Wert soliten die negativ geladenen Gruppen ihre undissozierte Form annehmen und
entsprechend der Anzahl ihrer Ladungen eluieren.

Aufgrund verschiedener Pufferwirkungen, ist es allerdings in der Praxis kaum méglich
durch Absenken des pH-Wertes eine Trennung zu erzielen, daher werden die, an ein
lonentauschergel gebundenen Substanzen durch Erhéhung der lonenstdrke im
Elutionsmittel, also durch eine Verdrdngungsreaktion an den ionisierbaren Gruppen
eluiert. Letztendlich mussten die Versuche leider ergebnislos abgebrochen werden, da
keinerlei Auftrennung erreicht wurde. Unter keinen Bedingungen konnte eine Bindung der
Oligosaccharide an die Saule bewirkt werden, was natirlich die Voraussetzung einer
ladungsabhéangigen Elution darstellt. Es ist nicht auszuschlieRen, dass die Misserfolge im
Falle der DEAE-Saule nicht unbedingt an der prinzipiellen Methodik, sondern eventuell
am Alter der verwendeten Siule gelegen haben kdnnten.

Flr weitere Versuche mit einer anderen schwachen lonentauscher-Séule standen leider
keine Moglichkeiten zur Verfigung; es gibt Hinweise darauf, dass eine WAX (Weak

Anion Exchange) — Saule fir die beschriebenen Anforderungen geeignet sein kénnte.

Der Erfolg der elektrophoretischen Analysen war, wie schon erwahnt, stark von der
Probenvorbereitung abhingig. Die besten Ergebnisse wurden zweifellos durch Reinigung
der Glykoproteine mittels Ammonsulfatfallung erreicht. Diese Behandlung wurde
allerdings nur mit Haut und Viscera der Posthorn Schnecke durchgefiihrt. Bei zu kleinen
Ausgangsmengen sind die Vorbereitungen, die diese Methode erfordert nicht
durchflhrbar, beziehungsweise ist die Proteinkonzentration am Ende zu niedrig, wie sich
am Beispiel der Bg-Zellen zeigte. Auflerdem war das eigentliche Ziel, eine méglichst
unkomplizierte Variante der Glykoprotein-Praparation zu entwickeln, um schnelle
Analysen zu ermoglichen. Als guter Kompromiss stelite sich die Praparation mit RIPA-
Puffer heraus, da dafir die Ausgangsmengen gering gehalten werden konnten, keine
Methanolfdllung notwendig war, und auch ohne Ammonsulfat-Féllung eine recht scharfe
Auftrennung der Banden bei der Elektrophorese erreicht werden konnte.

Fir die Western Blots wurden in erster Linie Lektine zur Detektion der Glykoproteine
herangezogen, da diese, aus Pflanzen isolierten Proteine spezifisch Zuckerstrukturen
binden.

Sambucus Nigra Lectin bindet vor allem endstdndige Sialinsduren in a2,6-Stellung,
eventuell auch in 0a23-Stellung, sowie mdoglicherweise endstandiges N-
Acetylgalaktosamin.
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Maackia Amurensis Lectin | wird zur Detektion von Strukturen mit terminalen Galp1,4-
GIcNAc Bindungen, aber auch von endstdndigen Sialinsduren in a2,3-Position, jedoch
nicht a2,6-Position verwendet.

Maackia Amurensis Lectin |l ist in seiner Bindungsspezifitdt noch nicht vollstandig
erfasst, zeigt aber Affinitdat zu a2,3-gebunden Sialinséuren.

Wheat Germ Agglutinin bindet Glykanstrukturen mit terminalen N-Acetylglukosaminen,
sowie angeblich Sialinsduren in a2,3-Position.

Ricinus Communis Agglutinin | eignet sich zur Detektion endstandiger Galaktose- und N-
Acetylgalaktosamin-Resten und somit zum Nachweis desialylierter Glykane.

