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Reaktionstechnische Untersuchungen
zur enzymatischen Glycosylierung von Peptiden

Wihrend noch vor zwanzig Jahren angenommen wurde, daB die biochemischen
Eigenschaften von Proteinen vor allem durch ihre Aminosiuresequenz bestimmt werden, so
mufte diese Hypothese inzwischen revidiert werden: Tatsichlich werden interzelluldre
Erkennungsprozesse oftmals durch die Struktur der mit den Proteinen verkniipften Zucker
gesteuert. Wichtige Beispiele hierfiir sind Entziindungsreaktionen, Infektionen sowie die
Metastasierung von Tumoren.

Zur Untersuchung dieser Phanomene sowie zum Design von Wirkstoffen ist es notwendig,
Teilstrukturen dieser biologisch aktiven Substanzen zu synthetisieren. Die Biosynthese wird
durch Glycosyltransferasen katalysiert. Sie iibertragen aktivierte Zucker selektiv und in
quantitativen Ausbeuten — dabei wird jede Bindung durch ein spezielles Enzym gekniipft.

Fiir enzymatische Glycosylierungen in vitro ergeben sich die folgenden Probleme:

e Glycosyltransferasen werden nur in geringen Mengen exprimiert. Zur Gewinnung groferer
Mengen werden rekombinante Zellinien benotigt.

e Alternativ konnen Hydrolyseenzyme, etwa eine Galactosidase, zur Synthese eingesetzt
werden. Die Ausbeuten sind dabei in der Regel jedoch sehr niedrig. '

e Aktivierte Zucker (Nucleotidzucker) sind ausgesprochen teuer — bis zu 100.000 DM/g.

Sialyl Lewis" Fucod
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Hexasaccharid am Peptid — die Zielstruktur

Ziel der Promotion war der Aufbau komplexer Zuckerstrukturen auf Peptiden. Dabei wurden
folgende Losungen gefunden:

¢ FEine GalNAc-Transferase konnte aus rekombinanter Zellinie gewonnen werden.

e Es wurden Untersuchungen zur schnellen chemischen Synthese von Nucleotidzuckem
sowie zu deren Aufreinigung mittels Nanofiltration durchgefiihrt.

e Der FEinsatz einer Galactosidase wurde reaktionstechnisch optimiert, so daf im
Modellsystem Ausbeuten von 90% erzielt werden konnten.

e Basierend auf den Erkenntnissen der Modelloptimierung konnte erstmalig ein Hydrolyse-
enzym beim Aufbau einer Zuckerstruktur am Peptid eingesetzt werden. Ein Hexasaccharid
wurde mit einer Ausbeute von 23% am Peptid synthetisiert (vgl. Abbildung).

e Es wurde eine chemoenzymatische Synthese zur Herstellung von Glycopeptid-Bausteinen
entwickelt.

Die Ergebnisse wurden zum iiberwiegenden Teil in Kooperation mit akademischen Partnern

erzielt — Verweise hierauf finden sich in den einzelnen Kapiteln.



Engineering enzymatic glycosylation of peptides

Whereas twenty years ago, the amino acid sequence of a protein was considered most relevant
for its biological activity, it is now obvious that intercellular recognition processes are often
mediated by protein glycosylation sites. Important examples are inflammation, infections and
tumor metastasis, respectively.

For the purpose of biochemical research as well as for drug design, fragments of bioactive
proteins are needed, which are very often only available by laborious multistep synthesis. In
vivo, Glycosylation is catalysed by glycosyltransferases. These enzymes selectively transfer
activated sugars with quantitave yields.

Enzymatic glycosylation ir vitro has to cope with several problems:

e Glycosyltransferases are expressed only in very small activities. For large scale production,
recombinant cell lines are needed.

e Alternatively, enzymes catalyzing hydrolysis reactions in vivo, for example galactosidases,
can be used for synthesis. In this case, yields are usually very low.

e Activated sugars (nucleotide sugars) are very expensive substrates — up to DM 100,000 per
gramm.

Sialyl Lewis”

Neu5Aca2 —3Galp1

Target compound: Hexasaccharide containing glycopeptide

Within this thesis, the enzymatic synthesis of complex oligosaccharides on peptides as
acceptor substrates was carried out. The following progress could be made:

e A GalNAc-transferase was obtained from a recombinant cell line.

e Investigations on the rapid synthesis of nucleotide sugars were carried out. Purification
was simplified by nanofiltration.

e By optimising the use of a galactosidase for glycan synthesis, 90% yields were obtained in
model systems.

e Based on these findings, the galactosidase could be employed within a peptide glycosyla-
tion sequence with 30% yield. A hexasaccharide structure linked to a peptide was
synthesised with 23% yield.

e A novel strategy for the chemoenzymatic synthesis of glycopeptide building blocks was
developed.
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"Together with nucleic acids and proteins,
carbohydrates represent the third dimension
of molecular biology.

Francois Jacob

1 Einleitung

Kohlenhydrate sind die mit Abstand hiufigsten Biomolekiile auf der Erde. Pro Jahr werden
durch Photosynthese mehr als 100 Milliarden Tonnen Kohlendioxid und Wasser zu Cellulose
und anderen Pflanzenprodukten umgesetzt. Wir erndhren uns von ihnen, sie sind Bausteine
unserer Organismen, unsere Korperfunktionen werden durch Kohlenhydrate geregelt. Das
erste Kapitel dieser Arbeit soll einen Eindruck von der Vielfiltigkeit ihrer Aufgaben in der
belebten Natur vermitteln, sowie von den Moglichkeiten, die sich dem erdffnen, der dieses
Potential zu nutzen lernt.

1.1 Kohlenhydrate in der Natur

Die meisten der in der Natur vorkommenden Kohlenhydrate liegen als Polysaccharide vor.
Stérke in pflanzlichen und Glycogen in tierischen Zellen sind Glucosepolymere und dienen
zur Energiespeicherung. Cellulose und Chitin sind die bekanntesten Strukturpolymere. Da
Kohlenhydrate unter anderem zu Aminosduren, Nucleinsduren, Fettsiuren und Terpenen
metabolisiert werden, kann man zu Recht von Zuckern als den eigentlichen Grundbausteinen

des Lebens sprechen.

In den letzten 25 Jahren erkannte man, daf sich die Bedeutung von Kohlenhydraten nicht auf
passive Funktionen beschridnkt. Verkniipft mit Proteinen, Lipiden oder anderen Aglyconen
haben Oligosaccharide grole Bedeutung als Informationstréiger. Aufgrund der Poly-
funktionalitit der Monosaccharide und der so moglichen Stereodifferenzierung bei der
Ausbildung glycosidischer Bindungen ergeben sich enorme Kombinationsmoglichkeiten. Vier
verschiedene Hexosen konnen theoretisch zu etwa 35.500 verschiedenen Tetrasacchariden
verkniipft werden (Berger, 1994). Im Vergleich dazu konnen aus vier unterschiedlichen
Amino- oder Nucleinsduren nur 24 verschiedene Tetramere gebildet werden. Diese hohe
Informationsdichte ldBt die Verwendung von Glycanen als biologische Informationstréger fast

zwangsliufig erscheinen.

Es konnte gezeigt werden, daB Glycoconjugate’ an intra- und interzelluliren Erkennungs-
mechanismen beteiligt sind (Lis und Sharon, 1993; Varki, 1993; Fukuda und Hindsgaul,

! Der Begriff Glycoconjugat wurde von Montreuil 1973 fiir Glycoproteine, Proteoglycane und Glycolipide gepriigt.
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1994). So werden die Blutgruppenantigene durch die endstidndigen Oligosaccharidstrukturen
bestimmt’ (Lemieux ez al., 1980; Greenwell, 1997). Im Falle von Verletzungen oder Infektio-
nen initiiert die Wechselwirkung von Glycoproteinen, der Selektine mit ihren Liganden, eine
Immunreaktion (Springer, 1990; Janeway und Travers, 1995). Krebszellen prisentieren
verdnderte Zuckerstrukturen an ihrer Zelloberfliche, bestimmte Strukturen spielen zudem
eine Rolle bei der Ausbildung von Metastasen (Brockhausen et al., 1998a). Auch Bakterien
und Viren bedienen sich Glycoprotein-Wechselwirkungen zur Infektion ihrer Wirte: Das
HIV-Virus bindet mit Hilfe eines stark glycosylierten Oberflichenproteins an Rezeptoren
humaner T-Lymphozyten (Mizuochi et al., 1988; Greene, 1991). Helicobacter pylori, ein
Bakterium, das Gastritis (Magenschleimhautentziindung) und Magengeschwiire verursachen
kann und zudem unter Verdacht steht, Krebs auszuldsen, bildet Glycoproteine nicht nur zur
Adhision an Wirtszellen aus (Borén et al., 1993). Vermutlich schiitzt es sich auflerdem vor
der menschlichen Immunabwehr durch Mimese humaner Glycoproteine (Appelmelk et al.,
1996; Wirth et al., 1996; Ge et al., 1997).

Zur Inhibierung von Glycoprotein-Wechselwirkungen wurden bereits eine Reihe von Wirk-
stoffen auf Zuckerbasis entwickelt, die entweder bereits als Pharmazeutika auf dem Markt
sind, oder sich in klinischen Tests befinden (McAuliffe und Hindsgaul, 1997, Wrotnowski,
1997).

1.1.1 Glycoproteine

Zuckerstrukturen an Proteinen konnen in zwei Gruppen unterteilt werden:

N-Glycane sind via N-Acetylglucosamin an Asparagin gebunden. Man unterscheidet drei
Untergruppen, die jedoch auf einer gemeinsamen core-Struktur aufbauen (vgl. Abb. 1.5)
(Fukuda, 1994).

O-Glycane sind Oligosaccharide, die mit der Hydroxylfunktion der Seitenkette von Serin
oder Threonin verkniipft sind. Die Strukturvielfalt ist viel groBer, der Zucker am
reduzierenden Ende ist bei Sdugern hiufig N-Acetylgalactosamin. In diesem Fall spricht man
vom Mucin-Typ, da diese Verkniipfung hier zuerst entdeckt wurde. Dariiberhinaus sind eine
Reihe weiterer O-glycosidische Grundmuster bekannt, die unter anderem auf N-
Acetylglucosamin, Fucose, Mannose oder Galactose aufbauen (Vliegenthart und Montreuil,
1995; Messner, 1997; Sears und Wong, 1998).

Auf der GalNAc-Thr/Ser-Struktur basieren eine Reihe sogenannter core-Strukturen, die in
Abbildung 1.1 aufgefiihrt sind (Van den Steen et al., 1998).

! Die Blutgruppen A und B unterscheiden sich durch einen GalNAc- beziehungsweise Gal-Rest, das heiBt in einer einzigen
N-Acetylamino-Gruppe.
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Thr (Ser)

i

GalNAco-Th! ey

Neu5Aco2-6GalNAco-Thr
Sialyl Tn-Antigen

v

Neu5Aco2-3Galp1-3GalNAco-Thr
Sialyl-core1 (Sialyl-T-Antigen)

Abb. 1.1: Stammbaum der O-glycosidischen core-Strukturen

1.1.2 P-Selektin Glycoprotein Ligand 1 (PSGL-1)

Von grofem Interesse fiir die aktuelle Forschung ist die Immunreaktion durch Leukozyten,
die in der Blutbahn zirkulieren. Nach einer Infektion oder Verletzung werden Cytokine aus-
geschiittet, die in den Endothelzellen’ der BlutgefiBe die Bildung von Adhisionsmolekiilen,
sogenannten Selektinen (Bevilacqua et al., 1991) induzieren. Innerhalb weniger Minuten kann
das Glycoprotein P-Selektin aus intrazelluliren Speichern mobilisiert werden und bewirkt
durch Wechselwirkung mit seinem konstitutiv auf den Leukozyten exprimierten Liganden
PSGL-1% eine schwache Adhésion der Zellen an die Gefiwand (Geng et al., 1990). Neben
den Selektinen werden auf den Endothelzellen Rezeptorproteine (ICAM-1, intercellular
adhesion molecule-1) ausgebildet. Sie verstirken die Adhésion durch Wechselwirkung mit
Leukozyten-Integrinen. Die Leukozyten durchqueren die GeféBwand (Diapedese) und

! Das Endothel ist die innere Auskleidung der BlutgefiSe.

2 Der Ligand wurde erstmals 1989 beschrieben (Johnston ez al., 1989; Skinner ez al., 1989).
Neben P-Selektin, das sofort zur Verfiigung steht, wird innerhalb einiger Stunden E-Selektin durch Proteinbiosynthese auf
den Endothelzellen exprimiert (Bevilacqua ef al., 1989; Graves et al., 1994). Diese Selektine tiberlappen somit in ihrer
Funktion (Larsen et al., 1992; Homeister et al., 1998).
Ein drittes Selektin, L-Selektin, ist konstitutiv auf Leukozyten exprimiert (Lasky et al., 1989; Siegelman et al., 1989},
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wandern zum Infektionsherd (Extravasation), wo sie eine Entziindung auslésen (Abb. 1.2 —
Springer, 1994; Fukuda, 1995; Butcher und Picker, 1996; Salmi und Jalkanen, 1997; Kaltner
und Stierstorfer, 1998).

Gelangt eine zu groBe Zahl von Leukozyten an den Infektionsherd, so tritt ein septischer
Schock auf, und das umliegende Gewebe wird geschédigt. Bei einem Herzinfarkt ist die Sché-
digung durch den folgenden septischen Schock oft groBer als durch den akuten Vorfall. Eine
weitere Fehlregulation tritt auf, wenn Krankheitserreger in grofler Zahl in das BlutgefiB3-
system eindringen. In diesem Fall werden Endothelzellen des gesamten Blutkreislaufs akti-
viert und immunologisch aktive Zellen ausgeschleust, statt den Erreger im Blut zu be-
kampfen. Folglich besteht grofies Interesse an der Entwicklung von antiinflammatorischen,
das heift entziindungshemmenden Medikamenten. Konnten die Selektine mit freien Liganden
abgesiittigt werden, so wiirde die Adhésion der Leukozyten — und somit auch die Diapedese —
unterbunden (Lowe und Ward, 1997).

Blutbahn

| § P-Selektin ‘8" PSGL-1 ,fj

o Inhibitor [~

G webe\\ . -
¢ 3 ”M M o

Abb. 1.2: Wirkweise von Rezeptorblockern bei der Selektin-initiierten Leukozytenextravasation

Zur Ermittlung einer Leitstruktur fiir einen Rezeptorblocker startete man die Suche nach den
natiirlichen Liganden der Selektine. Man fand zuerst Sialyl-Lewis”, ein Tetrasaccharid, das
von Selektinen erkannt wird (vgl. Abb. 1.3 — Polley et al., 1991; Foxall et al., 1992)). Cytel
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(USA) fiihrte mit einem Sialyl-Lewis*-Pentasaccharid klinische Tests zur Behandlung von
Herzinfarktpatienten durch, das Priparat zeigte in Phase II der klinischen Tests allerdings
keine Wirkung (Simanek ez al., 1998).! 1992 wurde PSGL-1 entdeckt (Moore et al., 1992),
ein membranstindiges Protein, das wahrscheinlich als Homodimer vorliegt. Ein Jahr spiter
konnte es cloniert und in COS-Zellen exprimiert werden (Sako er al, 1993). Da die
Aminoséduresequenz allein keine biologische Aktivitdt zeigt, wurden die Glycosylierungs-
muster in den folgenden Jahren genauer untersucht. (Moore et al., 1994; Kumar et al., 1996;
Li et al., 1996). Die bis heute bekannten Anforderungen an eine 16sliche bioaktive Struktur
werden im folgenden zusammengefalt und sind in Abbildung 1.3 skizziert.

/ Sialyl Lewis'

NeuSAco2 —3Galpt

Abb. 1.3:  Biologisch aktiver N-Terminus des PSGL-1

e Der N-Terminus bindet an P-Selektin, es miissen mindestens 19 Aminoséuren vorhanden
sein (Goetz et al., 1997). Die zwischen N-Terminus und Membrandomine liegenden
tandem repeat units’ dienen wahrscheinlich zur Positionierung des Rezeptors im richtigen

Abstand zur Membran.

o Das zweite Threonin (T) muB glycosyliert sein (Liu et al., 1998), und zwar durch core2-
stindige Sialyl Lewis"-Strukturen (Wilkins e? al., 1996). Statt LacNAc (GalB1-4GIcNAc)
konnen sie auch Poly-LacNAc-Strukturen enthalten (vgl. Abb. 1.4).

e Zumindest ein Tyrosin (Y) muf sulfatiert sein (Pouyani und Seed, 1995; Sako et al., 1995;
Wilkins et al., 1995).

! Bine Wirkung bei Bypass-Operationen am Herzen konnte jedoch nachgewiesen werden. AuBerdem zeigte sich dimeres

Lewis™ wirksam gegen Gelenkrtheumatismus (Ochi et al., 1993).
? tandem repeat units sind kurze, sich wiederholende Aminosiuresequenzen vgl. auch Kap. 1.1.3.
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Obwohl eine Reihe von Glycoproteinen gefunden wurde, die mit Selektinen wechselwirken,
konnte bisher kein weiterer in vivo-Ligand zweifelsfrei ausgemacht werden (Varki, 1997).
Andererseits konnte gezeigt werden, dal PSGL-1 ebenfalls eine hohe Affinitdt zu L-Selektin
besitzt (Tu et al., 1996). Ein detailierter Review zu PSGL-1 findet sich bei Moore, 1998.

Inzwischen erschliefen sich fiir PSGL-1 mdgliche Anwendungen, obwohl es aufgrund seiner
komplexen Struktur als Wirkstoff eher ungeeignet erscheint. So ist die Sicherstellung der
Durchblutung eines Spenderorgans ein Hauptproblem der Transplantationsmedizin. Bei der
Organentnahme an klinisch toten Spendern sind die Endothelzellen durch vorausgehende
Verletzungen oder Erkrankungen bereits aktiviert. Wird das Organ wieder durchblutet, so
startet die Adhision von Leukozyten an den GefiBwénden eine Signalkaskade, die zu dem
VerschluB von Kapillaren und dem Absterben des Transplantats fiihren kann.

In Versuchen mit Ratten wurden entnommene Lebern mit 16slichem PSGL-1 durchspiilt, um
vorhandene P-Selektine zu blockieren. Die so behandelten Organe wurden wesentlich besser
durchblutet, die Uberlebensrate der Ratten stieg auf 90% im Vergleich zu 50% bei unbe-
handelten Lebern (Dulkanchainun et al., 1998).

1.1.3 Mucine

Als Mucine werden gelegentlich alle Proteine mit O-Glycosiden des Mucin-Typs bezeichnet,
also auch PSGL-1. Im engeren Sinne handelt es sich allerdings um die Bestandteile des
Mucus, eines Schleims, der das darunterliegende Epithelgewebe gegen das Umgebungsmilieu
schiitzt. Mucine werden (mit Ausnahme des membranstéindigen MUCI1) sekretiert und ent-
halten in der Regel tandem repeats, sich wiederholende Aminosduresequenzen. Diese tandem
repeats sind stark glycosyliert, folglich bestehen die Proteine zu etwa 80% aus Kohlenhydra-
ten. Durch unterschiedliche Glycanstrukturen weisen Mucine eine enorme Mikroheterogenitét
auf: Es konnten zum Beispiel 88 verschiedene Zuckerstrukturen im Atemtrakt einer einzigen
Person gefunden werden (Roussel und Lamblin, 1996).

Die Aufgaben der Mucine sind vielfdltig: Im Magen-Darmtrakt dienen sie als biologische
Schmierstoffe sowie als Diffusionsbarriere. Im Magen bildet sich zum Schutz des Epitheliums
innerhalb des Mucus ein Gradient von pH 1 bis pH 6 aus. Daneben wird der Mucus im
Verdauungs- und Genitaltrakt durch eine Vielzahl von Bakterienstdmmen bevélkert, die den
Wirtorganismus vor pathogenen Microben schiitzen. Glycoproteine des Atemwegs binden
Mikroorganismen und befordern sie iiber die bronchociliare Treppe hinaus, um so den unteren
Bereich steril zu halten. Im Gegensatz zu den sekretierten Mucinen ist MUC1 ein Anti-
adhidsivam, das die Infektion durch Mikroorganismen behindern kann (Verma und Davidson,
1994; Roussel und Lamblin, 1996).
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Die Expression und Glycosylierung von Mucinen wird intensiv von Tumorbiologen unter-
sucht. Viele Tumorzellen weisen eine verdnderte Expression von Mucin-Genen auf. Zum
Beispiel produzieren sie hiufig Proteine, die im normalen Gewebe nicht auftreten (Balagué et
al., 1994; Hollingsworth et al., 1994; Nguyen et al., 1996). Dariiber hinaus unterscheiden sich
die Glycosylierungsmuster signifikant: Wéhrend normale Mucine oft Poly-LacNAc und
Sialyl-Lewis™ enthalten, sind O-Glycoside aus Krebszellen oft kurz und unverzweigt.

So wurden in Dickdarm- und Brustkrebszellen sowie in Leukédmiezellen neben der Sialyl-Tn-
Struktur vor allem T- und Sialyl-T-Antigene gefunden1 (Baker et al., 1985; Baker et al., 1987,
Yang et al., 1994; Lloyd et al., 1996; Brockhausen et al., 1998b). Auch core6 konnte als
Tumor-Antigen ausgemacht werden (Kumamoto et al., 1998). Die Expression dieser tumor-
assoziierten Antigene korreliert in vielen Féllen mit einer schlechten Prognose (Muramatsu,
1993; Brockhausen et al., 1998b; Kim et al., 1998; Sass, 1998). Obwohl Sialyl-T- und Sialyl-
Tn-Antigene auf bosartige Tumore hindeuten, weisen Darmkrebs-Metastasen im Gegensatz
zu den Primirtumoren eine Verringerung dieser Strukturen und eine verstéirkte Ausbildung
von Sialyl-Lewis™ auf (Bresalier et al., 1996).

Sialyl-Lewis
. Fucod Fucadl

. e |
NeuSAco2 —-3Galpi — 4GicNAoBT —3Gaipi —4GicNAcRl —3Gaif

Sialyl-Tn-Antigen NeuSAco2 — 6GalNAcad
T-Antigen (corel) Galpt — 3GalNAcadl
Sialyl-T-Antigen (Sialyl-corel) NeuS5Aco2 —3Galpl — 3GalNAcal
Sialyl-T-Antigen NeuSAco2 —6Galft — 3GalNAcal
core6 GicNAcBt — 6GalNAcadl

Abb. 1.4: Tumorassoziierte O-Glycane; Normale Poly-LacNAc- Struktur (oben); tumorassoziierte
Strukturen (unten)

! Tumorzellen exprimieren die Glycosyltransferasen, die die Synthese der core-Strukturen katalysieren, meist in geringerem
AusmaB, Sialyltransferasen dagegen oft verstiirkt.
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Es wurde gezeigt, daB Sialyl-Lewis™-exprimierende Tumorzellen an E-Selektine des aktivier-
ten Endothels binden, wodurch die Ausbildung von Metastasen eingeleitet werden konnte’
(Kojima et al., 1992; Sass, 1998).

Die molekularbiologischen Zusammenhénge sind zwar noch weitgehend unbekannt, es eroff-
nen sich aber bereits jetzt neue Moglichkeiten der Tumorbekdmpfung. Zum Beispiel kann zur
Friitherkennung nach Antigenen gefahndet werden (Rye et al., 1995). Auch fiir eine Impfung
oder Immunotherapie zeigen sich vielversprechende Ansétze (Kotera et al., 1994; Ragupathi
et al., 1997). Der Review von Brockhausen et al. gibt einen sehr guten Uberblick iiber den
Stand dieses Zweiges der Tumorforschung (Brockhausen et al., 1998a) .