Prinzipiell lasst sich zur Arbeit mit Lektinen sagen, dass die Beschreibungen ihrer
Bindungsspezifitdten in der Literatur und von Firmen nicht véllig Ubereinstimmen, weiters
ist wichtig zu bedenken, dass die Bindungsspezifititen meist mit géangigen
Séaugertierglykanen etabliert wurden. Wechselwirkungen mit anderen Gruppen bei véllig
anderen Strukturen sind maéglich und wahrscheinlich.

Alle verwendeten Lektine waren in biotinylierter Form und konnten somit mit Streptavidin,
einem Protein aus Streptomyces avidinii bestehend aus vier gleichen Untereinheiten, mit
je einer Biotin-Bindungsstelle detektiert werden. Streptavidin selbst war mit Alkalischer
Phosphatase gekoppelt, wodurch letztendlich die, durch violette Farbung der jeweiligen
Banden erkennbare Umsetzung des Substrats erfolgte. Fir die Detektion von RCA |
wurde allerdings Goat-Anti-Biotin-lg verwendet, da es eine hdhere Spezifitdt gegenuber
Biotin aufweist und somit bei eventuell unspezifischen Hintergrund-Bindungen bessere

Ergebnisse liefert [1].

Als einziger tatsdchlicher Antikérper wurde Anti-Horseradish-Peroxidase (rabbit)
eingesetzt. Anti-HRP bindet jene fur Pflanzen typische Glykanstruktur mit Xylose in B1,2-
Stellung und/oder Fukose in a1,3-Stellung, nicht aber in a1,6-Position. Die Detektion
dieses Antikérpers erfolgte mit Goat-Anti-rabbit-lg, ebenfalls als Alkalische Phosphatase

Koniuaat.
Cl -~

Die Ergebnisse der Lektin Blots waren von sehr unterschiedlicher Qualitat. Die
verlasslichsten und reproduzierbarsten Ergebnisse wurden mit SNA erzielt, bei Detektion
mit WGA traten ofter verschfnierte, unscharfe Banden zutage, MAA | und MAA |l lieferten
wechselhafte Ergebnisse in Hinblick auf die Reproduzierbarkeit.
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Die Grunde fur die unterschiedlichen Qualitaten der Lektine konnten leider nicht eruiert
werden, diese Problematik ist aber schon von friiheren Arbeiten bekannt. Jene Blots, die

mit Anti-HRP durchgefuhrt wurden, lieferten sehr stabile und reproduzierbare Ergebnisse.

Nachdem keine Vorselektion der Proteine getroffen wurde, zeigten die Blots oft eine
Vielzahl an Banden. Speziell im Fall der Bg-Zellen war dies zu beobachten.

Letztlich lieferten aber alle analysierten Schnecken Hinweise auf Glykoproteine mit
endstandig gebundenen Sialinsduren. Eindeutige Schlusse Uber die Art und Weise der
Bindung sowie Uber die gesamte Oligosaccharidstruktur konnten daraus aber nicht
gezogen werden. Vor allem die Unterscheidung zwischen O-Glykanen und N-Glykanen
wird dadurch nur in beschrdnktem Ausmaf durch PNGase F Behandlung méglich.

Die Ergebnisse mit Anti-HRP bestétigten die Vermutung, dass die meisten Schnecken,
mit Ausnahme der Bg-Zellen, auch fukosylierte und xylosylierte Glykanstrukturen
besitzen.

Im Fall der Posthornschnecke konnten weiterfilhrende Ergebnisse durch enzymatische
Abbauten mit N-Glykosidase F und Neuraminidase erzielt werden. Es konnten jene
Banden identifiziert werden, bei denen es sich offensichtlich um Glykoproteine mit N-
glykosidisch gebundenen, endsténdig sialylierten Oligosacchariden handelt.

Diese Glykoproteine liegen im Massenbereich zwischen 20 und 30 kDa.

Auswertbare Ergebnisse bei der MALDI-TOF Analyse lieferten die Praparationen aus
Biomphalaria glabrata Zellen und Eiern der Achatina fulica. Das sind jene Proben, deren
Praparationen entweder aufgrund der Beschaffenheit des Ausgangsmaterials (Eier) oder
wegen Anderungen im Praparationsschema (Zellen) anders verliefen als die

Praparationen aus ganzen Schnecken.