1.2 Biosynthese von Glycoproteinen

Im Anschluf an die Proteinbiosynthese (Translation) finden eine Reihe posttranslationaler
Veridnderungen statt. Dazu gehdren die Abspaltung von Signalsequenzen, Ausbildung von
Disulfidbriicken, Methylierung, Carboxylierung, Sulfatierung und Glycosylierung. Erst durch
diese Modifikationen erlangt das Protein seine physikalischen, chemischen und biologischen
Eigenschaften (Lehninger et al., 1994).

Die Glycosylierung findet im wesentlichen im Golgi statt (Roth, 1995; Burger et al., 1998;
Rottger et al., 1998). Im Fall der O-Glycosylierung bewirkt eine Serie von Glycosyltransfe-
rasen das Anwachsen der Zuckerkette. Da Strukturvarianten moglich sind, wie in Abbildung
1.1 deutlich wird, und Glycosylierungen oft unvollstindig ablaufen, entsteht eine Vielzahl
von Glycoformen. Das Konzentrationsniveau der Transferasen und Nucleotidzucker, deren
Lokalisierung in der Zelle, sowie die Kompartimentierungen derselben beeinflussen somit das
Ergebnis. In unterschiedlichen Gewebetypen werden zudem verschiedene Transferasen
exprimiert.

Zur Synthese der bekannten komplexen Oligosaccharide existieren allein in Sdugerorganis-
men hunderte verschiedener, hochgradig spezifischer Glycosyltransferasen, von denen bisher
weniger als 100 cloniert werden konnten (Sears und Wong, 1998). Diese enorme Zahl an
Leloir-Glycosyltransferasen® benétigt als Donorsubstrate lediglich acht verschiedene Nucleo-
tidzucker.?

Die Biosynthese der N-Glycane ist komplizierter (Sears und Wong, 1998): Hier wird zunéchst
ein Tetradecasaccharid an einem membranstidndigen Anker (Dolichol) im endoplasmatischen
Retikulum aufgebaut, das dann durch eine Oligosaccharyltransferase auf das Protein iibertra-

! Dieses Modell beschreibt nur eine Ursache, die wirklichen Mechanismen sind viel komplexer. Da MUC1 Sialyl Lewis®
exprimiert, konnte eine Uberexpression des MUC1-Gens bewirken, da groe Mengen des freien Proteins in der Blutbahn
die spezifische T-Zell-Aktivitit inhibieren und so die Lyse der Krebszellen verhindern (Gendler und Spicer, 1995).

> Benannt nach dem kanadischen Biochemiker L. F. Leloir, der fiir die Entdeckung 1970 den Nobelpreis erhielt.

* UDP-Galactose, UDP-Glucose, UDP-N-Acetylgalactosamin, UDP-N-Acetylglucosamin, UDP-Glucuronsiure, GDP-
Mannose, GDP-Fucose und CMP-Neuraminsiure.
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gen wird. Auf seinem Weg vom endoplasmatischen Retikulum in den Golgi werden bis zu
neun Zucker wieder durch Glycosidasen abgespalten, sowie neue Verkniipfungen durch
Glycosyltransferasen erzeugt. Die N-glycosidische Grundstruktur zeigt Abbildung 1.5.

High Mannose

Manol—2Manol

Manol—2Manal

2Glcod —2Glcat —3Glood — 3Manod — 2Manod

Abb. 1.5: Primiires N-Glycan; die core-Strukturen entstehen durch partielle Hydrolyse des Tetra-
decasaccharids. Der Hybridtyp ist eine Mischung aus High Mannose- und Komplex-Typ.

1.3 Oligosaccharidsynthese in vitro
1.3.1 Chemische Glycosylierung

Die stereoselektive Verkniipfung der multivalenten Zuckermolekiile stellt nach wie vor eine
besondere Herausforderung fiir priparativ arbeitende Chemiker dar. Inzwischen wurde ein
breites Repertoire effizienter Synthesen entwickelt, die die Probleme der Stereokontrolle
durch elegante Schutzgruppenstrategien 16sen.’ Der Aufwand ist jedoch enorm: In der Regel
sind zur Kopplung eines Monosaccharids fiinf Stufen notwendig, was einer Woche Labor-
arbeit entspricht (Khan und Hindsgaul, 1994). Durch die Verwendung organischer Losungs-
mittel in Synthese und Aufreinigung entstehen hohe Entsorgungskosten. Zudem mu8 fiir den
Aufbau jeder Oligosaccharidstruktur ein individueller Syntheseweg ausgearbeitet werden
(Paulsen, 1982).

Dieser Aufwand zahlt sich jedoch aus, wenn nichtnatiirliche Derivate synthetisiert werden
sollen, die auf enzymatischem Weg nicht zugénglich sind. So konnten Pseudo-Oligosaccha-
ride wie zum Beispiel Carbocyclen verkniipft werden (Yuasa et al., 1995; Marron et al.,
1996). Diese Molekiile besitzen eine sehr viel grofere Hydrolysestabilitét als ihre Vorbilder
und zeigen somit einen vielversprechenden Ansatz zur Herstellung von Wirkstoffen auf.” Eine
weitere Strategie besteht in der Substitution von Oligosaccharid-Teilstrukturen durch Agly-
cone (Ikeda et al., 1997; Ishida et al., 1997; Wong et al., 1997). Auf diese Weise kénnen

! Beispielhaft hier einige Reviews: Toshima und Tatsuta, 1993; Schultz und Kunz, 1995; Danishefsky und Bilodeau, 1996;
Whitfield und Douglas, 1996; Kunz und Schultz, 1997.

? Die Hydrolyseanfilligkeit von Oligosacchariden bewirkt zum einen einen schnellen Abbau im Organismus; solche
Strukturen konnen also nicht effektiv als Rezeptorblocker eingesetzt werden. Zum anderen sind sie nicht oral verfligbar,
was ein wichtiges Kriterium bei der Entwicklung neuer Arzneimittel ist.
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Mimetika mit verbesserter Pharmacokinetik gefunden werden, die durch einfachere Synthesen
zuginglich sind.! Auf der Suche nach neuen Glycosid-Leitstrukturen werden verstidrkt kom-
binatorische Methoden eingesetzt (Liang et al., 1996; Lampe et al., 1998; Lockhoff, 1998;
Tsai et al., 1998; Wang und Hindsgaul, 1998; Wunberg et al., 1998). Der Aufbau umfang-
reicher Substanzbibliotheken wird dabei durch die verhdltnisméBig unselektiven chemischen
Reaktionen ermdglicht. Abbildung 1.6 zeigt einige Sialyl-Lewis"-Mimetica.

HO HO

O(CH,),O(CH,CH,0)E
e -/
Hoog % HN - CHicOMe
mj ’
() 80 LM (E) (b) 2 M (P)

HO OH

Sialyl-Lewis* 2 mM (P); 1 mM (E)
Neu5Ac (02-3)Gal(p1-4)[Fuc(o1-3)]GlcNAc

HO HO

OH
Ho OH NS o o oH

o 0
HOOC/%/ W"’& HchNM

OH OH H z

OH
(¢) 3 M (P), 6 um (E) (d) 0,6 uM (P)

Abb. 1.6:  Sialyl-Lewis™ und Mimetica mit ICs,-Werten fiir P- bzw. E-Selektin
® Binteli und Ernst, 1997; ® Tsai et al., 1998; ® Ishida et al., 1997;  Wong et al., 1997

1.3.2 Enzymatische Glycosylierung

Zur enzymatischen Synthese konnen entweder Glycosyltransferasen oder Glycosidasen als
Biokatalysatoren eingesetzt werden. Da beide Enzymklassen in vivo diametrale Aufgaben
besitzen — Glycosyltransferasen sind Synthese-, Glycosidasen sind Hydrolyseenzyme — unter-

! Einen Uberblick iiber diese Bemiihungen verschafft der Review von Wong und Mitarbeitern (Simanek et al., 1998).
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scheiden sie sich beziiglich ihrer Einsatzmoglichkeiten. Im folgenden sollen die Potentiale
und Limitierungen diskutiert werden.

Einsatz von Glycosyltransferasen

Im Vergleich zu chemischen Synthesen zeichnen sich Glycosyltransferase-katalysierte Reak-
tionen durch hohe Ausbeuten und exzellente Regioselektivitidten aus. Schutzgruppen werden
selbstverstéindlich nicht benétigt, und die Reaktion kann im w#Brigen Medium durchgefiihrt
werden. Somit kann diese Methode als Standardverfahren zur Synthese natiirlicher Oligo-
saccharidstrukturen bezeichnet werden. Die nachfolgend zitierten Reviews untermauern dies.
(Waldmann, 1995; Wong et al., 1995a; Wong et al., 1995b; Gijsen et al., 1996; Gambert und
Thiem, 1997a; Watt et al., 1997)

Limitierungen entstehen jedoch durch die schlechte Verfiigbarkeit vieler Enzyme. So konnte
zum Beispiel die GlcNAc-Transferase zur Synthese der core2-Struktur (vgl. Abb. 1.1) bisher
nicht cloniert, sondern nur in Kleinstmengen aus natiirlichen Quellen aufgereinigt werden
(Mendicino et al., 1982; Furukawa und Roth, 1985). Da Glycosyltransferasen membran-
stindige Proteine sind, ist die Isolierung in der Regel sehr aufwendig (Ohrlein et al., 1992).
Auch bereits heterogen exprimierte Transferasen sind in der Regel nicht kommerziell
erhiltlich. Ein weiterer Nachteil sind die hohen Kosten fiir Nucleotidzucker,! weshalb
Versuche zu ihrer in situ-Regenerierung in Multi-Enzym-Systemen gemacht wurden (vgl
Abb. 1.9) (Wong et al., 1982; Ichikawa et al., 1991; Wong et al., 1992). Die Donoren miissen
dann nur in katalytischen Mengen eingesetzt werden.

Der groBe Vorteil beim Einsatz dieser Enzyme, die spezifische Ausbildung definierter Struk-
turen, impliziert ebenfalls eine betrichtliche Einschrinkung des Substratspektrums.
Urspriinglich wurde das one enzyme — one linkage Konzept formuliert. Inzwischen wurden
jedoch eine Reihe von Ausnahmen gefunden,” so daB auch hier eine gewisse synthetische
Breite moglich ist (GroB et al., 1987; Palcic und Hindsgaul, 1991; Baisch et al., 1997; Baisch
und Ohrlein, 1998; Baisch et al., 1998; Lubineau et al., 1998; Qian et al., 1998; Sala et al.,
1998; Stangier et al., 1998). Als bislang groBter Erfolg zur Ausweitung des Substratspektrums
kann die Ubertragung eines komplexen Oligosaccharids durch eine Fucosyltransferase gelten
(Abb. 1.7 — Srivastava et al., 1992; Hillgren und Hindsgaul, 1995)

! Auf die Bereitstellung der Nucleotidzucker wird gesondert in Kapitel 4 eingegangen.

% Fiir einige Enzyme wurden sogenannte hydroxyl group mappings durchgeﬁih_x_'t, um festzustellen, welche funktionellen
Gruppen der Substrate essentiell sind, und in welchen Molekiilbereichen Anderungen toleriert werden (Palcic und
Hindsgaul, 1996; Sujino et al., 1997; Kajihara et al., 1998).
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 Gallot-9)[Fuc
Blutgruppendeterminante B GDP-Fucose

Abb.1.7:  Donor-Substrat fiir die Fucosyltransferase aus humaner Milch

Glycosidasen in der Oligosaccharidsynthese

Glycosidasen erwecken seit nunmehr fast 200 Jahren das Interesse der Wissenschaft. Bereits
1814 beschrieb Kirchhoff die Glucosidase-katalysierte Hydrolyse von Stidrke zu Zucker
(Kirchhoff, 1814).! Ihre grundlegenden Untersuchungen zur Kinetik von Enzymen fiihrten
Menten und Michaelis ebenfalls mit einer Glucosidase durch (Michaelis und Menten, 1913).

In der préparativen Synthese zeichnen sich Glycosidasen durch eine Reihe von Vorteilen aus,
die sie zu attraktiven Biokatalysatoren machen. Da sie leicht aus natiirlichen Quellen aufge-
reinigt werden konnen, sind sie gut verfiigbar. Eine Reihe von Glycosidasen wurden inzwi-
schen cloniert und in Mikroorganismen wie E.coli exprimiert. Sowohl die Enzyme als auch
die Donorsubstrate sind relativ preiswert. Zudem tolerieren die Glycosidasen ein breites
Substratspektrum, vor allem in Bezug auf den Akzeptor. Andererseits sind die Ausbeuten oft
niedrig, und die Regioselektivitit ist aufgrund der niedrigen Akzeptorspezifitit dieser Enzyme
nur schwer zu kontrollieren. Die folgenden Reviews bieten eine kurze Ubersicht. (Thiem,
1995; Fernandez-Mayoralas, 1997; Kren und Thiem, 1997)

Grundsitzlich werden bei der Synthese zwei verschiedene Ansitze verfolgt, reverse Hydro-
lyse und Transglycosylierung. Der Unterschied wird in Abbildung 1.8 deutlich.

Im Fall der reversen Hydrolyse werden zwei Zuckermolekiile unter Abspaltung von Wasser
kondensiert. Diese Reaktion ist thermodynamisch kontrolliert. Da das Gleichgewicht weit auf
der Substratseite liegt, mufl es verschoben werden, was in der Regel durch Erh6hung einer
Substratkonzentration geschieht. Ein weiterer Ansatz besteht in der bevorzugten Adsorption
von Di- und Oligosacchariden an Aktivkohle — die Reaktionsprodukte werden so dem Gleich-
gewicht entzogen (Ajisaka et al., 1988; Ajisaka und Fujimoto, 1989). Glycoside hydrophober
Alkohole wurden durch reverse Hydrolyse in Zweiphasensystemen erzeugt (Beecher et al.,
1990; Ljunger et al., 1994). Obwohl bei einer Kondensation mit einer Mannosidase in

! Die Existenz des Enzyms selbst war ihm unbekannt; den Enzymextrakt aus Mehl bezeichnete er als ,,Kleber*.
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85%iger Mannose-Losung eine Gesamtausbeute an Di- und Oligosacchariden von 70% erzielt
wurde (Johansson et al., 1989), bleiben die Ausbeuten jedoch im Normalfall weit unter 20%.

Erfolgversprechender ist die kinetisch kontrollierte Transglycosylierungsreaktion. Hier wird
ein anomer verkniipfter Zucker mit hoher Affinitdt zum Enzym verwendet; das kann ein
Disaccharid oder ein Arylglycosid sein. In Analogie zu den Donoren fiir Glycosyltransferase-
katalysierte Reaktionen spricht man auch hier von aktivierten Zuckern.

Die Ausbeute hiingt somit von der Geschwindigkeit ab, mit der der Donorzucker iibertragen
wird. Die Reaktion mufl auflerdem rechtzeitig abgebrochen werden, da sie mit der Produkt-
hydrolyse konkurriert. Transglycosylierungen sind schneller als reverse Hydrolysen, und die
Ausbeuten sind héher, wenn auch meistens unter 30%. Aufgrund niedriger Substrat- und
Enzymkosten sind sie Glycosyltransferase-katalysierten Reaktionen oft wirtschaftlich
iiberlegen. Durch kontinuierliche Transgalactosylierung im Membranreaktor gelang etwa die
kostengiinstige LacNAc-Synthese im Multigramm-Ma@stab (Herrmann et al., 1993b).

1.0

0.8

Transglycosylierung

RN
/ N

L e S Snewee— sy

Ausbeute

-
-
-

- -

I _.---- Reverse Hydrolyse

0,0 - - -
0 20 40 60 80 100

Zeit

Abb. 1.8: Reverse Hydrolyse und Transglycosylierung am Beispiel der LacNAc-Synthese
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Auch durch Transglycosylierung wurden Alkyl-Glycoside im wéBrig-organischen Zwei-
phasensystem hergestellt. Kénnen die Enzyme selbst hydrophobisiert werden, so befinden sie
sich in der organischen Phase, so daB keine Hydrolysereaktion mehr stattfinden kann. In
diesem Fall konnten Ausbeuten von 66% erzielt werden (Mori et al., 1997).

Neben niedrigen Ausbeuten ist die oft geringe Regioselektivitit der Glycosidasen ein weiteres
Problem (Sauerbrei und Thiem, 1992; Murata und Usui, 1997; Montero et al., 1998).

Gal(B1-4)Glc (Lac) Glc HO
OH
OH OH
o HO (o] o
"o / Cto
> OH
NHAcOH p-Galactosidase NHAcOH
GlcNAc Gal(p 1-4)GIcNAc (LacNAc)
CMP-NeuSAc
Regenerierzyklus \
4 Enzyme o2,6-Sialyltransferase
CMP 4/
NeuSAc
Y
HO. OH
COOH
HO" o
ACHN 0 oH
HO OH
N %
(o]
OH HO.
Neu5Ac(02-6)Gal(B1-4)GIcNAC NHACOH

Abb. 1.9: Gekoppelte Galactosidase- und Sialyltransferase-katalysierte Reaktion mit
Regenerierzyklus fiir CMP-NeuSAc

Die hier aufgefiihrten Schwichen kénnen durch die Kopplung der Glycosidase- mit einer
Glycosyltransferase-katalysierten Reaktion kompensiert werden. Dabei wird das Produkt der
ersten Stufe durch die Transferase abgefangen und kann nicht mehr hydrolysiert werden. Die
Triebkraft der Reaktion beruht also auf der Spaltung des Nucleotidzuckers. Ein solches
Reaktionssystem wurde von Herrmann et al. publiziert (Herrmann et al., 1993a). Es umfaBt
auflerdem einen Zyklus zur in situ-Regenerierung des Nucleotidzuckers CMP-NeuSAc (vgl.
Abb. 1.9). Die verhiltnismiBig niedrigen Ausbeuten' dieser und #hnlicher Reaktionssysteme

! Herrmann et al: 26%; Kren und Thiem: 36% (isolierte Ausbeuten)
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(Kren und Thiem, 1995) zeigen, dal hohe Ausbeuten in komplexen Multi-Enzym-Systemen
wohl nur durch eine sorgfiltige Optimierung zu erzielen sind.

1.4 Kooperationen

Diese Promotion ist in das EU-Projekt "Engineering O-Glycosylation for the Production of
Receptor Blockers" eingebunden, an dem zellbiologische, biotechnologische und analytisch
chemische Arbeitsgruppen beteiligt sind.' Aufgabe ist die Bereitstellung O-glycosylierter
Peptide zur Untersuchung der oben diskutierten Wirkmechanismen. Die Zielstruktur ist eine
core2-stindige Sialyl-Lewis"-Gruppe an einem l6slichen PSGL-1-Fragment (vgl. Abb. 1.3)
Dabei ist das Projekt in zwei Teilbereiche gegliedert:

B
Glycosyltransferasen
Glycopeptide

Clausen, DK
Universitat Copenhagen

Glycosyltransferasen
Glycopeptide
Berger, CH
Universitat Zarich

Strukturaufklarung

Viiegenthart, NL
Universitdt Utrecht

Glycan Profiling

Rudd, GB
Universitat Oxford

—

—

Nucleotidzucker

Elling, D
Universitat Dasseldorf

Abb. 1.10: EU-Projekt "Engineering O-glycosylation for the production of receptor blockers"

! Die Promotion wurde im Rahmen dieses Projekts (BIO CT 95-0138) finanziell von der EU unterstiitzt.
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Im in vivo-Bereich sollen Glycoproteine in CHO-Zellen' produziert werden. Zum Erhalt
biologisch aktiver Glycosylierungsmuster miissen Glycosyltransferasen® zusammen mit dem
Strukturgen fiir das humane Protein in seiner 16slichen Form in die Zellen cloniert werden.

Die rekombinanten Zellen sekretieren ein glycosyliertes und biologisch aktives Glycoprotein.

Im in vitro-Bereich sollen Peptide enzymatisch glycosyliert werden. Die Aufgabenteilung in
diesem Teilprojekt ist wie folgt:

e Herstellung rekombinanter CHO-Zellinien zur Produktion ldslicher Glycosyltrans-
ferasen. Die Enzyme werden sekretiert und kénnen aus dem Zelliiberstand gewonnen
werden (Arbeitskreise in Copenhagen und Ziirich).

e Fermentation im pilot scale und Aufreinigung der Enzyme (Jiilich).
e Enzymatische Glycosylierung der Peptide und Aufreinigung (Jiilich).

e Nucleotidzucker-Synthese — Entwicklung neuer Verfahren zur Synthese der Enzym-
substrate (Universitdt Diisseldorf).

e Strukturanalyse der Glycopeptide mittels NMR-Spektrometrie, Massenspektroskopie
und Glycan—profiling3 (Oxford und Utrecht).

Neben der Einbindung in das EU-Projekt, erdffnete sich die Moglichkeit zu einem zwei-
monatigen Forschungsaufenthalt in Edmonton (Canada). Auflerdem konnte eine Kooperation
mit dem Arbeitskreis Prof. Kunz an der Universitit Mainz zur chemoenzymatischen Synthese
von Glycopeptiden angestofien werden. Die Ergebnisse dieser Zusammenarbeiten sind in den
Kapiteln 4.1 und 7 beschrieben.

! Chinese Hamster Ovary cells — diese Zellinie wurde bereits 1958 isoliert und hat sich inzwischen zur wichtigsten
Produktionszellinie entwickelt (Puck et al., 1958; Eisenkritzer, 1999)

2 CHO-Zellen exprimieren weder o1,3-Fucosyltransferasen noch die GlcNAcT, die zum Aufbau der corel-Struktur notig
sind (Sasaki et al., 1987; Li et al., 1996).
? Diese Methode wird kurz in Kapitel 10.7 beschrieben.



"One of the principle goals of research into
oligosaccharide synthesis is the synthesis of
homogeneous glycoproteins. This synthesis would
allow a more precise definition of the roles of
individual glycans in determining the physical
properties and the biological function of their
parent glycoproteins.

G. M. Watt, P. A. S. Lowden, S. L. Flitsch, 1997

2 Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit ist die Entwicklung neuer Synthesen zum Aufbau von Glycopeptiden. Als
biologisch interessante Zielstrukturen wurden O-Glycoside gewihlt, die auf der corel-
Struktur basieren (vgl. Abb. 2.2). Die Arbeit ist in ein EU-Projekt integriert, in dem Glycosyl-
transferasen cloniert, exprimiert und fiir die enzymatische Synthese bereitgestellt werden.
Mittels dieser Enzyme sollen Glycopeptidsynthesen exemplarisch durchgefiihrt werden, um
die Produkte abschliefend der Strukturuntersuchung im Projektrahmen zuzufiihren.

2.1 Entwicklung und Optimierung einer enzymatischen core1-Synthese

Der enzymatische Aufbau der corel-Struktur ist problematisch, da die hierfiir bendtigte
Galactosyltransferase bisher nicht rekombinant zur Verfiigung steht. Der alternative Einsatz
einer Galactosidase fiihrte in fritheren Arbeiten zu miBigen Ausbeuten an einfachen
Aglyconen und zu keinen Resultaten am Glycopeptid.