Generell erwies sich der negative mode des MALDI-TOF-MS als sensitiver als der
positive mode, niedrigere Konzentrationen (1:10 bis 1:100 verdunnter) konnten noch

Aatalbéinr unr Arnm A acdd
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im negative inmode weniger
ausschlaggebend. Diese Tatsache ist fur die Analytik geladener Strukturen nicht
nachteilig, allerdings stellen Vergleiche zwischen geladenen und neutralen Strukturen

derselben Probe eine gewisse Schwierigkeit dar.

Die Bg-Zellen enthielten vor allem hochmannosidische Strukturen — teilweise methyliert,
die durch Abbau mit Endoglykosidase H bestatigt werden konnten, aber auch di- und
triantenndre komplexe Glykane konnten detektiert werden. Diesen wurden im negative
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mode auch einfach sialylierte Strukturen (SAGal und SAGalGal) zugeordnet. An dieser
Stelle ist anzumerken, dass die Bg-Zellen in fetal-calf-serum haltigem Medium gezlichtet
wurden, was zu dem Schluss veranlasst, dass jene komplexen, sialylieten N-
Glykanstrukturen aus einer Verunreinigung durch das Medium stammen kénnten, und
nicht aus den Zellen selbst. Im Bewusstsein einer eventuellen Verfalschungsquelle wurde
das Medium, nach abzentrifugieren der Zellen, einer Glykoproteinanalyse mittels Lektin-
Blot unterzogen (siehe Pkt 5.4., Abb 34a). Dabei konnten aber keine sialylierten

Glykoproteine nachgewiesen werden.

Es muss auch die Méglichkeit in Betracht gezogen werden, dass Zellen, mit der Nahrung
aufgenomme Zellbausteine in ihrem eigenen Stoffwechsel verwenden koénnen, selbst
wenn sie selbst nicht in Lage sind diese Bausteine zu synthetisieren. Im speziellen Fall
kénnten also Zellen sialylierte Glykanstrukturen synthetisieren sofern ihnen Uber das
Medium Sialinsduren bzw. sialylierte Glykoproteine zur Verfiigung gestellt werden.

Somit ergibt sich als einzig sichere Méglichkeit zur Analyse von N-Glykanen aus Bg-
Zellen das Zichten der Zellen in serumfreiem Medium. Versuche diesbeziglich wurden
bereits durchgefiihrt, scheiterten jedoch daran, dass fur die Zellen eine bestimmte
Mindestkonzentration an fetal-calf-serum im Medium lebensnotwendig zu sein scheint.

Die Analyse der Achateier lieferte sehr vielfaltige Ergebnisse. Es wurden sowohl
methylierte, als auch fukosylierte und eventuell xylosylierte kleinere Glykane gefunden.
Im hoéheren Massenbereich konnten auch sialylierte Strukturen, mit und ohne
Fukosylierung nachgewiesen werden. Auch Sulfatgruppen koénnten vorhanden sein,
einige Massen konnten allerdings nicht zugeordnet werden.

Spezielles Augenmerk wurde auf die Peaks SAGn, SAGal, SAGalF sowie SAGalF in
methylierter und sulfatierter Form (Abb. 58, Tabelle 9) gelegt.

Diese Probe wurde mit freundlicher Genehmigung und Unterstitzung von Prof. Friedrich
Altmann und DI Martin Pabst mittels LC-ESI-Q-TOF-MS analysiert. Weiters wurden
uten durchgefinm, um Lestiminie Strukturen zu verifizieren, vanrend
bei dem MALDI-TOF-MS die Genauigkeit der Massenangabe nicht unbedingt fir eine
eindeutige Zuordnung einer Masse zu einer Struktur ausreicht, liefert das ESI-Q-TOF-MS
wesentlich verldsslichere, genauere Massen.

Die so erhaltenen Ergebnisse lieRen rein rechnerisch eine Vielzahl an mdglichen
Glykanstrukturen zu, wobei nicht alle davon nach glykobiologischen Gesichtspunkten
realistisch erschienen.
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Von den durchgefihrten enzymatischen Abbauten konnten nur jene nach -
Galaktosidase und a1,6-Fukosidase - Behandlung massenspektrometrisch ausgewertet
werden. Die Ergebnisse festigten die Annahme, dass die Strukturen SAGal und SAGalF
in Achat Eiern vorkommende N-Glykane sind. Es kann weiters vermutet werden, dass
zumindest ein Teil der enthaltenen Fukose a1,6-gebunden ist. Die Frage, ob Fukose
auch in a1,3-Bindung vorliegt, konnte in Ermangelung eines passenden Enzyms nicht
beantwortet werden.

Einige der erhaltenen Massen konnten keiner bekannten Glykanstruktur zugeordnet
werden, lieRen sich aber teilweise mit den eingesetzten Enzymen abbauen. Daraus
ergibt sich, dass zwar der endstadndige Zucker eindeutig bezeichnet werden kann, der
Rest der Glykanstruktur aber einen noch unbekannten Aufbau hat.

Weitere Préaparationen, sowie enzymatische Abbauten wé&ren zur genaueren

Identifizierung der angenommen sowie der unbekannten Strukturen notwendig.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten in allen analysierten Schneckenproben Hinweise auf
endstidndig sialylierte Glykoproteine, sowie xylosylierte und fukosylierte Strukturen
gefunden werden. Die Analysen wurden mittels Lektin-Blot, HPLC und
massenspektrometrisch durchgefihrt. Einige der gefundenen Strukturen konnten durch
spezifische enzymatische Abbauten bestétigt werden. Obwoh! Nachweise mit Lektinen
nicht immer die erforderliche Reproduzierbarkeit aufweisen [13], konnten die
Beobachtungen' Uber das Vorkommen von Sialinsduren in Gastropoden durch frihere

Arbeiten mit Arion lusitanicus [10] untermauert werden.

In Proben der Planobarius corneus konnten mittels Lektinblots sowohl! in der Haut als
auch in der Viscera endstidndig sialylierte Glykoproteine detektiert werden. Bei
Glykoproteinen der Haut im Molekulargewichtsbereich zwischen 20 und 30 kDa sind die
Sialinsduren an N-Glykane gebunden, was durch enzymatische Abbauten bestatigt
wurde. Die Monosaccharidanalyse ergab, dass in der Posthornschnecke auch
xylosylierte und fukosylierte Oligosaccharidstrukturen vorliegen. Methylierte Glykane sind

im Vergieich zui Achat Scinecke in geringerem Ausmais vornanden.

Aus den Proben von ausgewachsenen Exemplaren der Achatina fulica konnten nur
wenige Oligosaccharidstrukturen ermittelt werden. Geladene Glykane sind, wenn
Uberhaupt, als O-Glykane gebunden, nur in der Viscera konnte eine diantennére, einfach
sialylierte Struktur nachgewiesen werden. Die Haut scheint ausschliefllich neutrale N-
Glykane zu enthalten. Mittels Monosaccharidanalyse konnte gezeigt werden, dass
Fukose und Xylose gangige Zucker in den Glykoproteinen der Achat Schnecke sind.
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In den Eiern von Achatina fulica wurden massenspektrometrisch hochmannosidische
Strukturen (Man5 bis Man9) detektiert, die zum Teil auch in methylierter Form vorliegen.
Diese Beobachtung ist sehr interessant, da bei Untersuchungen der Eier von Arion
lusitanicus [10] keine methylieten Glykane gefunden wurden. Weiters sind
Fukosylierungen in den Eiern, wie auch in den anderen Geweben der Achat Schnecke
haufig, auch Xylosylierungen sind maoglich. Ein grofler Teil der hdhermolekularen,
komplexen N-Glykane liegt in negativ geladener Form vor, die Ladungen sind vermutlich
auf endsténdige Sialinsduren und Sulfatreste zurickzufihren. Die Strukturen SAGal und
SAGalF konnten durch enzymatische Abbauten bestétigt werden, zumindest ein Teil der
Fukose durfte in a1,6-Bindung vorliegen. Einigen der detektieten N-Glykane konnte
keine definitive Struktur zugeordnet werden, was sich damit erklaren lasst, dass
Schnecken ein weites Spektrum an Glykosylierungsmdéglichkeiten besitzen [7, 40] von
denen viele noch unbekannt sind.