GalNAcol —

Galactosidase: Sialyltransferase
Ausbeute 15% Ausbeute >95%

f >

Folgereaktion als treibende Kraft fiir Gesamtsynthese

Abb. 2.1: Einsatz einer Sialyltransferase zum Abfangen des corel-Produkts
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Prinzipiell besteht jedoch die Moglichkeit der Ausbeutesteigerung, indem das Produkt der
Glycosidase-katalysierten Reaktion mit einer Glycosyltransferase in situ abgefangen wird.
Abbildung 2.1 stellt dieses Verfahren schematisch dar. Im Mittelpunkt der Arbeit steht die
Entwicklung von Galactosidase/Glycosyltransferase-Mehrenzymsystemen, die mit einfachen
Akzeptorsubstraten sehr gute Ausbeuten erzielen und erstmalig zur Glycosylierung von
Peptiden eingesetzt werden konnen.

2.2 Aufbau der core2-stindigen Sialyl-Lewis*-Struktur am Peptid

Die Optimierung der Mehrenzymsysteme soll in die enzymatische Synthese eines core2-
stindigen Sialyl-Lewis*-Glycopeptids miinden. Die Glycosylierung soll wenn méglich an
einem Peptidfragment des PSGL-1-Proteins demonstriert werden, da es sich hierbei um die
Zielkomponente des EU-Projektes handelt. Die Glycan-Struktur ist in Abbildung 2.2 darge-
stellt.

Im Rahmen des EU-Projekts ist die Fermentation und Aufarbeitung einer Reihe von
Glycosyltransferasen erforderlich, ein Teil der Arbeiten mufl im Rahmen dieser Promotion
durchgefiihrt werden. Aufgrund der enormen Preise fiir Nucleotidzucker scheint es lohnend,
sich mit der Synthese und Aufreinigung dieser Glycosyltransferase-Substrate zu beschiftigen.
Hier kann unmittelbar an frilhere Arbeiten im Institut fiir Biotechnologie angekniipft werden.

....................................................................

i Sialyl Lewis”

| NeuSAco2 —3Galpt

Abb. 2.2: Core2-stindige Sialyl-Lewis*-Struktur
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2.3 Herstellung eines Bausteins fiir die chemische Glycopeptidsynthese

Die Ergebnisse der Mehrenzym-Optimierung sollen zudem in eine neue Strategie zur chemo-
enzymatischen Synthese von Glycopeptiden einflieBen. Diese Methode, die zusammen mit
dem Arbeitskreis um Professor Kunz in Mainz entwickelt wurde, soll die Vorteile enzyma-
tischer und chemischer Synthesetechniken vereinen.

Ein chemisch synthetisierter GalNAc-Thr-building block soll enzymatisch glycosyliert
werden. Das Glycosid kann anschliefSend geschiitzt werden und mittels chemischer Fest-
phasensynthese zum Glycopeptid aufgebaut werden. Als glycosidische Zielkomponente
wurde die tumorassozierte Sialyl-corel-Struktur bestimmt. Die Abfolge chemischer und
enzymatischer Schritte ist in Abbildung 2.3 skizziert.

GalNAc-Threonin

chemische Synthese

schiitzen Fiztrﬁgzzeezn- entschiitzen

» > » Sialyl-core1-Glycopeptid

chemische Synthese

Abb. 2.3: Chemoenzymatische Synthese von Glycopeptiden; der enzymatische Schritt soll im
Rahmen der Promotion durchgefiihrt werden.




»Mit dem Faseln und Spekulieren ist nichts geholfen;
man muf3 wissen, wie die Natur es macht!“

Francis Bacon

3 Bereitstellung von Glycosyltransferasen

In diesem Kapitel wird die Bereitstellung einer GalN Ac-Transferase sowie der B1,6-GIcNAc-
Transferase beschrieben. Beide Enzyme werden zum Aufbau der core2-Struktur benétigt, wie
Abbildung 3.1 verdeutlicht.

GIlcNAceT

GalNAcT

Abb. 3.1: Glycosyltransferasen zum Aufbau der core2-Struktur

3.1 Produktion der GalNAc-Transferase 3

Die Mucin-Typ-O-Glycosylierung wird durch Polypeptid-N-Acetylgalactosaminyltrans-
ferasen' eingeleitet. Diese katalysieren die Ubertragung von N-Acetylgalactosamin an Threo-
nin- und Serin-Seitenketten.

Erste Untersuchungen mit Enzymextrakten aus tierischen Bauchspeicheldriisen wurden Ende
der sechziger Jahre durchgefiihrt (McGuire und Roseman, 1967; Hagopian und Eylar, 1968).
Spiter konnte das Enzym in seiner membranstindigen wie auch in einer homogen loslichen
Form isoliert werden (Sugiura et al., 1982; Elhammer und Kornfeld, 1986). Inzwischen
gelang es, die cDNAs der GalNAc-Transferasen aus Rinderkolostrum (Homa et al., 1993;
Homa et al., 1995) und humaner Placenta (White et al., 1995) zu clonieren. Als im Rahmen
der Clonierung der Méuse-cDNA eine Reihe homologer Sequenzen durch Datenbanksuche

1E.C.24.1.41
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gefunden wurden, postulierten die Entdecker eine Familie von Polypeptid-GalNAc-Transfera-
sen (Hagen et al., 1995). Folgerichtig konnten in den letzten Jahren die Enzyme GalNAcT2
(Sgrensen et al., 1995; White et al., 1995), GaINAcT3 (Bennett et al., 1996; Zara et al.,
1996), GalNAcT4 (Hagen et al., 1997; Bennett et al., 1998) und GalNACTS5 (TenHagen et al.,
1998) cloniert und iiberexprimiert werden. Die Transferasen weisen unterschiedliche, aber
iiberlappende Spezifititen fiir Akzeptorpeptide auf .!

Das im Rahmen der Dissertation bearbeitete Enzym ist eine 16sliche Form der humanen
GalNAc-Transferase 3. Sie wurde von der Arbeitsgruppe Professor Clausens in Baculoviren
cloniert.

3.1.1 Das Baculovirus-Expressionssystem

Baculoviren befallen in der Regel Insekten, es wurden Baculoinfektionen fiir iiber 600
Spezies beschrieben. Aufgrund ihres verheerenden Effekts, den sie auf natiirliche Popula-
tionen ausiiben konnen, wurden sie urspriinglich als biologische Insektizide eingesetzt. In den
letzten 15 Jahren stellte die Entwicklung des Expessionssystems diese Anwendung allerdings
in den Schatten® (King und Possee, 1992). Dabei wird der Virus benutzt, um die rekombinante
DNA in die Wirtzelle einzuschleusen und das Zielprotein zu exprimieren. Dieses Procedere
kann wahlweise in Zellkultur oder in ganzen Insektenlarven ablaufen, inzwischen hat sich
jedoch die Zellkulturtechnik als scale up-fahiges Verfahren durchgesetzt. Die Baculo-DNA,
die aus bis zu 200 Kilobasenpaaren besteht, ist in stabformigen Kapseln verpackt. Deren
GroBe ist variabel, so dafl groBe Fremd-DNA-Plasmide integriert werden konnen (Burgess,
1977; Fraser, 1986). Der in dieser Arbeit verwendete Autographa californica-Virus ist der
bestuntersuchte und am haufigsten eingesetzte Baculo-Stamm (Smith und Summers, 1978;
OReilly et al., 1994).

Die DNA-Replikation beginnt sechs Stunden nach der Infektion der Zelle. In einer ersten
Phase verlassen freie Viren die Zelle, spiter sammeln sich virale occlusion bodies an, die erst
nach der Zell-Lyse freigesetzt werden. Diese occlusion bodies, die im wesentlichen aus dem
sogenannten Polyhedrin-Protein bestehen, schiitzen die Viren vor Umwelteinfliissen und
16sen sich erst im alkalischen Milieu des Insektendarms auf (Harrap, 1972; Rohrmann, 1986).
Zwar spielen sie somit in der Zellkultur keine Rolle, der sehr starke Polyhedrin-Promoter wird
jedoch in der Regel zur Expression des Fremdproteins genutzt (Luckow und Summers, 1988).
In diesem Fall wird die maximale Produktkonzentration nach drei bis fiinf Tagen erreicht
(Licari und Bailey, 1991).

! Hierauf wird en détail in Kapitel 6.1 eingegangen.
% Da jeder Baculovirustyp nur einige wenige Insektenspezies (und in Ausnahmefillen Krebstiere) infizieren kann, kann man
dieses Expressionssystem wohl als eines der sichersten bezeichnen (Groner, 1986).
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Die Verwendung des Autographa californica-Virus zusammen mit einer Spodoptera frugi-
perda-Zellinie hat sich in der weitaus grofiten Zahl aller Versuche als die giinstigste Option
herausgestellt (Hink et al., 1991). In den siebziger Jahren wurde die Sf21-Zellinie und aus
dieser die fiir diese Arbeiten eingesetzte Sf9-Linie entwickelt (Vaughn et al., 1977). Mit
Hilfe des Baculo-Expressionssystems konnen Proteine mitsamt der meisten posttranslatio-
nalen Verédnderungen exprimiert werden. Die Glycosylierung ist durch die oft extrem hohe
Expressionsrate allerdings eingeschriankt (Chen und Bahl, 1991; Zhao und Sane, 1993).

Vorteile dieses Systems sind zum einen die hohe Expressionsrate, die bis zu 20% des
gesamten zelluldren Proteins ausmachen kann, was einer Produktmenge von bis zu 0,5 g pro
Liter oder 10° Zellen entspricht. Desweiteren konnen groBe Gene in das Virus insertiert
werden, und die Herstellung rekombinanter Baculoviren ist relativ einfach und wenig
zeitaufwendig. Andererseits ist eine kontinuierliche Produktion rekombinanter Proteine nicht
moglich.

3.1.2 Vorkulturen zur Anzucht eines Virenstamms

Zur Vermehrung des Copenhagener Virenstammes wurden Sf9-Zellen infiziert.> Nach vier
Tagen wurde der Uberstand von den Zellen abzentrifugiert und der Virustiter darin mittels
eines Plaque-Assays bestimmt. Die Virenlosung kann mehrere Monate im Kiihlschrank gela-
gert werden. Ausgehend von 0,5 mL Virenlosung konnte so in T-Flaschen und Suspensions-
kulturen ein Virenstamm von 400 mlL mit einem Virentiter von 1,2x10” pfu/mL gewonnen
werden.’

3.1.3 Fermentation

Zunéchst wurden die Sf9-Zellen an ein serumfreies Medium adaptiert. Die Proteinmenge im
Zelliiberstand konnte so verringert werden, was die Aufreinigung der GalNAc-Transferase
erleichtert. Im Anschluf wurden die Zellen in T-Flasche und Suspensionskultur solange
vermehrt, bis ein 20 L-Fermenter mit einem Anfangsvolumen von 2 L angeimpft werden
konnte (Abb. 3.3).

Der Fermenter wird durch einen Schrégblattriihrer geriihrt. Da Insektenzellen einen sehr
hohen Sauerstoffverbrauch haben, ist ab einem Volumen von etwa einem Liter eine optimale
Sauerstoffversorgung der Zellen iiber Oberflichenbegasung nicht mehr gegeben (Maiorella et
al., 1988). Da die Scherbeanspruchung in einer Blasensédule fiir Insektenzellen kritisch ist

! Bei der kontinuierlichen Infektion ist der Virustiter sehr hoch, so daB die Insektenzellen von jeweils mehreren Viren
befallen werden. Das hat zur Folge, da auch defekte DNAs repliziert werden, was zu einer Degeneration der
Erbinformation fiihrt. Aus diesem Grund werden die Zellen zur Virenvermehrung im batch-Verfahren bei niedrigen Titern
infiziert (Kompier et al., 1988; Kool et al., 1991).

2 Dabei entsprach die Virenzahl einem Zehntel der Zelizahl,

? pfu: Plaque Forming Units — entspricht der Zahl der Viren, vgl. Material und Methoden.
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(Tramper et al., 1986; Jobses et al., 1991), wurde ein Silikonschlauch zur blasenfreien
Sauerstoffversorgung eingesetzt. Die Temperatur wurde mittels eines internen Wirmetau-
schers bei 27°C konstant gehalten.

Bis zum Erreichen des Endvolumens von 17 L wurde die Fermentation im fed batch-Modus
durchgefiihrt, daraufhin erfolgte die Infektion mit rekombinanten Baculoviren. Vier Tage
spiter komnte die Fermentation bei einer Enzymaktivitit von 7,5 U/L im Zelliiberstand
abgebrochen werden. Es wurden insgesamt 128 units gewonnen.
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Abb. 3.2: GalNAcT-Fermentation im 20 L-Fermenter: Anzucht und Enzymexpression
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Abb. 3.3 Folo des Fermenters pur Kalthelerung von S09%-Jellen

3.1.4 Aufreinigung

Die GalNAc-Transferase wurde durch lonentauschchromatographie aufgereinigt (Bennett er
al., 1996). Die zur Feinreinigung ndtige Gelpermeationschromatographie konnte entfallen, da
bereits zuvor keine Nebenaktivititen mehr gefunden wurden.” Die Aufreinigung umfalite die

folgenden Schritie:
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Zundchst wurde das Fermentationsmedium in einem cross flow-Ultrafiltrationsmodul
(Membran mit einer 10 kDa-AusschluBgrenze) gegen Bis-Tris-Puffer dialysiert' und etwa
zehnfach konzentriert.

Zur weiteren Aufreinigung wurden eine Anionentauschersidule und eine Kationentauscher-
sdule miteinander gekoppelt. Das Anionentauscherharz hilt einen Teil der Proteine zuriick,
die GalNAc-Transferase adsorbiert jedoch erst am Kationentauscher. AnschlieBend wurde das
Produkt mit einem NaCl-Gradienten elviert und in einer Riihrzelle durch eine Ultrafiltra-
tionsmembran aufkonzentriert. Die gesamte Aufreinigung wurde bei 4°C durchgefiihrt. Das
Ultrafiltrat wurde mit 50% Glycerin versetzt und bei -25° gelagert. Aus 6 L Medium konnten
21 units aufgereinigt werden. Tabelle 3.1 gibt eine Ubersicht iiber den Verlauf der
Aufreinigung

Probe Gesamtaktivitit Volumen spez. Aktivitit Ausbeute
U mL mU/mL %

36 (126) 600 (1700) 74 98

Konzentrat 21 60 350 57

? Die Werte in Klammern beziehen sich auf die Gesamt-Enzymmenge, da nur ein Drittel der des Fermentationsmediums
chromatographisch aufgereinigt wurde.

Tab. 3.1: Aufreinigung der GalNAc-Transferase

3.2 Bereitstellung der core2-GlcNAc-Transferase

Die core2-GlcNAc-Transferase® katalysiert die Ubertragung von N-Acetylglucosamin vom
Donor UDP-N-Acetylglucosamin auf die corel-Struktur unter Ausbildung des core2-Tri-
saccharids. Das Enzym wurde vor 20 Jahren erstmals als Rohextrakt eingesetzt (Williams und
Schachter, 1980), die Aufreinigung konnte vier Jahre spéter publiziert werden (Wingert und
Cheng, 1984). 1992 gelang die Exprimierung einer humanen core2 GIcNAcT in CHO-Zellen
(Bierhuizen und Fukuda, 1992).2

! Der Begriff Diafiltration bezeichnet ein kontinuierliches Filtrationsverfahren. Der Fiillstand wird konstant gehalten, indem
das Permeatvolumen durch Waschfliissigkeit ersetzt wird.

2E.C.2.4.1.102

3 Kiirzlich wurde eine weitere GlcNAc-Transferase cloniert, die sich durch ein breiteres Substratspektrum auszeichnet. Neben
der core2-Bildung katalysiert sie die Synthese core 3 — core 4 (vgl. Abb. 1.1) und akzeptiert auBerdem Poly-LacNAc-
Strukturen (vgl. Abb. 1.4) (Yeh et al., 1999).



26 3 Bereitstellung von Glycosyltransferasen

3.2.1 Expression und Fermentation durch EU-Partner

Die Ziircher Arbeitsgruppe um Professor Berger exprimierte eine 16sliche Form der murinen
GalNAc-Transferase in CHO-Zellen durch Deletion des Membranankers. An das verbleiben-
de Fragment wurden die Sequenzen fiir sekretorische Signalpeptide und eine Sequenz fiir
einen Aufreinigungs-fag (Protein A) angefiigt. Das Fusionsprotein trigt 4 N-Glycane am
Protein A und 2 N-Glycane am Enzymteil. Die Oligosaccharide tragen mit 9 kDa zur Gesamt-
grofe von 84 kDa bei (Zeng et al., 1997).

Der beste Clon mit einer Expressionsrate von 0,5 U/mL in Suspensionskultur wurde in einem
kontinuierlichen Wirbelschichtreaktor fermentiert. Die maximale spezifische Aktivitdt im
Uberstand betrug dabei 0,95 U/mlL, es konnten insgesamt 18 units gewonnen werden. Die
Zellen wurden abzentrifugiert und das Medium fiinffach konzentriert.!

3.2.2 Aufreinigung mittels Affinitatschromatographie

Die Affinitdt der Protein A-Sequenz zu Immunoglobulinen macht die einfache chromato-
graphische Aufreinigung des Enzyms mit einer IgG-Sepharose moglich. Das Prinzip der
Aufreinigung beruht also auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion und ist ein Standard-
verfahren der Proteinaufreinigung im Labormafstab (Guss et al., 1986; Lundstrom et al.,
1990; Shinkai et al., 1997).

Das Verfahren besteht somit aus nur drei Stufen:

e Ultrafiltration zur Abtrennung niedermolekularer Komponenten der Fermentation
e Affinitédtschromatographie mit IgG-Sepharose zur Feinreinigung

e Ultrafiltration zur Aufkonzentrierung und Umpufferung

Im ersten Schritt wurden 3 L. des Konzentrats in einem cross flow-Ultrafiltrationsmodul
(Membran mit einer 10 kDa-AusschluBgrenze) gegen 30 L PBS-Puffer” dialysiert.

Zur Feinreinigung der core2-GlcN Ac-Transferase wurde sowohl eine kommerziell erhiltliche
als auch eine selber hergestellte IgG-Sepharose eingesetzt. Das Diafiltrat wurde mit einem
pH-Wert von 7,2 auf die Sdule aufgetragen. Die Elution des gebundenen Proteins gelingt
durch einen pH-shift zu pH 3. Abbildung 3.4 zeigt exemplarisch ein Elutionsprofil:

! Die Fermentation wurde im Rahmen der Promotion von Dr. Detlef Eisenkriitzer durchgefiibrt.
? Phosphatpuffer, siehe Material und Methoden
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Abb. 3.4:  Elutionsprofil der chromatographischen Aufreinigung

Die Aktivitit der GlcNAc-Transferase ist sehr stark vom jeweiligen Puffer abhingig. Die im
Chromatographieschritt eingesetzten Puffer erniedrigen die Enzymaktivitit nachweislich.
Zwecks Umpufferung und Aufkonzentrierung wurden die Eluate deshalb abschliefend in
einer Riihrzelle ultrafiltriert. Alle Aufreinigungsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. In der
so erhaltenen MES-Losung' konnte die hochste Gesamtaktivitit gemessen werden. Die
folgende Tabelle faBlt die Ergebnisse zusammen.

Probe Gesamtaktivitit Gesamtprotein- Massenspez. Akt. Aufreinigungs- Ausbeute
U menge / mg mU/mg faktor %

IgG-Eluat

Tab. 3.2: Aufreinigung der GlcNAc-Transferase

Da das aufgereinigte Enzym in den folgenden Arbeiten ausschlieflich in Losung zum Einsatz
kommt, wird in den iibrigen Kapiteln die Aktivitit volumenspezifisch angegeben.

! MES: 2-(N-Morpholino)ethansulfonséure
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3.3 Zusammenfassung

¢ Die GalNAc-Transferase 3, die vom Projektpartner in Copenhagen in Baculoviren cloniert
wurde, wurde im 20 L-Reaktor in Insektenzellen exprimiert.

e Bei einer spezifischen Aktivitdt von 7,5 U/L im Zelliiberstand konnten 128 U produziert
werden.

e Ein Teil der Enzymlésung wurde mittels Ionentauscherchromatographie aufgereinigt. 21 U
wurden mit einer Gesamtausbeute von 57% gewonnen.

e Mittels IgG-Affinitétschromatographie konnten 14 U einer core2-GlcNAc-Transferase bei
einer Ausbeute von 80% aufgereinigt werden. Das Enzym war von der Ziircher Arbeits-
gruppe in CHO-Zellen cloniert und im Institut fiir Biotechnologie produziert worden.



"Seek simplicity, and distrust it.”
A. N. Whitehead

4 Synthese und Aufreinigung von Nucleotidzuckern

In diesem Kapitel sollen Untersuchungen zur Bereitstellung von Nucleotidzuckern beleuchtet
werden. Nucleotidzucker als Substrate fiir die enzymatische Oligosaccharidsynthese sind
zwar inzwischen kommerziell erhiltlich, stellen aber einen betrichtlichen Kostenfaktor dar.

Abbildung 4.1 zeigt die aktuellen Grammpreise der in dieser Arbeit verwendeten Donoren.
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Abb. 4.1: Katalogpreise der verwendeten Nucleotidzucker (Sigma Biochemikalien, 1999)

So nimmt es nicht wunder, da eine Reihe von Arbeiten zur Synthese von Nucleotidzuckern
publiziert wurden. Neben der chemischen Synthese gewinnen enzymatische Methoden auf-
grund hoher Selektivititen und Ausbeuten an Interesse — insbesondere angesichts der Tat-
sache, daB inzwischen eine Vielzahl der bendtigten Enzyme rekombinant verfiigbar ist
(Elling, 1997). Beziiglich ihrer Biosynthese unterscheidet man primidre und sekundire

Nucleotidzucker.

Primire Nucleotidzucker wie UDP-Glucose konnen durch Pyrophosphorylasen direkt aus
Zucker-1'-phosphat und Nucleosidtriphosphat gebildet werden (Leloir, 1971). CMP-Neura-
minsdure bildet hierbei eine Ausnahme: Eine Synthetase katalysiert die direkte Kondensation
von Neuraminsidure und Cytidintriphosphat (CTP). Diese Synthese wurde auch in vitro
mehrfach publiziert (Higa und Paulson, 1985; Augé und Gautheron, 1988; Simon et al., 1988;
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Thiem und Stangier, 1990)." Im Institut fiir Biotechnologie wurde eine Syntheseroute von
CMP-Neuraminsdure ausgehend von N-Acetylglucosamin und Brenztraubensdure sowie CTP
reaktionstechnisch optimiert und im Multigramm-Mafstab durchgefiihrt (Kragl et al., 1991;
Kragl, 1992; Klein, 1994; Kittelmann et al., 1995; Kragl et al., 1995; Kragl et al., 1996).
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Abb. 4.2: Zweistufige enzymatische Synthese von CMP-NeuSAc

Sekundidre Nucleotidzucker miissen durch den Einsatz weiterer Enzyme aus priméren
Nucleotidzuckern hergestellt werden. So gelang die Synthese von UDP-Galactose via UDP-
Glucose mittels einer Epimerase im Multigramm-Mafstab (Wong et al., 1982).> UDP-N-
Acetylgalactosamin (Heidlas et al., 1992b; Biilter et al., 1997) und UDP-N-Acetylglucosamin
(Ropp und Cheng, 1990; Heidlas et al., 1992a) werden in der Regel chemoenzymatisch
synthetisiert. Auf die enzymatische Gewinnung der aktivierten Aminozucker folgt die
chemische Acetylierung. Inzwischen wurden auch enzymatische Kurzrouten fiir die
sekundiren Nucleotidzucker in Sdugern und Pflanzen beschrieben (Elling, 1997). Insofern
kann in Zukunft mit neuen effizienten Syntheserouten gerechnet werden.