In den Zellen von Biomphalaria glabrata, dem Zwischenwirt von Schistosoma mansoni
wurden Uberwiegend hochmannosidische N-Glykanstrukturen (Man5 bis Man9) ermittelt.
Die Core Struktur (Man,;GIcNAc,) kommt in methylierter und fukosylierter Form vor. Die
Glykanstruktur Me,Man;GIcNAc, konnte auch schon von Marxen et al [39] nachgewiesen
werden. Weiters konnten komplexe N-Glykane, di- und triantennér, detektiert und durch
Enzymabbauten bestédtigt werden. Diese scheinen auch eine einfache endstédndige
Sialylierung zu besitzen, allerdings ist diesbeziglich eine Beeinflussung durch das fetal
calf serum haltige Medium nicht vollig auszuschlielen.

Wenngleich auch die genauen Mechanismen und entsprechenden Enzyme der
Proteinglykosylierung in Schnecken noch nicht voéllig bekannt sind, so deuten doch die
bisherigen Ergebnisse der Glykananalysen aus Gastropoden darauf hin, dass Schnecken
sich als wichtige Modellorganismen in der Glykobiologie durchsetzen kénnten. In dieser,
sowie in friheren Arbeiten wurden methylierte, fukosylierte, xylosylierte, sialylierte und
vermutlich sulfatierte Glykanstrukturen in Schnecken nachgewiesen. Damit stellen

N Temd — — P

i€ inleressantie glykobioiogisciie Schniiisieiie zwischen Saugeiieren,

Gastiopoden &i
Pflanzen und Nematoden dar. Mdglicherweise kdnnten mithilfe dieser Erkenntnisse
schon bald umweltvertraglichere Schneckenbekdmpfungsmittel hergestellt werden.
Generell wirde die weitere Erforschung der Glykan-Biosynthesewege in Gastropoden
vermutlich auch Fortschritte im Verstdndnis der Glykosylierungen anderer Organismen
ermaoglichen.

Das bessere Verstandnis der Interaktionen zwischen Schnecken und humanpathogenen

Parasiten, welche nachweislich in hohem MafRe von Glykokonjugaten gesteuert werden,
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wirde es eventuell ermdglichen gezielt in die Entwicklung der Trematoden einzugreifen
und somit der weitverbreiteten Tropenkrankheit Schistosomiasis Schranken zu setzen,
noch bevor es zur Infektion des Endwirts kommt.

Eine weitere Einsatzméglichkeit wvon Schnecken st die Entwicklung von
Zellkultursystemen zur Produktion rekombinanter Glykoproteine. Sollten sich zukunftig
die bisherigen Beobachtungen beziiglich der Fahigkeit von Gastropoden zur humanen
Glykosylierung auch auf genetischer Ebene bestatigen, wirde sich auch auf dem
pharmazeutisch-medizinischen Sektor ein voéllig neues Forschungsfeld ergeben.
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7. Abklirzungen und Strukturverzeichnis

7.1. Abkiirzungen

AcCN Acetonitril

AIEX Anion — lon Exchange Chromatography
APS Ammoniumpersulfat

Ara Arabinose

CIEX Cation — lon Exchange Chromatography
CMP Cytidin-Monophosphat

DC Dunnschicht Chromatographie
DC-SIGN Dentritic cel! - specific ICAM-3 grabbing non-integrin (Lektin)
DEAE Diethyl-Aminoethyl

DeoxyGlc Deoxy-Glukose

DHB 2,5-dihydroxybenzoic acid

DiAcTridH 1,4-diacetamido-2,4,6-trideoxyhexose
Dolichol-P Dolichol-Phosphat

DTT 1,4-Dithiothreito!