! Chemische Synthesen der CMP-Neuraminsiure wurden ebenfalls publiziert, sie eignen sich vor allem zur Synthese
nichtnatiirlicher Derivate (Kondo et al., 1992; Makino et al., 1993; Martin und Schmidt, 1993)

% Da die Epimerase-katalysierte UDP-Gal-Synthese in ein thermodynamisch ungiinstiges Gleichgewicht lauft, kann das
Produkt nur in etwa 20%iger Ausbeute gewonnen werden. Stattdessen wurde der Nucleotidzucker in situ durch eine
Galactosyltransferase abgefangen. Reaktionsprodukt war LacNAc.



4 Synthese und Aufreinigung von Nucleotidzuckern 31

4.1 Chemische Synthese von GDP-Fucose'

Obwohl bereits Versuche unternommen wurden, GDP-Fucose enzymatisch herzustellen
(Ichikawa et al., 1992a; Stiller und Thiem, 1992), wird das kommerziell erhiltliche Produkt
bisher ausschlieSlich chemisch produziert, was einer der Griinde fiir den enorm hohen Preis
ist. Die Synthese von GDP-Fucose wurde erstmalig von Nunez et al. 1981 publiziert.
Ausbeuten iiber 30% konnten auch in spéter beschriebenen Synthesen nicht erzielt werden
(Gokhale et al., 1990; Schmidt et al., 1991; Ichikawa et al., 1992b; Arlt und Hindsgaul, 1995;
Binch et al., 1998). Eine Optimierung zu hohen Produktausbeuten wurde erst 1997 von
Baisch und Ohrlein berichtet. Alle Methoden sind jedoch durch aufwendige Schutzgruppen-
chemie und wiederholten Einsatz chromatographischer Trennmethoden gekennzeichnet.
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Abb. 4.3: Chemische Synthese der GDP-Fucose nach Gokhale et al., 1990; Ichikawa et al.,1992b

! Dje Arbeiten wurden wihrend eines Forschungsaufenthalts in Edmonton (Canada) im Arbeitskreis von Prof. Palcic
durchgefiihrt.
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Ein klassischer Syntheseweg ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Zwischenprodukt ist in der

Regel ein Fucose-1’-phosphat, das mit einem aktivierten Phosphat des Nucleotids unter
Ausbildung des Diphosphats verkniipft wird.

Aufbauend auf einer Publikation zur Synthese von UDP-Galactose und Derivaten (Uchiyama
und Hindsgaul, in Druck) sollte wihrend eines Forschungsaufenthaltes im Arbeitskreis von
Prof. Palcic eine neue Methode zur Herstellung von GDP-Fucose entwickelt werden. Neben
einer unkomplizierten und schnellen Synthese sollte vor allem die Zahl der chromato-

graphischen Trennungen, die oft die zeitintensivsten Schritte darstellen, verringert werden.
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Abb. 4.4: Neue Strategie zur Synthese von GDP-Fucose
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4.1.1 Schnelle Synthese von GDP-Fucose

Mit der oben erwihnten Synthese von Uchiyama und Hindsgaul konnten Gesamtausbeuten
von etwa 30% fiir Derivate der UDP-Galactose erzielt werden; das Produkt war jedoch in
jedem Fall eine Anomerenmischung.’ Die Ubertragung der Synthese auf GDP-Fucose als
Produkt ist in Abbildung 4.4 dargestellt.

Diese Alternative ist bestechend durch ihre Kiirze von nur zwei Stufen:

e Zunichst wird die Fucose durch Trimethylsilylchlorid (TMS-CI) geschiitzt. Diese Reak-
tion verlduft quantitativ, das Produkt wird mit Pentan extrahiert.

e Die geschiitzte Fucose wird mit Trimethylsilyliodid (TMS-I) in anomerer Position
aktiviert,” nach Zugabe des Nucleotids Guanosindiphosphat (GDP) erfolgt die Kopplung.
Als Nebenprodukt entsteht GMP-Fucose.

4.1.2 Versuche zur Optimierung

Bei ersten Versuchen konnten Ausbeuten von ca. 20% bei einem Anomerenverhiltnis (B/or)
von 1:1 erzielt werden. Ziel war deshalb eine Optimierung der Synthese hin zu héheren Aus-
beuten und giinstigeren Anomerenverhéltnissen. Es wurde der Einflufl einiger Parameter auf
Ausbeute und Selektivitét untersucht.

Substratverhiltnis — Einsatz der preisgiinstigen Fucose im UberschuB

Abfangen von Protonen mittels einer Base

Reaktionstemperatur

Wassergehalt — Entfernen von Wasserresten mittels Molekularsieb

Fiir den letzten Punkt konnte kein EinfluBl auf die Reaktion nachgewiesen werden. Die ersten
drei Parameter sollen im folgenden diskutiert werden. Die im Text diskutierten Synthese-
ergebnisse sind in Tabelle 4.1 zusammengefalit.

! Anomere unterscheiden sich in der Orientierung des Restes am C' des Zuckerrings.
Im Fall der UDP-Galactose-Derivate wurde das o.-Anomer benotigt, bei der Synthese von GDP-Fucose ist das B-Anomer
das gewiinschte Produkt, das von Fucosyltransferasen umgesetzt werden kann.

2 Die Kombination von TMS als Schutzgruppe mit der Aktivierung durch TMS-I wurde erstmals von Uchiyama und
Hindsgaul zur Glycosylierung eingesetzt (Uchiyama und Hindsgaul, 1996). Ein umfangreicher Review zur Chemie von
TMS-I findet sich bei Olah und Narang, 1982.
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Versuch Ausbeute Verhiltnis B:o

GDP-Fuc GDP-[3-Fuc

0°C, 1 eq. TMS-Fuc-I 20,9% 10,5% 1,0

°C, 2 eq. TMS-Fuc-1, 1 eq. Hiinig-Base

-78°C, 2 eq. TMS-Fuc-I 16,1% 9,9% 1,6

Tab.4.1: Ausbeuten und Anomerenverhiltnisse einiger GDP-Fucose-Synthesen

Einsatz der Fucose im Uberschuf3

Durch die Zugabe eines zweiten Aquivalents per-TMS-Fuc-I konnte die Gesamtausbeute an
GDP-Fucose erhoht werden, allerdings bei gleichzeitiger Verschlechterung des Anomeren-
verhiltnisses. Abbildung 4.5 zeigt den Reaktionsverlauf.
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Abb. 4.5: Reaktionsverlauf der GDP-Fucose-Synthese

Einsatz einer nicht-nucleophilen Base

Der oben beschriebene Ausbeuteverlauf von GDP-B-Fucose 148t sich durch einen sdurekata-
lysierten Mechanismus erkliren. Das kinetisch favorisierte Produkt wird dabei wihrend der

Reaktion zunehmend zum thermodynamisch stabileren o-Anomer umgelagert oder abgebaut.
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Abb. 4.6: Siurekatalysierte Racemisierung der Fucose-Glycoside

Zur Vermeidung oder Einschrinkung dieser unerwiinschten Anomerisierung wurde ein Aqui-
valent Hiinig-Base zugegeben. Das Dipropylethylamin ist eine Base ohne nennenswerte
nucleophile Eigenschaften. Somit kann ein basenkatalysierter Mechanismus statt der Sdure-
katalyse ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse zeigen ein verbessertes Anomerenverhéltnis
bei einer leicht erhthten Ausbeute.

Reaktionstemperatur

Um die Anomerisierung der kinetisch favorisierten GDP-B-Fucose zum thermodynamisch
stabilen o-Anomer einzuschrinken, wurde die Reaktionstemperatur auf —78°C abgesenkt. Bei
dieser Temperatur wurden niedrigere Umsitze erzielt, ein Einflu} auf das Anomerenverhilt-
nis lie} sich jedoch nicht erkennen.

Zusammenfassung der Syntheseergebnisse

Die Anomerenverhiltnisse und Ausbeuten aller Synthesen sind in Abbildung 4.7 aufgetragen.
Das Anomerenverhiltnis stellt sich als Funktion der Gesamtausbeute an GDP-Fucose dar und
lieB sich nur durch Einsatz von Hiinig-Base beeinflussen. Eine Variation des Losungsmittels
erfolgte im Rahmen der Arbeit nicht, da hierzu intensive Vorarbeiten im Rahmen der UDP-
Galactose-Synthesen geleistet worden waren.

Der Anteil der GMP-Fucose am Reaktionsgemisch betrug bei allen Synthesen etwa 2%. Im
Anschluf} an die Versuche im analytischen MaBstab wurde 1 g GDP mit einer Ausbeute von
12% zu GDP-B-Fucose umgesetzt.
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Abb. 4.7: Anomerenverhiltnis als Funktion der Ausbeute

4.1.3 Techniken zur Produktaufreinigung

Die Trennung von GDP-Fucose-Anomerengemischen ist nur unter relativ hohem Aufwand
moglich — so zeigen beide Produkte auf Ionentauschersidulen ein quasi identisches Elutions-
verhalten. Da aber aufwendigere Schritte wie zum Beispiel eine Gelpermeationschromato-
graphie vermieden werden sollten, wurde nach einer Alternative zur Gewinnung des -
Anomers gesucht.

So konnte gezeigt werden, daB sich die Hydrolysestabilitidt der GDP-Fucose-Anomeren stark
unterscheidet. Bei pH 10 wurde eine quantitative Hydrolyse der GDP-q-Fucose bei einer
Ausbeute >90% fiir das B-Anomer erzielt (vgl. Abb. 4.8).!

! Die Versuche wurden mit dem aufgereinigten GDP-Fucose-Anomerengemisch durchgefithrt, fiir die Reaktionslosungen
ergab sich eine hohere Stabilitét. Die Hydrolyse im priparativen MaBstab wurde deshalb bei pH 11 mit gleicher Ausbeute
durchgefiihrt.
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® GDP-B-Fuc 4-5b
O GDP-o-Fuc 4-5a

relative Konzentration / -

15 20 25
Zeit/h

Abb. 4.8:  Selektive Hydrolyse der GDP-o-Fucose bei pH 10 (1 mM GDP-Fuc, 100 mM
Carbonat-Puffer, RT)

Im AnschluB miissen die verbliebenen Nucleotide mittels alkalischer Phosphatase’ bei pH 9
hydrolysiert werden. Nucleotidzucker werden durch das Enzym nicht angegriffen. Im folgen-
den Schritt kann das Produkt auf einer Anionentauschersidule gereinigt werden. Je nach
gewiinschter Produktspezifikation ergeben sich unterschiedliche Varianten:

e FEinsatz eines fliichtigen Puffers, zum Beispiel Ammoniumhydrogencarbonat. Die
Produkte werden mittels eines Gradienten eluiert, das Salz kann allerdings auch durch

mehrfaches Lyophylisieren nicht vollstindig entfernt werden.

e Elution mittels eines nichtfliichtigen Salzes — verwendet man LiCl in Verbindung mit
Dowex 1x2 Anionentauscherharz, so eluiert der Nucleotidzucker bei einer Salz-
konzentration von etwa 500 mM (Vogel et al., 1997). Zur Abtrennung des Salzes ist eine

weitere Trennoperation erforderlich.

Zur Aufreinigung der GDP-Fucose wurde die zweite Moglichkeit gewéhlt. Sie wird im
folgenden Kapitel diskutiert.

1
E.C. 3.1.3.1
2 Nach zweifachem Gefriertrocknen wurde eine Produktreinheit von etwa 50% erreicht.
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4.2 Nanofiltration zur Aufreinigung von Nucleotidzuckern'

Nucleotidzucker — ob chemisch oder enzymatisch synthetisiert — werden in der Regel durch
Anionentauschchromatographie aufgereinigt. Problematisch ist die anschlieBende Abtrennung
des Wertstoffs vom Salz, das in etwa hundertfacher Konzentration in der Produktfraktion
vorliegt. Dies geschieht meist durch Gelpermeationschromatographie, die jedoch zeitauf-
wendig und kaum scale up-fihig ist.

Stattdessen wurde die Eignung von Membranverfahren zur Entsalzung untersucht. Mit einer
hinreichend selektiven Membran sollte es méglich sein, den Wertstoff zuriickzuhalten, wéh-
rend das Salz mit dem Loésungsmittel permeiert. Die Mallstabsvergroferung von Membran-
prozessen ist vergleichsweise unproblematisch.> Abbildung 4.9 veranschaulicht die alter-
nativen Grundoperationen.

Synthese

lonentausch-
chromatographie

Nanofiltration

Abb. 4.9: Nanofiltration als Alternativtechnik zur Gelpermeationschromatographie

4.2.1 Membranprozesse als Trennoperationen

Der erste Einsatz einer Membran fiir Dialyseexperimente erfolgte im Jahr 1861 durch Thomas
Graham (Mulder, 1996). Seitdem wurden Membranverfahren als Trennprozesse der chemi-
schen Verfahrenstechnik etabliert. Eine Unterteilung von Membranprozessen kann nach

! Ergebnisse dieses Kapitels wurden zusammen mit Arbeiten von Dr. Sven Fey zur membrangestiitzten Aufreinigung von
GDP-Mannose publiziert: G. Dudziak, S. Fey, L. Hasbach, U. Kragl "Nanofiltration for purification of nucleotide sugars"
J. Carbohydr. Chem. 18 (1999) 41-50.

Erste Retentionsmessungen wurden von Lutz Hasbach im Rahmen seiner Examensarbeit angestelit (Hasbach, 1994),

2 Zur Trinkwassergewinnung aus Meerwasser werden Umkehrosmoseanlagen mit einer Kapazitit von 36.000 t/d betrieben

(Rautenbach, 1995).
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Phasenzustinden des Einsatzgemisches sowie des Permeats erfolgen, eine weitere nach der
Art der Triebkrifte. Hier sollen nur Trennungen in fliissiger Phase behandelt werden, bei
denen die Triebkraft des transmembranen Flusses auf einer Druckdifferenz beruht. Abbildung
4.10 gibt eine Ubersicht tiber das weite Feld der Membranverfahren.

Kommen pordse Membranen zum Einsatz, wie in der Mikro- und Ultrafiltration, so wird ein
konvektiver FluB durch die Membran erzeugt. Der Trenneffekt beruht hier im wesentlichen
auf der unterschiedlichen Grofle der Teilchen. Fiir Reversosmose und Dialyse werden dichte,
nichtporése Membranen verwendet. Es erfolgt ein diffusiver Transport der in der Membran-
matrix gelosten Molekiile. Somit spielen die chemischen Eigenschaften der zu trennenden
Molekiile sowie der Membran eine wichtige Rolle.

Triebkraft

] Gasdiffulsion I

| Pervaporlation I
1

irtikelfiltration

a2

[ Dialyse |
Ac :
] Flissig-Flissig-Extraktion |
ATiAp | Membrandestill.|
PartikelgroBe / um 0.001 0.01 0.1 1 10 100
Molgew. / g/mol 10 10° 10° 10°

Abb. 4,10: Membranverfahren

Die Nanofiltration deckt einen Molekulargewichtsbereich zwischen 100 und 1000 Da ab und
ist somit zwischen Reversosmose und Ultrafiltration einzuordnen. Bei der Nanofiltration
bedient man sich in der Regel mikropordser Membranen — konvektiver und diffusiver Trans-
port iiberlagern sich. Da die Membranen hiufig aus ionischen Polymeren gefertigt sind,
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werden geladene Teilchen stirker zuriickgehalten als neutrale Molekiile. Informationen zu
Struktur und Eigenschaften von Nanofiltrationsmembranen finden sich in zahlreichen Uber-
sichten und Monographien (Rautenbach und Géschl, 1990; Staude, 1992; Raman et al., 1994;
Noble und Stern, 1995; Rautenbach, 1995; Scott, 1995; Mulder, 1996).

Betriebsparameter, die die Retention beeinflussen, sind in Tabelle 4.2 aufgezihlt (Hasbach,
1994). Desweiteren konnen fouling-Effekte durch Quellung oder Ablagerungen auf der
Membran das Retentionsverhalten und den transmembranen FluB beeinflussen.

Parameter Auswirkung

FluB Zunahme der Retention mit steigendem Transmembranflu3

Ladung Zunahme der Retention mit steigender Ladung

Tab. 4.2: Faktoren, die die Trennleistung der Nanofiltration beeinflussen

Die Nanofiltration als industrielle Grundoperation ist eine relativ junge Technologie — sie
wurde erst in den letzten 15 Jahren entwickelt. Neben dem Einsatz in der Lebensmittel-
industrie und der Abwasserbehandlung (Chen und Lichtenthaler, 1993; Mulder, 1996;
Sommerer et al., 1998) wurden eine Reihe neuer Anwendungsfelder erschlossen, wie die
Reinigung von Feinchemikalien (Mc Gregor, 1989; Danzig et al., 1995), die Trennung von
Peptiden und Aminosduren am isoelektrischen Punkt (Tsuru et al., 1994), die Abtrennung von
Milchsédure aus Fermentationsbrithe (Timmer et al., 1994) oder die Kofaktorriickhaltung in
kontinuierlich betriebenen Enzym-Membran-Reaktoren zur Steigerung der Zyklenzahlen
(Seelbach und Kragl, 1997).

Als entscheidende GroBe zur Charakterisierung einer Membran dient das Riickhaltevermégen
fiir die betreffende Substanz. Die Retention ist definiert nach Gleichung 4.1.

_4_ C (Permeat)

4.1)
c (Retentat)
mit: R - Retention
¢ (Permeat) mol/L Konzentration im Permeat
¢ (Retentat)  mol/L Konzentration im Retentat

! Bei zunehmendem transmembranem FluB dominiert der konvektive Stofftransport den diffusiven Transport. Somit erhoht
sich der WasserfluB, der fast ausschlieBlich konvektiv erfolgt, im Verhéltnis zum SalzfluB.
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Entscheidend fiir Trennoperationen mit hohen Ausbeuten ist die Selektivitéit der eingesetzten
Membran. Mit Hilfe der Retention kann eine Gleichung zur Simulation des Ausspiilvorgangs
wiihrend einer Diafiltration aufgestellt werden:

c(A)=c (A))xe "™ 4.2)
mit: R - Retention

c(A) mol/L Konzentration der Komponente A im Retentat

¢ (Ao) mol/L Anfangskonzentration der Komponente A

0 - Anzahl der Verweilzeiten (ausgetauschte Volumina)

Abbildung 4.11 verdeutlicht, da8 zur Riickhaltung von Wertstoffen Retentionen von 95%
nicht ausreichen. Bei einem Wert um 99% ist eine Retention von 50% fiir die permeierende
Komponente jedoch durchaus akzeptabel.
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Abb. 4.11: Ausspiilkurven — Restanteil als Funktion der Anzahl der Verweilzeiten

! Der Begriff Diafiltration bezeichnet ein kontinuierliches Filtrationsverfahren, Der Fiilistand wird konstant gehalten, indem
das Permeatvolumen durch Waschfliissigkeit ersetzt wird.
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4.2.2 Membranscreening

Eine Reihe kommerziell erhéltlicher Nanofiltrationsmembranen wurden beziiglich ihres
Retentionsvermogens fiir CMP-Neuraminsidure, GDP-Fucose, Na-Formiat und LiCl geteste’c.1
Die hier vorgestellten Untersuchungen sowie die Entsalzungen im préparativen Maf3stab
wurden in der Laboranlage P 28 der Firma Celfa durchgefiihrt. Das FlieBschema der Anlage
ist in Abbildung 5.12 dargestelit.

Sie besteht aus einem thermostatisierbaren Druckzylinder (Volumen 500 mL), einer Zahn-
radpumpe zur Umwiélzung der Losung und dem Membranmodul, das unterhalb des Druck-
zylinders angebracht ist. Das Retentat wird in den Druckbehilter zuriickgefiihrt. Driicke bis
maximal 40 bar konnen durch Druckiiberlagerung mit einem Inertgas erzielt werden. Fiir die
Diafiltration wurde iiber einen vorhandenen Blindstopfen eine gegendruckstabile Wechsel-
kolbenpumpe angeschlossen, die fiir die Mitteldruckchromatographie ausgelegt ist. Die
Pumpe wird durch einen Fiillstandschalter gesteuert.

N,
2
Kolbenpumpe
—Q—l——+ | <
Sterilfilter
le—
500 mL 4°C
Wasser —
Membran-
modul
N
N\
Zahnradpumpe

Permeat
Abb. 4.12: FlieBschema der Nanofiltrationsanlage

I pie Untersuchungen wurden zuerst fir CMP-NeuSAc durchgefiihrt. Hierfiir geeignete Membranen wurden im Anschluf
auch zur Aufreinigung der GDP-Fuc getestet.
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Abb. 4.13: Foto der Nanofiltrationsanlage (rechts) incl. Kolbenpumpe zur Diafiltration (links)

Die Retentionsmessungen erfolgten in diskontinuierlicher Betriebsweise bei Raumtemperatur.
Tabelle 4.3 listet die Ergebnisse des Membranscreenings auf, sie sollen im folgenden

diskutiert werden:

e Die besten Ergebnisse fiir die Aufreinigung von CMP-NeuSAc wurden mit den Membra-
nen ROM 375 und MX 07 erzielt. Erstere zeichnet sich durch einen hoheren Transmem-
branflu bei gleichem Betriebsdruck aus, letztere durch eine niedrigere Retention fiir

Natriumformiat.

e Eine weitere Erhthung des Retentionswertes dieser Membran fiir CMP-Neu5Ac von 0,992
auf 0,995 konnte durch Absenken der Temperatur auf 4°C erzielt werden. Die Retention
fiir Natriumformiat dnderte sich im Rahmen der MeBgenauigkeit nicht.

e Der erzielte flichenspezifische FluB von 0,12 mL/(cm® x min) entspricht einem experimen-
tellen Wert von 3,4 mL/min.

! Die Membran MX07 war erst za einem sphteren Zeitpunkt verfilgbar, als die Untersuchungen zur Aufreini gung von GDP-
Fuc und zur MafBstabsverkleinerung durchgefihrt wurden (vgl. Kap. 4.2.4). Aus diesem Grund wurde fiir die Diafilration
von CMP-NeuSAc eine Membran des Typs ROM 375 eingesetzt.



44 4 Synthese und Aufreinigung von Nucleotidzuckern

e Die Membran MX 07, die erfolgreich zur Aufreinigung der chemisch dhnlichen GDP-
Mannose eingesetzt werden konnte (Fey, 1997; Dudziak et al., 1998), wurde zur Riickhal-
tung von GDP-Fucose getestet. Die Retention war mit 0,988 im Vergleich zu 0,983 fiir
GDP-Mannose sehr zufriedenstellend. Die Membran wurde im Anschluf8 zur Entsalzung
von GDP-Fucose eingesetzt.

Membran Hersteller® Retention / - p/bar Fluf°

CMP-NeuSAc® Na-Formiat® Lic1é

MPF 44 Celfa 0,992 0,730 0,557 20 0,04

ROM 365 Toray 0,921 - 0,109 8 0,12

ROM 380 Celfa

40

® ROM-Membranen wurden von Amafilter (Langenhagen) bezogen; ® 1 mM; © 100 mM; ¢ 1000 mM — die Retentionsmes-
sungen fiir LiCl wurden im Rahmen der Dissertation von Sven Fey bestimmt; ® mL/(cm>min);  bei 4°C; & 0,995 bei 4°C

Tab.4.3: Screening von Membranen fiir die Nanofiltration bei Raumtemperatur

4.2.3 Entsalzung von CMP-Neuraminsaure und GDP-Fucose

Die Diafiltrationsexperimente erfolgten in der oben beschriebenen Laboranlage, die vor dem
Experiment mit 0,1% Peressigsdure sterilisiert wurde. Abbildung 4.14 zeigt eine Entsalzung
von CMP-Neuraminsdure im 100 mL-MaBstab. Dabei wurden 65 mg CMP-Neuraminsiure
von 1,7 g Natriumformiat getrennt.! Die Ausspiilkurve fiir CMP-NeuSAc wurde nach
Gleichung 4.2 mit einem Retentionswert von 0,995 berechnet und stimmt exakt mit dem im
vorherigen Kapitel gefundenen Wert liberein. Die Retention von Natriumformiat nimmt im
Verlauf der Entsalzung auf 0,62 zu, was sich durch die abnehmende Konzentration begriinden
148t. Die angestrebte Produktreinheit von 95%, die theoretisch nach 12 Verweilzeiten erreicht
sein sollte, wurde so erst nach 17 ausgetauschten Volumina mit einer Ausbeute von 90%
erzielt. Nach 21 Verweilzeiten wurde die Nachweisgrenze fiir Natriumformiat von 0,25
mmol/mL erreicht. Dies entspricht einem Masseanteil von weniger als 3% bezogen auf CMP-
Neuraminséure.

! CMP-Neu5Ac kann mit Natriumformiat von Dowex 1x2 Anionentauscherharz mit einem Stufengradienten eluiert werden,
das Produkt fillt in 250 mM Salzlgsung an.
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Der Retentionsfaktor fiir GDP-Fucose konnte im Rahmen der MeBgenauigkeit ebenfalls
reproduziert werden, die Riickhaltung fiir LiCl stieg im Verlauf der Diafiltration auf iiber 0,8
an. Nach 13 Verweilzeiten wurden 61 mg des Nucleotidzuckers bei einer Ausbeute von 88%

in 90%iger Reinheit erhalten.’
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Abb. 4.14: Priparative Nanofiltrationen der Nucleotidzucker; CMP-Neu5SAc (oben): 100 mL;

4°C; pH 7; p = 8 bar; GDP-Fuc (unten): 250 mL; 4°C; pH 7; p = 8 bar
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! Zur Aufreinigung wurden 70 mg GDP-Fucose eingesetzt. Das iibrige Produkt wurde fir Versuche mit fliichtigen

Elutionspuffern verwendet (vgl. Kap. 4.1.3).
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4.2.4 MaBstabsverkleinerung der Nanofiltration

Der grofite Teil der publizierten Glycosidsynthesen bewegt sich im Milligramm-MaBstab, da
zur Strukturaufkldrung oder fiir biologische Tests nur sehr geringe Mengen erforderlich sind.
Da sich die Nanofiltrationstechnik sehr gut zur Aufreinigung von Oligosacchariden und
insbesondere von Glycopeptiden eignen sollte, ist eine Malistabsverkleinerung der hier
entwickelten Methode von Interesse.

Zur Ubertragung von 0,5 L Volumen auf einige Milliliter wurden zundchst kommerziell
erhiltliche Riihrzellen der Firma Amicon getestet, die zum Einsatz in der Ultrafiltration
entwickelt worden waren. Problematisch war dabei die geringe Druckfestigkeit, es kénnen
nur maximal 5 bar beaufschlagt werden. Angesichts der Tatsache, daB bereits eine 0,1 molare
LiCl-Losung einen osmotischen Druck von etwa 5 bar entwickelt, der bei einer Retention von
0,5 zu 50% kompensiert werden muf, ergeben sich fiir diese Zellen stark eingeschrinkte
Einsatzmoglichkeiten.

Bei Retentionsmessungen in der 10 mL-Riibrzelle mit CMP-Neuraminsidure als Standard
wurden wesentlich schlechtere Retentionen fiir die Amicon-Zellen selbst bei hoher Riihrer-
drehzahl gefunden. Offensichtlich ist die Riihrergeometrie nicht geeignet, eine Konzentra-
tionspolarisation an der Membran zu vermeiden.! Der Rithrer der 3-mL-Zelle iiberstreicht
einen kleineren Teil der effektiven Membranfléiche, somit war eine weitere Verschlechterung
des Retentionskoeffizienten voraussehbar.

Als geeignet erwies sich ein cross flow-Modul der Firma IftwD. Hier wird eine Membran mit-
tels einer HPLC-Pumpe iiberstromt. Durch einen kleineren Innendurchmesser der AuslaB-
kapillaren kann bei einer Pumpleistung von 5 mL/min ein Druck von 6 bar aufgebaut
werden.? Das Modul selbst hat ein Volumen von etwa 0,8 mL, das Retentat wird in einem
gekiihlten Becherglas vorgelegt. Die Retention von 0,994 fiir CMP-Neu5Ac ist mit dem im
Celfa-Modul gemessenen Wert von 0,995 vergleichbar.

! Die maximale Riihrerdrehzahl betrug 1000 rpm. Die 10 mL-Filtrationszelle enthilt einen axial fordernden Riihrer, der die
effektive Membranflidche faktisch vollstindig iiberstreicht.

% Der FluB von 5 ml/min entspricht einem cross flow von 1,7 m/s. Dieser Wert ist mit dem des Celfa-Moduls von 2,9 m/s
vergleichbar.
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1,00

0,98 <

Retention / -

Celfa-Modul Amicon 10 mL Amicon 3 mL Cross Flow 1 mL

Abb. 4.15: Vergleich der Filtrationsmodule (Retention von CMP-Neu5Ac, MX 07, 4°C)

Somit konnte ein geeignetes Modul fiir die Aufreinigung von Milligramm-Mengen gefunden
werden. Die Firma IftwD entwickelt derzeit ein Miniatur-Nanofiltrationsmodul, in das ein
Druckgefdf integriert ist, so dafl die HPL.C-Pumpe durch eine preisgiinstigere Zahnrad- oder
Schlauchpumpe ersetzt werden kann (Kudszus, 1998). Die Nanofiltration von Glycopeptiden
wird im Abschnitt 8.3.2 diskutiert.

4.3 Zusammenfassung

Chemische Synthese von GDP-Fucose

e Es wurde eine zweistufige Synthese von GDP-Fucose im LabormaBstab entwickelt. Dabei
wurde eine leicht hydrolysierbare Schutzgruppe eingesetzt, auf komplexe orthogonale
Schutzgruppenstrategien und den damit verbundenen Synthese- und Zeitaufwand konnte
somit verzichtet werden. Die Ausbeute fiir GDP-B-Fucose betrug 14%, was angesichts des
hohen Preises des Produkts akzeptabel ist.

e Neben dem Produkt GDP-B-Fucose wird das Anomer GDP-o-Fucose gebildet. Da auf
chromatographische Trennungen weitestgehend verzichtet werden sollte, wurde eine
Alternative zur Anomerentrennung gesucht. Es konnte gezeigt werden, daB das Neben-
produkt im Alkalischen selektiv hydrolysiert wird. Die Ausbeute der GDP-B-Fucose

betrug bei 95%iger Reinheit 90%.

e Im AnschluB folgte die Aufreinigung iber eine Anionentauschersdule als einzige

chromatographische Trennoperation.
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Nanofiltration zur Aufreinigung von Nucleotidzuckern

e Durch ein Membranscreening konnten geeignete Nanofiltrationsmembranen zur Entsal-
zung von Nucleotidzuckern gefunden werden.

¢ Im AnschluB an die Anionentauschchromatographie wurden CMP-Neuraminsiure und
GDP-Fucose durch Diafiltrationsexperimente entsalzt. Die Ausbeuten dieser Trenn-
operationen lagen bei >90% fiir CMP-Neuraminsidure und 88% fiir GDP-Fucose. Dabei
wurden Reinheiten von 95% beziehungsweise 90% erzielt.

* Die Eignung des Verfahrens konnte durch die Entsalzung von je 60 mg beider Produkte
demonstriert werden. Es wurde inzwischen zur Aufreinigung von GDP-Manose im
Gramm-MaBstab eingesetzt (Fey, 1997).

¢ Es wurde eine MaBstabsverkleinerung zur Aufreinigung von Milligramm-Mengen durch-

gefiihrt, um Proben fiir Strukturaufklirung und biologische Assays effektiv aufreinigen zu
konnen.



» Wenn Zusammenhdnge erscheinen,
dann sind es komplizierte “

Die Sterne, Zucker

5 Reaktionstechnische Optimierung von Mehrenzymsystemen
zur Synthese von O-Glycan-Strukturen

Die enzymatische Synthese O-glycosydischer corel-Strukturen mittels Glycosyltransferasen
ist problematisch, da die notwendige 1,3-Galactosyltransferase bisher nicht cloniert werden
konnte. Mit dem Enzym aus natiirlichen Quellen' wurden zwar eine Reihe kinetischer Studien
verdffentlicht (Brockhausen et al., 1990; Granovsky et al., 1994), zum Einsatz in der
préparativen Synthese ist die Aufreinigung allerdings zu miihselig.

1,6-GIcNAc-T
GlocNAcp p1,6-GleNAc

|
.......................................... B

‘core1 Galpl — 3GalNAcod i —

iy

GalNAc-T

Abb. 5.1: Enzyme zum Aufbau der core2-Struktur

Alternativ kann eine B-Galactosidase® eingesetzt werden. Diese Milchzucker-spaltenden
Enzyme sind fiir die Biotechnologie seit langem von groBem Interesse. Die Enzyme aus
Escherichia coli (Kuby und Lardy, 1953; Wallenfels und Fischer, 1960; Wallenfels et al.,
1960; Huber et al., 1976; Deschavanne et al., 1978; Huber et al., 1984) und Bacillus circulans
(Nakanishi et al., 1983; Herrmann, 1992) wurden kinetisch charakterisiert und sind
preisgiinstig erhdltlich, Diese Galactosidasen katalysieren jedoch bevorzugt die B1,4-
Verkniipfung und sind somit zur Synthese O-glycosidischer core-Strukturen ungeeignet. 1973
wurde die Aufreinigung einer Galactosidase aus Stierhoden publiziert, die bei Trans-
glycosylierungen B1,3-Verkniipfungen als Hauptprodukt erzeugt (Distler und Jourdian, 1973).
Die Kinetik der Transglycosylierungsreaktion ist bislang kaum untersucht worden, bei allen
bisherigen Arbeiten standen préparativ synthetische Aspekte im Vordergrund.

! Das Enzym wird in der Regel aus Rattenlebern gewonnen.
? E.C.-Nummer der B-Galactosidasen: 3.2.1.23
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Die Stierhoden-Galactosidase wurde bereits vor zehn Jahren zur Synthese der corel-Struktur
eingesetzt (Hedbys et al., 1989a). Dabei zeigte sich, dal die Regioselektivitidt der Trans-
glycosylierung oft unbefriedigend ist und zudem vom Aglycon des Akzeptors abhéngt
(Hedbys et al., 1989b; Murata et al., 1996; Montero et al., 1998). Tabelle 5.1 zeigt einige
corel-Syntheseprodukte sowie die erzielten Ausbeuten und Regioselektivititen.

Produkt Ausbeute (B1-3)* Selektivitit (B1-3) Quelle

Gral([.’)1-3)Ga1NAc(Bl—R)b 10-35% 50-80% Nilsson, 1989

Gal(B1-3)GalNAc(oul-Ser/Thr) 22-28% 100% Gambert und Thiem, 1997b

Fujimoto et al., 1998

Gal

* Ausbeuten bezogen auf das Akzeptorsubstrat

®R: verschiedene aliphatische hydrophobe Reste

¢ Galactosidase aus E.coli; ¢ bezogen auf den Donor betrigt die Ausbeute 68%

® Galactosidase aus X. manihotis; *10% bezogen auf Donor; & 46% bezogen auf Donor

Tab. 5.1:  Corel-Synthesen mit f-Galactosidasen

Auch gelang die Synthese der kompletten core2-Struktur ausschlieflich mit Glycosidasen; das
Produkt mufBte allerdings bei nur 5% Ausbeute aus einer wahren Oligosaccharid-Bibliothek
aufgereinigt werden (Murata et al., 1998).

Insgesamt scheinen die oben beschriebenen Ansétze zur Synthese der corel-Struktur nicht zur
Transformation hochpreisiger Akzeptoren geeignet zu sein, wie Peptide sie darstellen.
Quantitative Umsiitze der Donorsubstanzen konnen theoretisch durch Kopplung einer
Transgalactosylierung mit einer Glycosyltransferase-katalysierten Reaktion erzielt werden.
Das Galactosidase-Produkt wird dabei dem Gleichgewicht entzogen, und die Triebkraft der
Gesamtreaktion resultiert somit aus der Spaltung der Nucleotidzucker (vgl. Kapitel 1.3.2,
Abb. 2.1). Zur Optimierung der Ausbeute miissen diese komplexen Reaktionssysteme aller-
dings einer kinetischen Analyse unterzogen werden. Formalkinetische Ansitze zur Beschrei-
bung Enzym-katalysierter Reaktionen werden in Kapitel 5.1 diskutiert.

In dieser Arbeit werden zwei Systeme vorgestellt, mit denen Ausbeuten bis zu 90% erzielt
werden konnen. Sie sind schematisch in Abbildung 5.2 dargestellt. Da der Einsatz von
Glycopeptiden fiir die Untersuchung der Reaktionssysteme zu kostspielig gewesen wiire,
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mufite eine Modellkomponente verwendet werden. Es wurde GaINAc(ol-Bn) benutzt, das
zudem fiir sich ein attraktives Substrat darstellt. Da dieser Akzeptor in einigen Punkten, wie
zum Beispiel dem sterischen Anspruch an die aktiven Zentren der Enzyme, nicht das
Ahnlichkeitskriterium erfiillt, miissen im Anschluf jedoch weitere Untersuchungen mit
Peptiden durchgefiihrt werden.

B-Galactosidasei

UDP-GlcNAc
B1-6GIcNACT (:::;
UDP

CMP-Neu5Ac
~

o2-35iaT
CMP —

B-Galactosidase

Gal

Abb. 5.2: Mehrenzymsysteme zur Synthese von core-Strukturen

5.1 Modelle zur Beschreibung enzymatischer Reaktionen

Ziel der Reaktionstechnik ist die gerichtete Optimierung von Reaktionssystemen, im
vorliegenden Fall im Hinblick auf Ausbeute, Selektivitdt und Enzymverbrauch. Neben der
Untersuchung der Reaktionssysteme sollen dabei auch die kinetischen Zusammenhénge erfafit

werden (Biselli et al., 1995; Kragl, 1997; Levenspiel, 1998).

Enzyme wirken als Katalysatoren, somit miissen ihre Reaktionen durch eine Sittigungskinetik
beschrieben werden. Menten und Michaelis postulierten in ihrer grundlegenden Arbeit zur
Enzymkatalyse ein der Reaktion vorgelagertes Gleichgewicht, das zur Ausbildung eines
Enzym-Substrat-Komplexes fiihrt. Die Dissoziation des Komplexes in Produkt und Enzym
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wurde als geschwindigkeitsbestimmender Schritt angenommen (Michaelis und Menten,
1913).

kq ko
E+S ——~= ES ———>» E+P

k-1 (5.1)
mit: k4 mL/(umol-min) Assoziationskonstante
k4 min™ Dissoziationskonstante
ko min™ turnover number (Keai)

Unter den oben postulierten Bedingungen kann daraus die Michaelis-Menten-Gleichung
abgeleitet werden:

Vv -C

\ = - max 5.2
Ku +¢C (5-2)
mit: v pmol/(mL.-min) Reaktionsgeschwindigkeit
Vmax pmol/(mL-min) maximale Reaktionsgeschwindigkeit
c pmol/mL Substratkonzentration
Km pmol/mL Dissoziationskonstante des ES-Komplexes

Michaelis-Menten-Konstante

Formel 5.2 beschreibt eine Sittigungskinetik, die bei kleinen Substratkonzentrationen einer
Kinetik 1. Ordnung und bei hohen Substratkonzentrationen einer Kinetik 0. Ordnung folgt.
Die Michaelis-Menten-Konstante entspricht der Substratkonzentration, bei der die halb-
maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird. Eine Reaktion, an der mehrere Substrate
beteiligt sind, 1dBt sich durch Multiplikation getrennt aufgestellier Michaelis-Menten-Terme
beschreiben. Formel 5.3 beschreibt eine solche Doppelsubstratkinetik.

Ca Cg

v=v .
Kuy+ca Ky+cCg

(5.3)

max

Mit diesem makrokinetischen Ansatz konnen enzymatische Reaktionen oft sehr gut
beschrieben werden, ohne den Mechanismus der Reaktion beriicksichtigen zu miissen (Kruse,
1995; Liese, 1998)." Die Kenntnis der Mikrokinetik ist fir die hier behandelten Unter-
suchungen nicht notwendig, so daf allen Modellen der formalkinetische Ansatz von Menten
und Michaelis zugrunde liegt.

! Fir mathematische Modelle zur Beschreibung unterschiedlicher Reaktionsmechanismen sei auf Lehrbiicher der
Enzymkinetik verwiesen (Segel, 1975; Bisswanger, 1979; Cornish-Bowden, 1995).
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5.2 Galactosidase-katalysierte Synthese der core1-Struktur

Fiir die Untersuchungen wurde partiell aufgereinigtes Enzym der Firmen Oxford Glyco-
Sciences und Sigma verwendet. Die Chargen zeigten in Versuchen keine Glycosidase-
Nebenaktivititen. Die Enzyme, die in Citrat- beziehungsweise Ammoniumsulfatlosung mit
einem pH-Wert von 5 geliefert werden, wurden zur Lagerung und zwecks Aufkonzentrierung
in MES-Puffer, pH 6, umgepuffert.

Da die Galactosidase-Losungen zum grofiten Teil Fremdproteine enthielten, wurden keine
massenspezifischen Aktivitdten bestimmt. Galactosidase-Assays wurden in der Regel in 100
mM Citratpuffer bei pH 4,3 und 37°C durchgefiihrt (vgl. Kap. 10.2.1 und 10.2.2),
Abweichungen sind in einzelnen vermerkt.

5.2.1 Aktivitats- und Stabilititsmessungen

Die maximale Aktivitit sowohl fiir die Hydrolyse als auch fiir die Transglycosylierung liegt
in Citratpuffer bei pH 4,3. Unter diesen Bedingungen hat das Enzym jedoch nur eine sehr
begrenzte Stabilitit. Zudem komplexiert Citrat mehrwertige Kationen, die -einigen
Glycosyltransferasen als Cofaktoren dienen, und ist somit fiir Mehrenzymsysteme nicht
geeignet. Als giinstig erwies sich die Verwendung von MES-Puffer, wobei die hohere
Stabilitit bei pH 6 im Vergleich zu pH 5 die etwas geringere Aktivitdt kompensiert. Eine
weitere Erhéhung der Stabilitit durch Zugabe von Antioxidantien wie Dithiothreitol oder
Substraten war nicht méglich. Rinderserumalbumin (BSA) verringert die Adsorption von
Enzymen an Oberflichen und wurde deshalb grundsitzlich zugegeben. Auf die Stabilitét der
Galactosidase hatte es jedoch keinen Einflu83.

Abbildung 5.3 zeigt einige MeBergebnisse. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind alle Graphen
auf relative Aktivititen normiert. Desaktivierungskonstanten wurden mit der folgenden

Gleichung berechnet:
A=A,-e™ (5.4)
mit: A mU/mL Aktivitat

Ao mU/mL Anfangsaktivitat

k d’ Desaktivierungskonstante

t d Zeit

Die gefundenen Desaktivierungskonstanten und Halbwertszeiten sind in Tabelle 5.2 zu-

sammengefalt.
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Abb. 5.3:  Aktivitiiten in Abhiéingigkeit von Puffersystem und pH (oben);
Stabilitiiten in Abhéingigkeit von pH und Temperatur (unten);
(alle Puffer 100 mM; oben rechts und unten: MES)

Parameter Desaktivierungskonstante k / d™* Halbwertszeit t© / d

100 mM MES, pH 6, 37°C 0,30 +0,02 2,3

100 mM MES, pH 6, 20°C 0,06 + 0,01 11,6

2 Berechnet nacht=In2/k

Tab. 5.2: Desaktivierung der Galactosidase bei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen

Aus der Temperaturabhéngigkeit der Aktivititen ergaben sich Aktivierungsenergien von 45
kJ fiir die Hydrolyse beziehungsweise 47 kJ fiir die Transglycosylierung — die Differenz liegt
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im Rahmen der MefBgenauigkeit. Die Aktivierungsenergic wurde durch eine Parameter-
anpassung fiir die Arrhenius-Gleichung bestimmt:

A=k. eWEa'ﬁ) (5.5)
mit: A pmol/min Aktivitat

k pmol/min Frequenzfaktor

Ea J/mol Aktivierungsenergie

R 8,314 J/(mol - K)  allgemeine Gaskonstante

T °C Temperatur

5.2.2 Kinetik der Transgalactosylierung

Zur Beschreibung der Galactosidase-Kinetik wurden die folgenden Reaktionen mittels
Anfangsreaktionsgeschwindigkeitsmessungen untersucht:

e Transglycosylierung (I) zur Synthese von corel-Bn. Als Donoren kommen Lactose und
para-Nitrophenyl-Galactose (pnp-Gal) in Frage.

e Hydrolyse des Transglycosylierungsprodukts corel-Bn (II)

¢ Hydrolyse der Lactose (III) und Inhibierung durch Galactose (IV)

¢ Hydrolyse von core2-Bn (V), des Produkts der GIcNAc-Transferase, zu core6-Bn. (vgl.
Kap. 5.3, Abb. 5.2)

o Transglycosylierung von core6-Bn (VI)

()

0
Gal1-4Glc + GalNAc-Bn —_—

——— Gal + GalNAc-Bn

4

i
o ™|
Glc + Gal ’

GIcNAcT

W) [ + Galp1-4CGlc (vi)

Abb. 5.4:  Kinetik der Galactosidase bei der Synthese von core2-Bn
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Die obigen Reaktionen sind in Abbildung 5.4 im Zusammenhang dargestellt. Tabelle 5.3 listet
die kinetischen Parameter auf: Eigene Werte sind halbfett, Literaturdaten kursiv gedruckt.
Die Ergebnisse sollen im folgenden diskutiert werden.

Donorsubstrate Hydrolysereaktion® Transglycosylierung®

Lac Ky = 1,8 mM* Ky =78 mM + 26 mM
=1,1°

corel-Bn Ky = 3,6 mM + 1,1 mM -
Viax = 0,8

core2 B

Akzeptorsubstrate Transglycosylierung

GalNAc-Bn Ky =50 mM = 14 mM
Vinax = 1,14

Inhibitor Hydrolyse Transglycosylierung

? Die Vma-Werte sind auf Vi, (pnp-Gal) normiert. Da verschiedene Enzymchargen fiir die kinetischen Messungen benutzt
wurden, ist der Fehler des vy.x-Wertes im wesentlichen von den Assays zum Vergleich der Enzymaktivititen abhiingig.
Auf eine Angabe des Fehlers aus den Kinetikmessungen wurde deshalb verzichtet.

b mit GalNAc als Cosubstrat; *mit GalNAc-Bn als Co-Substrat; 9 mit Lactose als Cosubstrat

¢ Distler und Jourdian, 1973

Tab.5.3:  Kinetische Daten der p-Galactosidase — eigene Werte und Literaturdaten.
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Transglycosylierung (l)

Die B-Galactosidase aus Stierhoden katalysiert die Synthese von corel-Bn (5-2) aus GalNAc-
Bn (5-1) und Lactose regiospezifisch. Ein weiteres Isomer konnte in keinem Fall nachge-
wiesen werden. Da der Ky-Wert von 50 mM fiir den Akzeptor die Loslichkeit von 40 mM
iibersteigt, wire der Einsatz eines organischen Losungsmittels als Cosolvens wiinschenswert.
Auf diese Weise konnte die Loslichkeit des hydrophoben Substrats betrichtlich gesteigert
werden. Leider konnte kein Losungsmittel gefunden werden, da von dieser Galactosidase
toleriert wird. Bei spiteren Arbeiten konnte die Substratlgslichkeit jedoch durch den Einsatz
von Cyclodextrinen gesteigert werden (vgl. Kap. 7.2).