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Endo H Endoglykosidase H

ER Endoplasmatisches Reticulum

ESI Electrospray lonization

Fc-Region kristallines Fragment eines Antikérpers
FMRF-Amid Phe-Met-Arg-Phe-NH,

Fuc Fukose

Gal Galaktose

GalN(Ac) (N-Acetyl-)Galaktosamin

Galu (GalA) Galakturonsdure

GDP Guanosindiphosphat

Glc Glukose

GleN(Ac) (N-Acety!-)Glukosamin

GlcU (GIcA) Glukurons&ure

HPLC High Performance Liquid Chromatographie

HRP Horse Radish Peroxidase
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ICAM-3

KDN
KDO

LC
L-SIGN

MAA
MALDI-TOF
Man
ManN(Ac)
Me-Gal
MHC
MonoQ

MS

NANA
NeuAc
NeuGc
NGNA
NP 40

oDs -

PA

PAGE
PNGase A
PNGase F

Q-TOF

RCA
Rha
RIPA
RP

Intercellular Adhesion Molecule 3
Immunglobulin E
Immunglobulin G

Immunglobulin M

2-Keto-3-deoxy-Nonulonsaure
2-Keto-3-deoxy-Octulons&ure

Liquid Chromatography
Liver and lymph node - specific ICAM-3 grabbing non-integrin (Lektin)

Maackia Amurensis Agglutinin (Lektin)

Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight
Mannose

(N-Acetyl-)Mannosamin

Methyl-Galaktose

Major Histocompatibility Complex

Quartendres Ammonium

Massenspektrometrie

N-Acetyl-Neuraminsaure
N-Acetyl-Neuraminsé&ure
N-Acety!-Glykolylsaure
N-Acety!-Glykolyls&ure

Nonidet P-40 (nichtionisches Detergens)

Octadecy! Silane (C 18)

2-Aminopyridin
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Peptid-N-Glykanase A
Peptid-N-Glykanase F

Quadrupol-Time of Flight

Rest

Ricinus Communis Agglutinin (Lektin)
Rhamnose

Radioimmunoprecipitation

Reversed Phase
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SA Siatinséure

SAX Strong Anion Exchange

SDS Sodium-Dodecylsulfat

Sia Sialinsaure

SNA Sambucus Nigra Agglutinin (Lektin)
TEMED N,N,N,N-Tetramethylendiamin
TFA Trifluoressigsaure

THAP Trihydroacetophenol

Tris Tris(hydroxymethyl-)aminomethan
U Unit

U/min Umdrehungen pro Minute

UDP Uridindiphosphat

WAX Weak Anion Exchange

WGA Wheat Germ Agglutinin (Lektin)

Xyl Xylose
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7.2. Strukturenverzeichnis

oo oy ol oo ipoe

MM (Core) MMF? MMF® MM + 2CH; MM + CHa £ SO,
MMX Man4 (M4) Man4Gn Man5 — Man9 (M5 - M9)
"ooo eo{poa  e{I0oa Jogooo
GnGn MGal/GaiM GnGal/GalGn GalGal
soh{:__ggb—o—i 504-{:2:&)—0-2 S04 : g &3{,{.
GalGalF® + SO, GalGalF® + SO, GalGalF? + SO,
we{Tpoo  #e{I0pop  *e{Tpol
SAGn/GnSA SAGnF?® SAGnF®
rlooopon  *{goopoe  #{T7%a
SAGal/GalSA SAGalF® SAGalF®
SASA
GnGnGn GalGalGal SAGalGal SASASA
= o) ® v ) x¢ X S04 Me
GIcNAc Man Gal Fuc Sia Xyl Sulfatguppe Methylgruppe

Abb. 63: Glykanstrukturen, die den mittels MALDI-TOF-MS erhaltenen Massen entsprechen (siehe Pkt. 5.6.)
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