Der Ky-Wert von 78 mM fiir Lactose als Donor ist etwa fiinfzig mal so hoch wie der fiir para-
Nitrophenyl-Galactose (pnp-Gal), allerdings kénnen ohne weiteres 0,5 M Losungen herge-
stellt werden, so dal die Sittigungskonzentration erreicht wird. Der Einsatz von Lactose
bietet zwei Vorteile: Sie ist preiswerter als pnp-Gal und kann leicht von Benzyl-Glycosiden
und Peptiden abgetrennt werden, die an hydrophober Phase zuriickgehalten werden.

0,5

] 0,5 . ‘ :

2 04T Ky=50mM+14 mM | T 04-{K, =78 mM %26 mM |

5 £

~ 03 J—— 3 0,3

(g b=

z — £

£ o2 € 0.2

< o <

R ;

g 0,1 ) a;)- 0'1 Q.

(7] w

0,06 . - : . 0,0 F— : . : : -
0 20 40 60 80 100 0 100 200 300 400 500 600
¢ (GalNac-Bn) / mM ¢ (Lac)/ mM

Abb. 5.5: Transgalactosylierungs-Aktivitiit als Funktion der Substratkonzentrationen
(100 mM Citrat; pH 4,3; 37°C; links: 0,5 M Lac; rechts: 30 mM GalNAc-Bn)

Hydrolyse von core1-Bn (ll)

Die Hydrolyse des Produkts corel-Bn wird mit dhnlicher maximaler Geschwindigkeit wie
dessen Synthese katalysiert, der Ky-Wert von 3,6 mM fiir diese Folgereaktion ist allerdings
viel kleiner. Wihrend die Hydrolysereaktion also vergleichsweise schnell nahe der Sitti-
gungskonzentration ablduft, wird die maximale Transglycosylierungsgeschwindigkeit
aufgrund der geringen Loslichkeit des Akzeptorsubstrats nicht erreicht. Somit wird die
maximale Ausbeute bei einer Transgalactosylierung stark eingeschrinkt. Die Giiltigkeit dieser
Voraussage konnte in einem Experiment zur corel-Bn-Synthese untermauert werden, in dem
lediglich eine Ausbeute von 15% erzielt werden konnte (Abb. 5.6). Zum Erreichen hoher
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Ausbeuten ist es also notwendig, das corel-Reaktionsprodukt durch eine Glycosyltransferase
abzufangen.

e
[

l : ! 10 25
: O  core 1-Bn (core1-Hydrolyse)
T, 04 ===~ GalNAc-Bn (core1-Synthese) | 8 20
*E ] i E 1 |
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= = g
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Abb. 5.6: Eingeschriinkte Ausbeuten bei der Transgalactosylierung von GalNAc-Bn;
links: Kinetik der corel-Hydrolyse; rechts: batch-Experiment zur corel-Bn-Synthese;
(40 mM GalNAc-Bn; 500 mM Lac; 100 mU/mL Galactosidase; 100 mM Citrat; pH 4,3)

Hydrolyse der Lactose sowie Inhibierung durch Galactose (lll+1V)

Die Hydrolyse der Lactose wurde bereits untersucht, Literaturdaten finden sich in Tabelle 5.3.
Da Galactose ein Substrat fiir die reverse Hydrolyse ist, kann sie an das aktive Zentrum des
Enzyms binden und inhibiert somit die Transgalactosylierung. Im folgenden kann die
Galactosylierung mittels reverser Hydrolyse vernachlidssigt werden, da diese Reaktion
verhéltnisméBig langsam verlduft und das Gleichgewicht stark zur Hydrolyse verschoben ist.
Der oben beschriebene Effekt kann somit vereinfachend als kompetitive Inhibierung darge-
stellt werden. Durch die Hydrolyse von Lactose zu Galactose und Glucose als Nebenreaktion

wird die Galactosidaseaktivitit wihrend einer Synthese also in zunehmendem MaBe
herabgesetzt (Abb. 5.7).
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Abb. 5.7: Inhibierung der Galactosidase-Aktivititen durch freie Galactose;
links: Inhibierung der corel-Bn-Synthese; rechts: Inhibierung der pnp-Gal-Hydrolyse
(100 mM Citrat; pH 4,3; 37°C)

Hydrolyse von core2-Bn und Transglycosylierung von core6-Bn (V+VI)

Wird die GlcNAc-Transferase als Enzym fiir die Folgereaktion verwendet, so entsteht
core2-Bn (5-3). Das Trisaccharid ist jedoch selbst ein Substrat fiir die Galactosidase und wird
hydrolysiert: Durch Abspaltung von Galactose wird core6-Bn (5-4) gebildet. Dieses kann
zwar durch Transgalactosylierung wiederum zu core2-Bn galactosyliert werden, der Ky-Wert

hierfiir ist allerdings um zwei GroBenordnungen hoher. Als Hauptprodukt sollte somit
core6-Bn entstehen.

Auffillig ist, daB die maximalen Aktivitdten fiir diese beiden Reaktionen verhidltnismifig
niedrig sind (vgl. Tabelle 5.3). Moglicherweise wirkt sich der zusitzliche GIcNAc-Rest, der ja
eine Verzweigung der corel-Struktur darstellt, ungiinstig aus.
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Abb. 5.8: Transformation der Folgeprodukte im Galactosidase/GlcNA c-Transferase-System:
links: Kinetik der core2-Bn-Hydrolyse; rechts: Kinetik der Transglycosylierung zu
core2-Bn (100 mM Citrat; pH 4,3; 37°C; rechts: 0,5 M Lac)
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5.3 Kombinierter Einsatz von Galactosidase und GlcNAc-Transferase'

Zunichst wurde der kombinierte Einsatz der Galactosidase mit der core2-GlcNAc-Transferase
untersucht.? Die Transferase glycosyliert das Galactosidase-Produkt corel zu core2. Dieses ist
jedoch ebenfalls ein Substrat fiir die Galactosidase — als Hydrolyseprodukt resultiert core6.

Die Galactosidase dient also dem Zweck, die corel-Struktur in situ bereitzustellen, da die
GlIcNAc-Transferase ausschlieSlich diese als Substrat akzeptiert. Weil auf der core6-Struktur
ebenfalls der enzymatische Aufbau des Sialyl-Lewis*-Saccharids moglich ist, stellt deren
Aufbau eine interessante Alternative zur Synthese der core2-Struktur dar. Abbildung 5.9 zeigt
das Reaktionssystem in einer vereinfachten Form.

Galpi-4Glc + GalNAc-R -22actosidase | Gl
r UDP-GlcNAc
Galactosidase GlcNAcT
Gal + Glc + UDP
Galactosidase
+ Gal

Abb. 5.9: Vereinfachte Darstellung des Galactosidase/GlcNAcT-Reaktionssystems

Zunichst wurde ein Syntheseversuch unternommen, um die Durchfiihrbarkeit dieses Ansatzes
zu zeigen. Da Nucleotide in der Regel inhibierend auf Glycosyltransferasen wirken
(Kleineidam et al, 1997), wurde eine Phosphatase3 zugesetzt, um das freigesetzte Uridin-
Diphosphat zu hydrolysieren.

Die Ausbeuten nach drei Tagen betrugen 20% fiir core6-Bn und 14% fiir core2-Bn. Durch
zehnfache Verdiinnung der Reaktionslosung und erneuter Zugabe von Galactosidase kann
eine vollstindige Hydrolyse des core2-Produkts erzielt werden, so dal eine Gesamtausbeute
von 34% resultiert. Der Verlauf der Synthese ist in Abbildung 5.10 dargestelit.

! Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden teilweise publiziert: G. Dudziak, S. Zeng, E.G. Berger, R. Gutiérrez Gallego, J.P.
Kamerling, U. Kragl, C. Wandrey: "In situ generated O-glycan corel structure as substrate for Gal(f1-3)GalNAc B-1,6-
GlcNAc transferase” Bioorg. Med. Chem. Lett. 8 (1998) 2595-2598.

E.C.24.1.102

? CIAP: calfintestine alkaline phosphatase
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Diese miBige Ausbeute liegt in der GréBenordnung anderer Mehrenzymsysteme (Herrmann
et al., 1993a; Kren und Thiem, 1995). Der nichste Schritt mufte deshalb eine eingehende
Untersuchung der Kinetik der GIcNAc-Transferase sowie die Optimierung des
Gesamtsystems sein.
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Abb. 5.10: Erster Syntheseversuch (0,5 M Lac; 20 mM GalNAc-Bn; 25 mM UDP-GIcNAc;
350 mU/mL Galactosidase; 33 mU/mL GIcNAcT; 10 U/mL CIAP; 100 mM MES; pH 5)

5.3.1 Aktivitédts- und Stabilititsmessungen

Frithere Untersuchungen zeigten fiir die GIcNAc-Transferase ein breites Aktivitdtsmaximum
zwischen pH 6 und pH 7, in MES-Puffer wurden die hochsten Aktivititen gefunden. Als
Cofaktor dient Magnesium, das Enzym toleriert aber auch andere zweiwertige Kationen wie
Kupfer, Cobalt oder Calcium unter AktivititseinbuBBen (Zeng et al., 1997).

Eingehende quantitative Untersuchungen’ zeigten eine starke Abhingigkeit der Aktivitit von
BSA-, Magnesium- und Pufferkonzentrationen:

e BSA wirkt aktivierend. Bei einer Konzentration von 0,5 mg/mL wird die maximale
Enzymaktivitit erreicht.

e Hohe Pufferkonzentrationen desaktivieren die Transferase. Fiir die weiteren Versuche
wurde statt des 100 millimolaren MES-Puffers ein 50 millimolarer Puffer eingesetzt,
wodurch eine Aktivitdtssteigerung von etwa 15% erzielt werden konnte. Fiir Synthesen in

! Die GlcNAc-Transferase-Assays wurden in der Regel unter den folgenden Standardbedingungen durchgefiihrt: 1 mM
corel-Bn, 5 mM UDP-GIcNAc, 10 mM MgCl,, 1 mg/mL BSA, 50 mM MES-Puffer, pH 6,5; 37°C (vgl. Kap. 10.2.3).
Abweichungen sind im einzelnen vermerkt.
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groBerem Maf3stab wire es denkbar, den pH durch Titration konstant zu halten, um ganz
auf den Puffer verzichten zu kénnen.

e Die maximale Enzymaktivitit wird bei Zugabe von 4 mM MgCl, erreicht, eine weitere
Konzentrationserh6hung zeigt keinen Einfluf3.

Abbildung 5.11 zeigt einige Mefergebnisse. Eine Untersuchung der Temperaturabhéingigkeit
der Aktivitit ergab eine Aktivierungsenergie von 51 kJ/mol + 2 kJ/mol (vgl. Formel 5.5).
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Abb. 5.11:  GlcNAc-Transferase-Aktivitiit in Abhéngigkeit vom Puffersystem;
(A: 100 mM Puffer; 10 mM MgCl; 0,1 mg/mL BSA; B: 100 mM MES, 10 mM MgCl;
D: 50 mM MES- und Citratpuffer)

Bei Stabilitdtsmessungen zeigte sich nach der Verdiinnung der konzentrierten Enzymlésung
zunéchst ein Anstieg der Aktivitit. Bei Temperaturen von 30-37°C erfolgte diese Aktivierung
iiber einen Zeitraum von etwa einem Tag. AnschlieBend setzte eine starke Desaktivierung ein,
die in der gleichen Gro3enordnung liegt wie die der Galactosidase. Auch durch Zusatz von
BSA, Substraten oder Antioxidantien kann sie nicht abgeschwicht werden. Abbildung 5.12
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zeigt die Desaktivierung in Abhingigkeit des pH-Werts und der Temperatur. Diese
ungewdhnlichen Aktivitdtsverldufe konnten bei einer Wiederholung der Messungen reprodu-
ziert werden. Die gefundenen Konstanten sind in Tabelle 5.4 zusammengefaft.
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Abb. 5.12: Stabilitit der GIcNAc-Transferase als Funktion der Temperatur und des pH;
(GalNACT in 50 mM MES, 10 mM MgCl,, 0,5 mg/mL BSA)

Parameter Desaktivierungskonstante k / d! Halbwertszeit ©/ d*

50 mM MES, pH 7, 37°C 0,67 = 0,12 1,0

50 mM MES, pH 6, 20°C Aktivierung iiber einen Zeitraum von 3 Tagen

?Berechnet nacht=In2/k

Tab. 5.4: Desaktivierung der GlcNAc-Transferase

5.3.2 Kinetik der core2-Synthese

Fiir core2-GlcNAc-Transferasen aus anderen Quellen wurden bereits frither vereinzelte
kinetische Untersuchungen angestellt (vgl. Tab. 5.5). Eine vollstindige Untersuchung der
Substratkinetiken und Inhibierungen konnte allerdings nicht gefunden werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die komplette Kinetik der core2-Bn-Synthese untersucht. Die
kinetischen Parameter wurden mit dem Computerprogramm Scientist (Micromath, Salt Lake
City, USA) fiir den gesamten Datensatz angepaf3t. Als Modell diente eine Doppelsubstrat-
kinetik mit kompetitiver Inhibierung des Nucleotidzuckers UDP-GlcNAc durch UDP.
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Abb. 5.13: Aktivitiit der GlcNAcT als Funktion der Substratkonzentrationen

Der Ky-Wert fiir UDP-GIcNACc ist mit 1 mM erstaunlich hoch, es wurden allerdings schon
vergleichbare Werte fiir GIcN Ac-Transferasen gefunden (Wingert und Cheng, 1984; Cheng et
al., 1985). Die Ky-Werte fiir Nucleotidzucker anderer Glycosyltransferasen bewegen sich in
der Regel im mikromolaren Bereich. Der Wert fiir den Akzeptor corel-Bn betrigt nur
0,26 mM und damit etwa 1/10 des Ky-Werts fiir die Galactosidase-katalysierte corel-Bn-
Hydrolyse (vgl. Abb. 5.6). Das System ist also gut geeignet, das Produkt der Trans-
galactosylierung abzufangen. In einem Galactosidase/GlcNAcT-System sollte das Zwischen-
produkt corel-Bn also nur in einer minimalen Konzentration vorliegen, um so die
Hydrolysereaktion im Vergleich zum GIcNAc-Transfer zu diskriminieren. Die GlcNAc-
Transferase-Aktivitdt war also im ersten Syntheseversuch (Abb. 5.10) zu niedrig gewihlt. Die
Zusammenhénge sind in Abbildung 5.14 graphisch dargestellt.
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Gal + GalNAc-Bn

[ Galactosidase

Galp1-4Glc + GalNAc-Bn =————>

GlcNAc-Transferase
J GlcNAeT

Galp1-3GalNAc-Bn
6

GlcNAcp1

Abb. 5.14: Diskriminierung der Hydrolyse bei niedrigen corel-Bn-Konzentrationen

UDP, das Nebenprodukt der core2-Synthese, ist ein starker Inhibitor. Das Nucleotid kann
jedoch mittels einer Phosphatase zu den Folgeprodukten Uridin und Phosphat hydrolysiert
werden (Unverzagt et al., 1990), die beide keine inhibierende Wirkung zeigen. Das Produkt
core2-Bn zeigte ebenfalls keinen Einfluf} auf die Enzymaktivitét.
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Abb. 5.15: Inhibierung der GlcNAc-Transferase durch UDP

Die gefundenen kinetischen Daten sind zusammen mit Literaturwerten fiir GlcNAc-

Transferasen aus anderen Quellen in Tabelle 5.5 zusammengefafit (eigene Werte halbfett,
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Literaturdaten kursiv). Der vma,-Wert wurde nicht beriicksichtigt, da er von der Aktivitét der
Enzyml6sung abhéngt.

Ky- bzw. Ki-Wert / mM Enzymquelle

corel-Bn 0,23 = 0,05 CHO

UDP 0,05 = 0,01 (K) CHO

® Cheng et al., 1985; ® Wingert und Cheng, 1984

Tab. 5.5: Kinetische Parameter fiir die core2-GlcNac-Transferase —
eigene Ergebnisse und Literaturdaten

5.3.3 Untersuchungen zum Einsatz einer Phosphatase

Zur Hydrolyse von Nucleotidzuckern stehen eine alkalische (CIAP) sowie eine saure
Phosphatase zur Verfiigung.! Beide wurden auf ihre Eignung zum Einsatz in
Mehrenzymsystemen untersucht.

Wie Abbildung 5.16 zeigt, ergidnzen sich beide Enzyme sehr gut beziiglich ihrer pH-
abhédngigen Aktivitidten. Dabei wird deutlich, daB im ersten Satzreaktor-Versuch saure
Phosphatase hitte eingesetzt werden miissen, da die alkalische Phosphatase bei pH 5 faktisch
keine Aktivitdt mehr zeigt.

Auch bei pH 6 ist die relative Aktivitdt der sauren Phosphatase deutlich hoher. Sie betrigt
30%, wihrend fiir die alkalische Phosphatase nur noch eine Restaktivitit von etwa 5%
beobachtet wird. Da letztere jedoch um den Faktor 10 preiswerter ist” und zudem in Losung
mit 500facher spezifischer Aktivitdt geliefert wird, wurde der alkalischen Phosphatase bei
einem pH-Wert von 6 der Vorzug gegeben. Das Enzym weist auerdem eine hervorragende
Stabilitit auf: Im Zeitraum von einer Woche konnten selbst bei 37°C keine Aktivitits-
einbuBen festgestellt werden. Die Ky-Werte fiir die Hydrolyse von Nucleotiden mit der
alkalischen Phosphatase liegen im mikromolaren Bereich (Boehringer Mannheim, 1987).

1
E.C.3.1.3.1
21000 U der alkalischen Phosphatase kosten etwa ca. 100,- DM (Sigma).
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Abb. 5.16: Aktivititen der alkalischen und sauren Phosphatase in Abhiingigkeit vom pH-Wert
(1 mM pnp-Phosphat; 10 mM MgCl,; 50 mM MES; 37°C)

5.3.4 Synthese von core6-Bn

Basierend auf den Untersuchungen zu der Galactosidase und der GlcNAc-Transferase wurde
eine halbempirische Optimierung des Mehrenzymsystems durchgefiihrt. Eine rechnergestiitzte
Modellierung kam aufgrund der Vielzahl der Galactosidase-katalysierten Parallel- und
Folgereaktionen nicht in Frage. Abbildung 5.17 zeigt das Reaktionssystem, wie es bisher
verstanden wurde. Die GlcNAc-Transferase-Reaktion ist durch ,,GIcNAcT™ gekennzeichnet,
alle anderen Reaktionen werden durch die Galactosidase katalysiert. Hinzu kommt die
Hydrolyse von UDP durch die Phosphatase. Insgesamt ergeben sich zahlreiche Quer-
inhibierungen, deren vollstindige Analyse im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich war.

Im Vergleich zum ersten Syntheseversuch wurden die folgenden Anderungen vorgenommen:

¢ Einstellen des pH-Werts auf 6 statt 5. Dieser Wert ist nicht nur fiir Galactosidase und die
GIcNAc-Transferase giinstiger, hier kann auch die alkalische Phosphatase effektiv
eingesetzt werden. (vgl. Kap. 5.2.1; 5.3.1; 5.3.3)

¢ Erniedrigung der Pufferkonzentration von 100 mM auf 50 mM. (vgl. Kap. 5.3.1)

o Erhohung der GIlcNAcT-Aktivitit und Verringerung der Galactosidase-Aktivitit.
Hierzu wurde eine Reihe von fiinf Versuchen mit unterschiedlichen Aktivititsverhilt-
nissen durchgefiihrt. (vgl. Kap. 5.3.2)
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Abb. 5.17: Vollstindiges (?) Reaktionssystem

Die Ausbeute konnte unter den neuen Bedingungen drastisch verbessert werden. Die Reaktion
mit den giinstigsten Parametern ist in Abbildung 5.18 dargestellt, hier konnte eine Gesamt-
ausbeute von 90% fiir core6-Bn und core2-Bn erzielt werden.

1,00

- 0,75
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Abb. 5.18: Verbesserte Synthese (0,5 M Lac; 20 mM GalNAc-Bn; 25 mM UDP-GIcNAc;
250 mU/mL Galactosidase; 50 mU/mL GlcNAcT; 10 U/mL CIAP; 50 mM MES; pH6)
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5.4 Optimierung der core2-Ausbeute mit einem genetischen Algorithmus’

Im Rahmen der Optimierung der core6-Synthese wurden batch-Versuche bei unterschied-
lichen Temperaturen durchgefiihrt. Eine Temperaturerniedrigung fiihrte dabei nicht nur zur
Erniedrigung der Reaktionsgeschwindigkeit, sondern auBlerdem zu einer Verschiebung des
Verhiltnisses der Produkte core2-Bn (5-3) und core6-Bn (5-4). Niedrige Reaktions-
temperaturen favorisieren die core2-Bildung (Abb. 5.19). Dieses Ergebnis lieB sich nicht aus

den bisher gefundenen kinetischen Daten ableiten.
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Abb. 5.19: Selektivititen in Abhéingigkeit von der Reaktionstemperatur;

Gesamtausbeute / -

Ausbeute / -

oben: batch-Versuche bei 20°C (links) und 37°C (Parameter entsprechend Abb.5.18);
unten: core2/core6-Verhiltnisse als Funktionen der Gesamtausbeuten®

! Diese Arbeiten wurden von Herrn Dipl.-Chem. Christoph Hoh im Rahmen seiner Diplomarbeit durchgefiihrt.

2 Die iibliche reaktionstechnische Darstellungsweise wire eine Auftragung der Selektivitiit von core2-Bn. Da die Ausbeute
des Zwischenprodukts core1-Bn bei den folgenden Untersuchungen jedoch ausgeklammert werden soll, wurde diese Form

gewihlt.
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Somit stellt sich die Frage, ob es mdglich ist, komplexe Reaktionssysteme, die nicht voll-
stindig mathematisch beschrieben werden konnen, effizient durch ein rein empirisches
Verfahren zu optimieren. Als Kriterien wurden die Maximierung der core2-Bn-Ausbeute
sowie der Selektivitit gewihlt, da mit der Temperaturabhéngigkeit der Selektivitét bereits ein
interessantes, nicht vorhersehbares Phinomen gefunden worden war.! Das Potential einer

black box-Optimierung wurde fiir dieses Reaktionssystem mittels eines genetischen
Algorithmus ausgelotet.

5.4.1 Grundlagen zum genetischen Algorithmus

Genetische Algorithmen beruhen auf dem Prinzip natiirlicher genetischer Prozesse und
wurden in den spéten 50er und frithen 60er Jahren zur Simulation ebendieser genutzt, um die
von Watson und Crick publizierte Theorie der Vererbung (Watson und Crick, 1953)
nachvollziehen und iiberpriifen zu konnen (Brunel University West London, 1998). 1962
iibertrug Holland diese Optimierungsstrategie auf kiinstliche Systeme. Sein Ziel war es, eine
Methode zu entwickeln, die es Computerprogrammen ermoglichen sollte, sich an ihre
Umgebung zu adaptieren (Holland, 1992). Heute werden genetische Algorithmen in sehr
unterschiedlichen Bereichen eingesetzt. Beispiele aus der Biotechnologie sind die
Optimierung von Nahrmedien (Weuster-Botz et al., 1995; Weuster-Botz und Wandrey, 1995)
und enzymatischen Synthesen (Uhlenbrock, 1994), Simulationen zur Protein-Faltung
(Dandekar und Argos, 1992; Dandekar und Argos, 1997) sowie die computergestiitzte
Modellierung von Rezeptor-Ligand-Strukturen (Jones et al, 1995; Willet, 1995). Eine
Einfithrung in die Thematik bietet die Monographie von Goldberg (Goldberg, 1989).

Der genetische Algorithmus bedient sich der drei elementaren Prozesse, die auch die
natiirliche Evolution (Darwin, 1859) bestimmen:

e Selektion: nur Individuen, die den vorgegebenen Zielen gerecht werden, iiberleben.

e Reproduktion: sie sichert den Bestand einer Art. Mit jeder neuen Generation werden
einmal erworbene gute Merkmale beibehalten und untereinander durch crossing-over
vermischt.

e Mutation: Zufillige Verénderung der Erbinformation, die unmittelbar oder in spiteren
Generationen eine Veridnderung des Phinotyps zur Folge haben kann.

! Statt der Selektivitit wurde das Konzentrationsverhiltnis core2/core6 als Kriterium gewihlt, da das Zwischenprodukt corel
hier unberiicksichtigt bleiben soll.
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5.4.2 Einrichten und Funktion des genetischen Algorithmus

Der genetische Algorithmus wird durch das Programm GALOP' emuliert. Im folgenden wird
die Funktionsweise sowie die Initialisierung des Programms erldutert.

Definition der Selektionskriterien und Gewichtung

Da die Selektivitdt der core2-Bn-Trisacharid-Bildung sowie die absolute Produktmenge
maximiert werden sollten, wurden die folgenden Selektionskriterien formuliert:

e Maximale core2-Bn-Konzentration

o Maximale Selektivitit fiir das Trisaccharid, ausgedriickt durch ein hochstmégliches
Konzentrationsverhéltnis core2-Bn/core6-Bn am Punkt der maximalen core2-Bn-Kon-
zentration

Die Gewichtung der Selektionskriterien betrug 1:1.

Festlegen der Variationsparameter

Nach der Auswahl der Selektionskriterien mufBiten die Parameter bestimmt werden, die
moglicherweise einen EinfluB auf die Zielfunktion haben und fiir jeden Parameter
Variationsgrenzen festgesetzt werden. Tabelle 5.6 listet die gewihlten sieben Parameter auf.
Die Konzentration der alkalischen Phosphatase wurde nicht variiert, sie wurde grundsétzlich
im UberschuB eingesetzt. An der Konzentration des MES-Puffers (50 mM) wurde aufgrund
der Untersuchungen zur GlcNAc-Transferase-Aktivitéit ebenfalls festgehalten.

Parameter Dimension Variationsbreite Schrittweite

Lactose mM 100-800 100

B-Galactosidase mU/mL 250-1000° 125

pH - 5,0-7,5° 0,5

* Die Loslichkeitsgrenze fiir GalNAc-Bn liegt knapp oberhalb 40 mM.
® Die Aktivititen des Versuchs in Abb. 5.18 wurden als untere Grenzen gesetzt, da die Reaktion beschieunigt werden soll.
¢ Maximal nutzbarer Bereich bei Verwendung von MES-Puffer.

Tab. 5.6: Parameter und ihre Variationsbreiten

1 GALOP: genetic algorithms for the optimization of processes
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Codierung

Im Unterschied zum genetischen Vier-Buchstaben-Code der Natur werden die Individuen bei
genetischen Algorithmen binér codiert. Die Parameter werden dafiir in einem string abgelegt.
Bis auf die GalNAc-Bn-Konzentration, die durch 2 Bits codiert werden kann, werden alle
anderen Parameter durch eine 3-Bit-Kette codiert. Der string fiir dieses Experiment besteht
daher aus insgesamt 20 Bits, es ergeben sich 235.200 verschiedene mdgliche Experimente.
Abbildung 5.20 zeigt einen moglichen Genotyp.

GalNAc-Bn UDP-GlcNAc Lac Galactosidase GlcNAcT pH Temperatur
[t{oftofoft[t]1folt]of1[*]*foft]o[1]0]1]
2 bits 3 bits 3 bits 3 bits 3 bits 3 bits 3 bits = 20 bits
e
Gen fiir
UDP-GIcNAc

Abb. 5.20: Ein string codiert einen bestimmten Phiinotypen.

Erste Generation und Selektion

Die Individuen der ersten Generation werden per Zufallsgenerator ermittelt. Die Anzahl der
Individuen pro Generation wurde in diesem Versuch auf 14 festgelegt, was der doppelten
Parameterzahl entspricht. Der folgende Selektionsvorgang kann mit dem Drehen eines
Rouletterades verglichen werden. Die GroBe der einzelnen Segmente dieses Rades entspricht
der Giite je eines Individuums beziiglich der Selektionskriterien. Da die Anzahl der
Individuen einer Generation konstant bleiben soll, wird das Rad so oft gedreht wie Individuen
vorhanden sind. Bei einer Gewichtung zweier Selektionskriterien von 1:1 dient jedes
Kriterium in 50% der Fille als Bewertungsgrundlage. Der Selektionsvorgang wird in der
Abbildung 5.21 an einem einfachen Modell mit nur vier Individuen veranschaulicht.

Individuum Es tberleben z.B.:
4
Individuum 5% 4x Drehen des Rouletterades 2 x Individuum 1

\

1 x Individuum 2
Individuum
1 1 x Individuum 3

45%
Individuum

2 Reproduktion durch
30% Paarung dieser Individuen

Abb. 5.21: Selektionsvorgang; die Prozentzahlen entsprechen den relativen Giiten eines
Individuums bezogen auf die Gesamtgiite der Generation.
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Reproduktion und Mutation

Die Individuen, die sich in ihrer Umgebung behaupten konnten, werden durch crossing over
rekombiniert und reproduziert. Die Individuen der neuen Generation werden zusitzlich durch
Punktmutationen veréndert. Beide Mechanismen sind in Abbildung 5.22 dargestelit.

crossing over-Bruchstelle

Eltern
I0|1l1|0|o|1|og10|1|1l110| 1/0] 1]0]
1]071]1]1] 0] 1]0] 1]0]
neue
Individuen

Mutation

Abb. 5.22: Crossing over und Mutation

Das Programm GALOP erlaubt eine Auswahl verschiedener Methoden, nach denen die
Individuen einer Generation in die néchste tibernommen werden sollen. Die hier angewandte
Methode wird "keep best, ball bearing n genannt. Sie stellt sicher, dal die besten Individuen
garantiert in die ndchste Generation iibernommen werden. Die crossing over-Rate wurde auf
0,95 festgesetzt, das heit, 95% aller Individuen kreuzen ihr Genom. Die Mutations-
wahrscheinlichkeit wurde auf 0,05 gesetzt, was im Mittel einer Mutation pro string entspricht.

5.4.3 Ergebnisse der Optimierung

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde iiber vier Generationen durchgefiihrt, was
56 Experimenten entspricht. Nach diesen vier Generationen konnten zwei lokale Maxima
beziiglich der Selektionskriterien gefunden werden. Die generierten Individuen einer fiinften
Generation lieBen keine wesentlichen Verbesserungen erwarten, daher wurden die Ergebnisse
der ersten vier Generationen genutzt, um den Parameterraum gezielter in Gebieten zu
durchsuchen, die eine nochmalige Verbesserung beziiglich der Zielfunktion versprachen.
Zunichst sollen die Ergebnisse dieser ersten vier Generationen besprochen werden.

! ball bearing (engl.) = Kugellager. Die ball bearing-Methode kann als ein Kugellager beschrieben werden, daB sich um das
Rouletterad dreht. Das Kugellager besteht aus soviel Kugeln, wie Individuen in die niichste Generation iibernommen
werden sollen. Die Kugeln haben zu ihren Nachbarn alle den gleichen Abstand, das Rad wird nur einmal gedreht. Dadurch
wird eine hohere Gleichverteilung als bei einem gewdhnlichen Rouletterad erreicht.
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Beste Individuen und total fitness
Fiir die Beurteilung des Erfolgs einer Optimierung sind zwei GroBen interessant:

e Die Entwicklung des jeweils besten Individuums einer Generation.
e Die Entwicklung der gesamten Population einer Generation, ausgedriickt in der total
fitness. Sie beschreibt die Gesamtgiite einer Population.

Die folgende Abbildung zeigt die Entwicklungen fiir beide Selektionskriterien.

10 1 I I

l EERE beste Individuen dbrige Individuen O total fitness l

C...(core2-Bn) / mM

1. Generation 2. Generation 3. Generation 4. Generation

4 | I |
EEERS heste Individuen ibrige Individuen O totalfitness

Verhaltnis core2/core6 / -

1. Generation

2, Generation 3. Generation 4. Generation

Abb. 5.23: Entwicklung der Individuen sowie der total fitness

Die Ergebnisse der ersten Generation sind erstaunlich gut: Die jeweils besten Individuen
werden erst wieder in der dritten beziehungsweise vierten Generation erreicht. Diese
Beobachtungen bediirfen einer Erlduterung, denn aufgrund des verwendeten Auswahl-
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verfahrens finden sich die besten Individuen der ersten Generation auch in den folgenden
wieder. Die Parameterkombinationen stellen zum Beispiel auch in der zweiten Generation die

besten Individuen. Die gleichen Experimente haben demmnach zu sehr unterschiedlichen
Ergebnissen gefiihrt.

Sehr wahrscheinlich beruhen die starken Abweichungen auf einer unzureichenden Kontrolle
des pH-Wertes in der ersten Generation, da eine geeignete pH-Elektrode zur Messung in
einem Volumen von 100 pL zu Beginn der Arbeiten noch nicht zur Verfiigung stand. Ab der
zweiten Generation konnte die Reproduzierbarkeit deutlich verbessert werden.

Beziiglich der zwei Selektionskriterien fanden sich folgende Maxima:

¢ Die maximal erreichbare core2-Bn-Konzentration betrug 8 mM. Dieser Wert konnte
somit im Vergleich zur vorausgehenden core6-Synthese verdoppelt werden (vgl. Abb.
5.18). Bei einer Ausgangskonzentration des GalNAc-Bn von 30 mM entspricht dies einer
Ausbeute von 26,6%.

¢ Das beste Konzentrationsverhiiltnis core2/core6 betrugt 3,1. Die Parameter fiir dieses
Maximum unterscheiden sich deutlich von denen fiir das Konzentrationsmaximum, bei
dem nur ein Verhiltnis von 1,3 erzielt werden konnte.

Die folgenden Abbildungen zeigen die jeweils besten Individuen.
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Abb. 5.24: Bestes Individuum beziiglich der core2-Bn-Maximalkonzentration;
(30 mM GalNAc-Bn; 30 mM UDP-GIcNAc; 0,5 M Lac;150 mU/mL GlcNACcT; 250 mU
Galactosidase; 10 U/mL CIAP; pH 6,5; 30°C)
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Abb. 5.25: Bestes Individuum beziiglich der Selektivitit;

(10 mM GalNAc-Bn; 10 mM UDP-GlIcNAc; 0,6 M Lac; 150 mU/mL GlcNAcT;
375 mU/mL Galactosidase; 10 U/mL CIAP; pH 6,5; 10°C)

Entwicklung der Parameter und weiterfiihrende gezielte Optimierung

Die Entwicklungen der einzelnen Parameter wurden ausfiihrlich in der Diplomarbeit von
Christoph Hoh diskutiert (Hoh, 1999). Hier sollen nur die Ergebnisse herausgestellt werden,
die zu einer weiteren Optimierung des Systems fiihrten.

Ausgangskonzentration des GalNAc-Bn und UDP-GIcNAc: In den bisher besten
Individuen beziiglich der maximal erreichbaren core2-Bn-Konzentration betrug die
Ausgangskonzentration beider Substrate 30 mM, obwohl eine héhere Produktkonzen-
tration an der Loslichkeitsgrenze von GalNAc-Bn zu erwarten war. Der Maximalwert von
40 mM wurde von GALOP jedoch nicht vorgeschlagen. Daher wurde ein weiterer
Versuch mit einer Konzentration von 40 mM fiir beide Komponenten unter sonst gleichen
Bedingungen durchgefiihrt (Experiment 1 in Tabelle 5.7).

Reaktionstemperatur: Die bisherige Optimierung 148t eindeutig erkennen, daB die
Temperatur einen sehr groen Einflul auf die Reaktionsverlidufe hat: Hohe Selektivititen
wurden bei 10°C erzielt, maximale core2-Konzentrationen bei 30°C. Bei dem Versuch,
hohe Selektivitidten mit hohen Produktkonzentrationen zu verbinden, wurden niedrige
Reaktionstemperaturen mit den Parametern des besten Versuchs beziiglich der core2-
Konzentration kombiniert. Dariiber hinaus wurden die maximalen Konzentrationen der
Substrate GalNAc-Bn und UDP-GIcNAc gewihlt (40 mM). (Experimente 2 bis 5 in
Tabelle 5.7).
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Versuch 12 22 3b 42 5°

core2/core6 / -

¢ (GalNAc-Bn) / - 40 40 40 40 40

¢ (Lac)/ mM 500 500 600 500 600

Akt. (GleNAcT) / mU/mL 150 150 150 150 150

T/°C 30 20 20 10 10

® Die Experimente 1, 2 und 4 sind vom Individuum mit der besten core2-Bn-Konzentration durch Absenken der Reaktions-
temperatur abgeleitet.

® Die Versuche 3 und 5 basieren auf dem Individuum mit der besten Selektivitit. Hier wurden die Substratkonzentrationen
erhoht.

Tab. 5.7: Neue Individuen aus der gerichteten Optimierung

Die Ergebnisse zeigen weitere Verbesserungen beziiglich der maximalen core2-Bn-Konzen-
tration. Eine Verbesserung hinsichtlich der Selektivitit konnte nicht erzielt werden.

Das Ergebnis des Experimentes 1 ist nicht unbedingt iiberraschend: Die Ausbeute des core2-
Produkts am Maximalpunkt betréigt hier 25,5% und ist damit nahezu identisch mit der
Ausbeute von 26,6%, die wihrend der Optimierung mit dem genetischen Algorithmus erzielt
wurde. Bei ansonsten gleichen Bedingungen hat die Erhohung der Substratkonzentrationen
auf 40 mM also einen linearen Anstieg der erreichbaren Maximalkonzentration zur Folge.

Die Experimente 2 bis 5 ergeben trotz abgesenkter Reaktionstemperaturen ebenfalls sehr gute
Werte fiir die core2-Bn-Maximalkonzentration (9,5 bis 10,3 mM). Bei einer Temperatur von
10°C konnte die maximale Konzentration von 6,6 mM auf 10 mM gesteigert werden. Auch
im Vergleich zu einem sequentiellen Einsatz von Galactosidase und GIcNAcT konnte eine
deutliche Ausbeutesteigerung erzielt werden. Nimmt man einen quantitativen Umsatz fiir die
GlIcNAc-Transferase-katalysierte Reaktion an, so konnten Gesamtausbeuten von maximal
15% erzielt werden (vgl. Abb. 5.6).

Die Experimente 1, 2 und 4 sind aufgrund der Variation nur eines Parameters, der Reaktions-
temperatur, direkt miteinander vergleichbar. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, daB sich fiir
diese Parameterkombinationen die core2-Bn-Maximalkonzentrationen nicht #ndern, das



78 5 Reaktionstechnische Optimierung von Mehrenzymsystemen

Verhiltnis core2/core6 am Punkt von Cpa, wird mit sinkender Temperatur aber immer grofBer:

0,9 bei 30 °C; 1,1 bei 20°C; 1,6 bei 10°C. Die Abbildung 5.26 zeigt exemplarisch den
Reaktionsverlauf des Experimentes 4:
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Abb. 5.26: Optimierte core2-Synthese bei 10°C (Experiment 4: 40 mM GalNAc-Bn; 40 mM UDP-
GlIcNAc; 0,5 M Lac; 150 mU/mL GlcNACT; 250 mU/mL Galactosidase; pH 6,5; 10°C)

5.5 Kombinierter Einsatz von Galactosidase und Sialyltransferase

Da beim Einsatz der GIcNAc-Transferase in Kombination mit der Galactosidase core6-Bn als
Hauptprodukt entsteht, wurde ein zweites System untersucht, mit dem die core2-Struktur
erzeugt werden kann. Fingt man das corel-Zwischenprodukt mit einer Sialyltransferase ab,

so entsteht die Sialyl-corel-Struktur (Abb. 5.2). Fiir dieses System ergeben sich zwei
Einsatzmoglichkeiten:

e Synthese von core2-Strukturen
Da die Sialyl-corel-Struktur kein Substrat fiir die GlcNAc-Transferase ist, mufl der
Neuraminsidurerest vor der Transformation zu core2-Produkten mittels einer Sialidase
wieder abgespalten werden. Man kann hier also vom Einsatz einer enzymatischen
Schutzgruppentechnik sprechen.’

! Enzymatische Schutzgruppentechniken basieren in der Regel auf chemisch verkniipften Schutzgruppen, die selektiv durch
enzymatische Hydrolyse abgespalten werden kénnen (Waldmann und Sebastian, 1994; Sander und Waldmann, 1999). Die
reversible enzymatische Ubertragung von Zuckern wurde in der Vergangenheit zur regioselektiven Blockierung von
Hydroxylgruppen an Oligosacchariden eingesetzt (Kashem et al., 1992; Niemeli et al., 1995; Ribini et al., 1998).
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e Synthese des tumorassoziierten Sialyl-T-Antigens (Sialyl-corel)
Die Sialyl-corel-Struktur an sich ist ebenfalls von groBem Interesse. An Mucin-
Fragmenten konnte sie als Impfstoff oder Immunotherapeutikum eingesetzt werden (vgl.
Kapitel 1.1.3). Dieser Ansatz wurde ebenfalls verfolgt und ist in Kapitel 7 beschrieben.

Galp1-4Glc + GalNAc-R -22acksidase

r CMP-NeubAc

Galactosidase Sialyltransferase

Gal + Glc + CMP

Abb. 5.27: Vereinfachte Darstellung des Galactosidase/Sialyltransferase-Systems

Die Aufreinigung der 02,3-O-Sialyltransferase aus Schweine-Bauchspeicheldriisen sowie
Untersuchungen zum Substratspektrum wurden erstmals 1979 berichtet (Rearick ez al., 1979;
Sadler et al., 1979). In den neunziger Jahren wurde die Clonierung der murinen Enzyme
publiziert (Lee et al., 1993; Lee et al., 1994).

Bei der fiir diese Arbeiten verwendeten Sialyltransferase handelt es sich um das 19sliche
humane Enzym, daB vom Copenhagener Arbeitskreis in Baculoviren cloniert und in S9-
Zellen exprimiert wurde.! Es wurden zwei Enzympréparationen unterschiedlicher Reinheit
eingesetzt: Erstere enthielt die in Copenhagen zur Homogenitit aufgereinigte Sialyl-
transferase, letztere wurde durch Ultrafiltration des Zelliiberstands und Umpuffern in MES-
Puffer erhalten.> Die Sialyltransferase-Assays wurden in der Regel unter den folgenden
Standardbedingungen durchgefiihrt: 1 mM corel-Bn, 1 mM CMP-Neuraminsdure, 1 mg/mL
BSA, 50 mM MES-Puffer, pH 6,5; 37°C. Abweichungen sind im einzelnen vermerkt.

5.5.1 Aktivitéits- und Stabilitidtsmessungen

Sialyltransferasen wurden in nahezu allen Untersuchungen in Cacodylatpuffer gehandhabt,
das Aktivitidtsoptimum fiir die 02,3-O-Sialyltransferase liegt bei pH 6,5. Da Cacodylat sehr
toxisch ist, war eine Substitution wiinschenswert. Es konnte gezeigt werden, dafl das Enzym
in MES-Puffer nahezu die gleiche Aktivitit besitzt; das Aktivitdtsoptimum wurde ebenso bei
pH 6,5 gefunden (vgl. Abb. 5.28).

'E.C.2.4.994
2 Es standen 14 U der aufgereinigten SiaT und 3 U des Diafiltrats zur Verfiigung.
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Aus der Temperaturabhingigkeit der Aktivitit konnte fiir die Sialyltransferase-katalysierte
Reaktion eine Aktivierungsenergie von 60 kJ/mol abgeleitet werden (vgl. Formel 5.5).
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Abb. 5.28: Sialyltransferase-Aktivitiit in Abhéingigkeit vom Puffersystem und vom pH-Wert
(links : 50 mM Puffer; pH 6,5; rechts 50 mM MES)

Die Sialyltransferase weist im Vergleich zur Galactosidase eine sehr geringe Stabilitit auf, bei
37°C desaktiviert sie innerhalb von 12 Stunden. Eine leichte Stabilisierung konnte lediglich
durch Zugabe von BSA erzielt werden (vgl. Abb. 5.29). Der pH-Wert 6,5 markiert nicht nur
das Aktivitits-, sondern auch das Stabilititsoptimum.’ Die Desaktivierungskonstanten und
Halbwertszeiten sind in Tabelle 5.8 zusammengefafit. Die Ergebnisse zeigen, da Mehr-

enzymsysteme mit dieser Sialyltransferase bei moglichst niedrigen Reaktionstemperaturen
durchgefiihrt werden miissen.
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Abb. 5.29: Stabilitit der Sialyltransferase als Funktion des pH und der Temperatur
(SiaT in 50 mM MES; Temperaturmessungen mit 1 mg/mL BSA)

! In Cacodylatpuffer wurde eine analoge Desaktivierung gefunden.
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In einer Verdffentlichung von Reboul et al. wird die Desaktivierung der o2,3-O-Sialyl-
transferase durch Dephosphorylierung mittels alkalischer Phosphatase beschrieben (Reboul et
al., 1992). Dieser Effekt konnte nicht nachvollzogen werden. Im direkten Vergleich bei der

Synthese von Sialyl-corel-Bn konnte die Ausbeute durch Zugabe alkalischer Phosphatase um
10% erhoht werden.

Reaktionsbedingungen® Desaktivierungskonstante k / d! Halbwertszeit 7 / d°

pH 6; 20°C 215 0,03

pH 7; 20°C 3,1+0,7 0,2

pH 6,5; 30°C; 1 mg/mL BSA 1,6 0,5 0,4

* 50 mM MES-Puffer
® Berechnet nacht=1n2/k

Tab. 5.8: Desaktivierung der Sialyltransferase

5.5.2 Kinetik der Sialyl-core1-Synthese

Ziel dieser Untersuchung war die vollstindige kinetische Beschreibung der Sialyl-corel-Bn-
Synthese. Bisher wurden fiir die Sialylierung mit der o2,3-O-Sialyltransferase nur vereinzelte
kinetische Konstanten bestimmt (vgl. Tabelle 5.9).

Die Parameteranpassung wurde mit dem Programm Scientist fiir den gesamten Datensatz
vorgenommen. Als Modell diente eine Doppelsubstratkinetik mit kompetitiver Inhibierung
des Nucleotidzuckers CMP-Neuraminséure (vgl. Formel 5.6).

Die Ky-Werte fiir die Substrate liegen wie erwartet im mikromolaren Bereich. Der niedrige
Wert von 0,2 mM fiir den Akzeptor zeigt, dal diese Glycosyltransferase sehr geeignet zur
Katalyse einer Abfangreaktion ist. Wie im Falle der GlcNAc-Transferase wird bei niedriger
Konzentration des Zwischenprodukts corel-Bn die Hydrolyse diskriminiert (vgl. Abb. 5.14).
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Abb. 5.30: Aktivitiit der Sialyltransferase als Funktion der Substratkonzentrationen

Im Gegensatz zur GlcNAc-Transferase, die nur durch Nucleotide inhibiert wird, konnte fiir
die Sialyltransferase auerdem eine deutliche Inhibierung durch das CMP-Hydrolyseprodukt
Cytidin nachgewiesen werden. Somit kann die Produktinhibierung wihrend eines batch-
Versuchs durch Zugabe von alkalischer Phosphatase nicht vollstindig aufgehoben werden.
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Abb. 5.31: Inhibierung der Sialyltransferase durch CMP und Cytidin

Die gefundenen kinetischen Daten sind zusammen mit Literaturwerten fiir 0o2,3-0O-

Sialyltransferasen aus anderen Quellen in Tabelle 5.9 zusammengefaBt (eigene Werte halb-
fett, Literaturdaten kursiv).
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Ky-bzw. Ki-Wert /mM (rel. Vigay / -) Enzymgquelle

Gal(B1-3)GalNAc(al-Me) 0,94 +0,16 (1) Schweineleber”
Gal(B1-3)GalNAc(a1-pnp) 0,4 +0,1 Baculo/S9
0,036 Ratten-Zellinie®

Gal(B1-3)GIcNAc 85 (0,3) Bauchspeicheldriise (Schwein)

Cytidin 2,3+0,5 Baculo/Sf9
30 Speicheldriise (Schwein)*

® Lubinean et al., 1997; ® Rearick ez al., 1979;  Joziasse et al., 1985
4 FR3T3-Zellinie (Delannoy et al., 1993); ® Kleineidam et al., 1997

Tab. 5.9: Kinetische Parameter fiir die 0.2,3-0-Sialyltransferase —
eigene Ergebnisse und Literaturdaten

5.5.3 Synthese von Sialyl-core1-Bn

Die Optimierung des Sialyltransferase/Galactosidase-Systems wurde auf der Grundlage der
kinetischen Untersuchungen sowie der Optimierung des Mehrenzymsystems mit der GIcNAc-
Transferase durchgefiihrt. Dabei spielten die folgenden Uberlegungen eine Rolle:

¢ Einstellen des pH-Werts auf 6,5, da dieser Punkt das Aktivitiits- und Stabilitits-
maximum der Sialyltransferase ausmacht. Die Aktivitdt der Galactosidase sinkt bei
diesem Wert weiter ab. Da das Produkt der Abfangreaktion in diesem System jedoch kein
Substrat mehr fiir die Galactosidase ist, kann davon ausgegangen werden, da3 bedeutend
geringere Querinhibierungen auftreten. Das aktive Zentrum kann also nicht mehr durch
die Substrate von Parallel- und Folgereaktionen belegt werden. Diese beiden hier be-
schriebenen Effekte sind gegenldufig und sollten sich zumindest teilweise ausgleichen.
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e Absenken der Reaktionstemperatur auf 20°C aufgrund der Temperaturinstabilitidt der
Sialyltransferase. Die damit verbundene Aktivitdtserniedrigung wurde durch eine
Verdoppelung der Enzymaktivititen bezogen auf das GlcNAc-Transferase/Galactosidase-
System teilweise aufgefangen.

e Erhohung der Nucleotidzucker-Konzentration von 25 mM auf 30 mM, um den Zerfall
der CMP-Neuraminséure zu kompensieren, die wesentlich instabiler ist als das in Kap. 5.3
beschriebene UDP-N-Acetylglucosamin (Klein, 1994). Wéhrend der préparativen Synthe-
sen wurde der Nucleotidzucker absatzweise zudosiert (fed batch-Verfahren).

Basierend auf dieser Parameterwahl wurde eine Versuchsreihe mit drei unterschiedlichen
Aktivitédtsverhiltnissen von Galactosidase und Sialyltransferase durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich, daf} die zuerst gewihlten Werte zu einem Ausbeuteoptimum von 90% fiihrten. Bei der
Halbierung einer Enzymaktivitit wirkte diese jeweils limitierend. Der optimale Reak-
tionsverlauf ist in Abbildung 5.32 dargestellt. Die nahezu quantitative Ausbeute nach bereits

zweieinhalb Tagen zeigt, dal die Galactosidase in diesem System bedeutend effektiver
eingesetzt werden kann.
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Abb. 5.32: Sialyl-corel-Bn-Synthese (0,5 M Lac; 20 mM GalNAc-Bn; 30 mM CMP-Neu5Ac;
500 mU/mL Galactosidase; 100 mU/mL SiaT; 10 U/mL CIAP; 50 mM MES; pH 6,5)

Bei einer priparativen Synthese wurde die umgepufferte Sialyltransferase eingesetzt. Da auch
hierbei eine Ausbeute von 80% erzielt wurde,! kann auf eine Aufreinigung des Enzyms

! Es wurden 18 mg Sialyl-core1-Bn isoliert (vgl. Kap. 10.6.2).
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verzichtet werden. Dieses Ergebnis ist bemerkenswert, da chromatographische Trenn-

operationen sehr kosten- und zeitintensiv sind.

5.6 Zusammenfassung

Charaktierisierung der p-Galactosidase

Eine [-Galactosidase aus Stierhoden wurde auf ihre Eignung zur Synthese von corel-
Strukturen untersucht. Als Modellakzeptor diente GalNAc-Bn. Die Arbeiten umfafiten
eine Analyse des Reaktionssystems sowie eine kinetische Untersuchung der corel-Bn-
Synthese und Hydrolyse.

Es konnte gezeigt werden, dal das Enzym corel-Bn mit einer Regioselektivitit >95%
bildet, ein weiteres Isomer konnte nicht detektiert werden. Die maximal erreichbare
Ausbeute lag bei nur 15%. Somit ist es notwendig, das Produkt durch eine
Glycosyltransferase-katalysierte Reaktion abzufangen.

Galactosidase/GlcNAcT-System zur Synthese von core6-Strukturen

Eine GIicNAc-Transferase wurde kinetisch charakterisiert, um im Amnschluf eine
semiempirische Optimierung des Galactosidase/GIcNAcT-Systems durchfiihren zu kén-
nen. In diesem Mehrenzymsystem wird das Produkt der GIcNAcT-Folgereaktion durch
die Galactosidase wieder hydrolysiert, so daf die core6-Struktur als Endprodukt
gewonnen wird.

Mit dem oben beschriecbenen System konnte innerhalb von sieben Tagen eine
Gesamtausbeute von 90% fiir core6-Bn und core2-Bn erzielt werden. Das core2-Produkt

kann im Anschlul zu core6 hydrolysiert werden.

Optimierung der core2-Synthese mittels eines genetischen Algorithmus

Bei den Untersuchungen zum obigen Mehrenzymsystem konnte gezeigt werden, da eine
Vielzahl von Parallel- und Folgereaktionen eine vollstindige mathematische
Beschreibung erheblich erschweren. Somit stellte sich die Frage, ob eine empirische black
box-Optimierung eines solchen Systems erfolgreich sein kann.

Beispielhaft wurde die Optimierung der Ausbeute sowie der Selektivitit des Zwischen-
produkts core2-Bn mit einem genetischen Algorithmus untersucht. Dabei konnte eine
Steigerung der core2-Konzentration von 4 mM auf 8 mM bei deutlicher Verbesserung der

Selektivitit erzielt werden.

Basierend auf den durch den genetischen Algorithmus gewonnenen Erkenntnissen wurde
eine gerichtete Optimierung durchgefiihrt. Die maximale core2-Konzentration von 10 mM
entspricht einer Ausbeute von 25% und einem Verhdltnis core2/core6 von 1,7.
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5 Reaktionstechnische Optimierung von Mehrenzymsystemen

Galactosidase/SiaT-System zur Synthese von core1-Strukturen

Zur Synthese von Sialyl-corel-Strukturen wurde eine o2,3-O-Sialyltransferase kinetisch
charakterisiert und in einem Mehrenzymsystem zusammen mit der Galactosidase aus
Stierhoden eingesetzt.

Die Zielkomponente konnte im semiempirisch optimierten System mit einer Ausbeute von
90% gewonnen werden.

Die Sialyl-corel-Struktur kann zur weiteren enzymatischen Synthese von core2-
Produkten eingesetzt werden. In diesem Fall mufl die Neuraminsiure zunéchst wieder
durch eine Neuraminidase abgelost werden, sie hat somit Schutzgruppenfunktion.
Attraktiv ist aber auch das Trisaccharid selbst, das als tumorassoziiertes Antigen zur
Immuntherapie oder als Vakzin eingesetzt werden konnte.

Die funktionsreine Sialyltransferase, die mittels dreier chromatographischer Schritte
aufgereinigt worden war, wurde in einem préparativen Ansatz durch das Diafiltrat des

Zelliiberstands ersetzt. Auf eine aufwendige Aufreinigung des Enzyms kann also
verzichtet werden.



“Just a few decades ago, the saccharides bound
to glycoproteins were considered little more than
an irritation. ... They were considered a nuisance
and were typically cleaved away to reveal the
'important part', the protein moiety, for structural

and functional studies. “
P. Sears, C.-H. Wong; 1998

6 Enzymatische Glycosylierung von Peptiden

Der Aufbau komplexer Zuckerstrukturen, zumal als Glycopeptid, ist trotz aller Fortschritte
der Glycotechnologie eine besondere Herausforderung: In der Vergangenheit wurde eine
Reihe che:moenzymatischer1 wie rein chemischer? Synthesen der Sialyl-Lewis*-Struktur
entwickelt. AuBBerdem wurden Anstrengungen unternommen, das Tetrasaccharid mit Peptiden
zu verkniipfen. Thomas et al. publizierten 1998 einen remodelling-Ansatz: Ein natiirliches N-
Glycopeptid wurde aufgereinigt und die endstéindigen Zuckerstruktur bis auf die core-Struktur
durch Glycosidasen abgebaut. AnschlieBend erfolgte der enzymatische Aufbau von Sialyl-
Lewis*. Inazu und Mitarbeiter berichteten kiirzlich die chemoenzymatische Synthese von
Glycopeptiden mit natiirlichen N-Glycosiden (Yamamoto et al., 1998; Mizuno et al., 1999).

GIc?IAc
HoN-P-T-G-A-G-V-N-T-R-P-Y-T-Q-L.-K-H-L-E-Q-S-K-G-L-V-C-T-S-L.-N-S-C-OH
[

Neu5Ac-GaI-GIcNAc-Man\
Man-GlcNAc-GlcNAc

NeuSAc-Gal-GlcNAc-Man” H-Akn-OH ~
Endoglycosidase

GIIcNAc
H-Asn-OH

Neu5Ac-GaI—GIcNAc-Man\
/Man-GlcNAc-GIcNAc
Neu5Ac-Gal-GlcNAc-Man

HoN-P-T-G-A-G-V-N-T-R-P-Y-T-Q-L-K-H-L-E-Q-8-K-G-L-V-C-T-S-L-N-S-C-OH
[

Abb. 6.1: Enzymatischer en bloc-Transfer natiirlicher N-Glycoside (N = Asn = Asparagin)

! Ichikawa et al., 1992; Ohrlein et al., 1993; DeFrees et al., 1996; Seppo et al., 1996; Renkonen et al., 1997; Palcic et al,,

1998; Wittmann et al., 1998
2 Kameyama et al., 1991; Sprengard et al., 1995; Sprengard et al., 1996; Dekany et al., 1997; Miyauchi ef al., 1997, Kiyoi er

al., 1998; Kretzschmar und Stahl, 1998
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Dabei wird zunichst das GlcNAc-Peptid mittels chemischer Festphasensynthese hergestellt.
Anschliefend erfolgte die enzymatische en bloc-Ubertragung verschiedener aus natiirlichen
Quellen isolierter N-Glycane. Als Biokatalysator wurde keine dem Biosyntheseweg
entsprechende Oligosaccharyltransferase verwendet, sondern eine Endo-Glycosidase.! Die
Ausbeuten fiir die enzymatischen Reaktionen lagen zwischen 3,5 und 7,5%. Abbildung 6.1
zeigt die enzymatische Transglycosylierung.

Der de novo-Aufbau natiirlicher glycosidischer core-Strukturen mit komplexen Endmustern
wie Sialyl-Lewis™ gelang jedoch noch nicht. Abbildung 6.2 zeigt bisher synthetisierte nicht-
natiirliche Glycopeptide beziehungsweise Glycopeptid-éhnliche Strukturen, die Sialyl-Lewis"
enthalten.

N NH;
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HO )/
HO o
NHAc : :
HO OH U P
) 0 NH NN NN
HOOG o%o\’%?\ X X
oH

HO O OH
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AcHN Sprengard et al. 1995
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H
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OH (CH e N /w \Zﬁ
HO OH NHAC M AcHN
(o] NHAc
HOOG O%OW NH OH

HQ oH OH OH

OH

O

H oH A

Baisch und Ohrlein 1996
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HO o OH OH
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Seitz und Wong 1997

Abb. 6.2: Glycopeptide und Glycopeptidanaloga

! Man kann Glycosidasen in Endo- und Exo-Glycosidasen unterteilen. Erstere spalten Oligosaccharidketten ab, wibrend
letztere nur die endstindigen Zucker hydrolysieren. Die f-Galactosidase aus Stierhoden ist somit eine Exo-Galactosidase.
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Die Schwierigkeit der enzymatischen Glycopeptidsynthese liegt einerseits in der mangel-
haften Verfiigbarkeit der Glycosyltransferasen. Andererseits lieferten Glycosidase-katalysierte
Reaktionen an sterisch anspruchsvollen Akzeptoren bisher immer unbefriedigende
Ausbeuten. Die in Kapitel 5 beschriebenen Mehrenzymsysteme wurden entwickelt, um
erstmalig eine Glycosidase zum Aufbau O-glycosidischer Strukturen am Peptid nutzen zu
konnen. Die Adaptierung dieser Reaktionssysteme an Glycopeptid-Akzeptoren kann jedoch
erst der zweite Schritt sein. Zunichst muf3 die Synthese des GalNAc-building blocks erfolgen.

Als Zielstruktur wurde core2-stindiges Sialyl-Lewis® gewihlt.'! Der Aufbau sollte wenn
moglich am PSGL-1 N-Terminus erfolgen, da dieses Peptid als Beispielkomponente des EU-
Projekts fungiert (Abb. 6.1, vgl. Kapitel 1.1.2). Parallel wurde die Glycosylierung eines
Fragments des MUC1-tandem repeats untersucht, das aus 11 Aminoséuren besteht (MUCla‘
— vgl. Tabelle 6.1). Es ist als Akzeptor attraktiv, da es sehr gut mit der verfiigbaren GalNAc-
Transferase 3 glycosyliert werden kann. Die Substratspektren der GalNAc-Transferasen
werden ausfiihrlich im folgenden Abschnitt diskutiert.

OH
OH OH
HO Hooc OH
. OH 0
AcHN
HO o o COOH
OH NHAc

Abb. 6.3: Core2-stiindiges Sialyl-Lewis* am PSGL-1 N-Terminus (vgl. Abb. 1.3)

! Genaugenommen miite man von corel-stindigem Sialyl-Lewis* sprechen, da sich corel- und Sialyl-Lewis*-Struktur
tiberlappen. Der Verfasser hilt den gew#hlten Ausdruck jedoch fiir priignanter, da er explizit auf die verzweigte natiirliche
Struktur hinweist (vgl. Abb. 1.3).
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6.1 GalNAc-Transfer

Der erste Schritt des enzymatischen Aufbaus O-glycosidischer core-Strukturen ist der Einsatz
einer Polypeptid-GalNAc-Transferase zur Synthese des GalNAc-Peptids. Diese Aufgabe
erfiillen in vivo eine Familie von GalNAc-Transferasen, von denen bisher erst einige cloniert,
exprimiert und charakterisiert werden konnten (Clausen, 1998).

GalNAc-Transferasen glycosylieren Serin- und Threonin-Seitenketten, wobei nicht jedes
Peptid, das diese Aminosduren enthdlt, ein Substrat ist. Auf der Suche nach einem
gemeinsamen Erkennungsmotiv wurden eine Vielzahl von Akzeptorstudien durchgefiibrt,
bislang jedoch ohne sonderlichen Erfolg (Hill et al., 1977; Elhammer et al., 1993; Wang et
al., 1993; Hansen et al., 1995; Stadie et al., 1995; Brockhausen et al., 1996). Somit konnen
kaum Voraussagen iiber die Akzeptanz eines Peptids fiir eine bestimmte GalNAc-Transferase
getroffen werden.

Die Transferasen weisen unterschiedliche, aber iiberlappende Spezifititen fiir Akzeptor-
peptide auf. Clausen und Mitarbeiter verdffentlichten Substratspektren der von ihnen
exprimierten Enzyme — Tabelle 6.1 zeigt einige Beispiele (Wandall et al., 1996; Bennett et
al., 1998).

Akzeptorpeptid® GalNACcT1 GalNAcT2 GalNAcT3 GalNAcT4

Sequenz g

Km Vmax Kwm

v

Vmax

MuUC2 PTTTP- 0,12 0,01 0,1 n.b.
ISTTTMVTPTPTPTC

PSGL-1 QATEYEY- n.b. n.b. n.b. 0,02 0,003
LDYDFLPETEPPEM

Donor 0,062
UDP-GalNAc

0,010° 0,029° 0,16°

* Kt / M Vyney / nimol (min - pg)™?
® . b.: nicht bestimmt — GalNAc-Transfer fand statt, der Umsatz war jedoch sehr niedrig,
° mit MUC7 als Akzeptor.

Tab. 6.1: Substratspektren der GalNAc-Transferasen 1-4
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6.1.1 Synthese des MUC1a‘-GalNAc-building blocks

Da das Proteinfragment MUC]la‘ ein sehr gutes Substrat fiir die GalNAc-Transferase 3 ist,
konnte die Synthese des GalNAc-Peptids innerhalb von 20 Stunden mit einer Ausbeute von
95% durchgefiihrt werden. Das bei der Reaktion freigesetzte Nucleotid UDP wurde durch
alkalische Phosphatase hydrolysiert, um eine Inhibierung zu vermeiden. Das Produkt wurde
mittels préparativer HPLC aufgereinigt. In mehreren Synthesen konnten insgesamt 150 mg
des GalNAc-Peptids (6-2) isoliert werden. Abbildung 6.4 zeigt den enzymatischen GalNAc-
Transfer.

OH

HO
o
Hogj
GaINAGT3 AcFIN
AH-G-T-V-S-AP-D-T-R

A-H-G-T-V-S-A-P-D-T-R ﬁ»
MUC1a' (6-1) MUCa-GalNAc (6-2)

UDP-GalNAc UDP

l CIAP

Uridin + 2 Pj

Abb. 6.4: Enzymatische Synthese des MUCla‘-GalNAc-building blocks

6.1.2 Untersuchungen zur Glycosylierung von PSGL-1

Nachdem die Glycosylierung des MUCla‘ mit der GalNAc-Transferase 3 erfolgreich
durchgefiihrt werden konnte, wurden die Moglichkeiten zur Glycosylierung des PSGL-1 N-
Terminus untersucht. Es bestanden die folgenden Alternativen:

¢ Einsatz der GalNAcT4 — dieses Enzym zeigt mit dem PSGL-1-Peptid Aktivitit, die
allerdings sehr niedrig ist. MUC7, das von der Copenhagener Arbeitsgruppe als
Assaysubstrat verwendet wird, besitzt einen fast hundertfach hoheren vp.-Wert. Das
Enzym glycosyliert selektiv das erste Threonin (Bennett et al., 1998).

¢ Einsatz der GalNAcT3, die in ausreichenden Mengen verfiigbar war (vgl. Kapitel 3.1). Es
konnte bisher jedoch nicht gezeigt werden, welche Thr-Position glycosyliert wird. Zudem
zeigt das Enzym eine extrem niedrige Aktivitét fiir diesen Akzeptor.

Der erste Weg konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht verfolgt werden. Zwar wurde ein CHO-
Clon aus Copenhagen in der Zellkultur des Instituts fiir Biotechnologie fermentiert, die
Expressionsrate war jedoch sehr niedrig. Der Zelliiberstand wies eine spezifische Aktivitit
von 0,23 U/L auf, was bei einem Volumen von 20 L einer Gesamtaktivitidt von etwa 5 units
entsprach. Die Assays wurden jedoch mit dem MUC7-Fragment durchgefiihrt, so daB sich fiir
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PSGL-1 eine Gesamtaktivitdt von 60 mU ergab. Wenn man zusétzlich berticksichtigt, daB bei
der Enzymaufreinigung eine Ausbeute von maximal 50% zu erwarten ist, so wird deutlich,
daB entweder eine Fermentation in erheblich gré8erem MaBstab oder aber ein effektiverer
Clon erforderlich ist. Beides konnte bisher nicht realisiert werden.

Stattdessen wurden Versuche mit der GalNAc-Transferase 3 durchgefiihrt. Eine 1 mM
PSGL-1-Losung wurde mit einer spezifischen GaINAcT-Aktivitdt von 200 mU/mL zwei Tage
inkubiert. AnschlieBend wurde das Haupt-, sowie ein Nebenprodukt chromatographisch
aufgereinigt. Bei der massenspektrometrischen Analyse zeigte sich jedoch, dafl beide eine
kleinere Masse als das Substrat hatten und somit keine Glycosylierungsprodukte sein konnten.
Das Peptid scheint also durch eine Protease-Nebenaktivitdt hydrolysiert worden zu sein. Da
das Enzym-Substratverhiéltnis bei der Glycosylierung von MUCla‘ 100-fach kleiner war,
wurde diese Aktivitit bei fritheren Versuchen nicht bemerkt.

Da die GalNACT3 nur mittels Ionentauschchromatographie gereinigt wurde, konnte eine
Gelpermeationschromatographie angeschlossen werden, um das funktionsreine Enzym zu
erhalten. Angesichts der Tatsache, da kein glycosyliertes Produkt nachgewiesen werden
konnte, wurde diese Idee wieder verworfen. Die Glycosylierung von PSGL-1 kann somit erst
weiterverfolgt werden, wenn eine geeignete GalNAc-Transferase in hinreichenden Mengen
zur Verfiigung steht oder aber alternative Wege zum Aufbau des GalNAc-Peptids gefunden
werden. Mogliche Ansitze werden in Kapitel 8.5.1 diskutiert.

6.2 Aufbau der core2-Struktur auf MUC1a‘

Zu Beginn der Experimente mit MUC1‘a-GalNAc als Akzeptor fiir Mehrenzymsysteme
muBte der Nachweis erbracht werden, daf das Glycopeptid ein Substrat fiir die Galactosidase
ist. Dazu wurde es mit Lactose als Donor und B-Galactosidase inkubijert. Der Reaktions-
fortschritt wurde mittels Kapillarelektrophorese untersucht.

Bei ersten Versuchen entstanden eine Reihe neuer peaks, die auf Hydrolyseprodukte und
somit Protease-Nebenaktivitdten schlieBen lieBen. In der Tat traten analoge peak-Muster bei
einer Inkubation ohne Donorsubstrat auf. Die Proteaseaktivititen konnten durch einen
Inhibitorcocktail’ jedoch wirkungsvoll unterdriickt werden, so daB der Verlust durch
Hydrolyse in den folgenden Versuchen nie héher als 10% war. Abbildung 6.5 zeigt einen
Transglycosylierungsversuch ohne Inhibitoren.

! Als Inhibitoren wurden Pepstatin (Rich et al., 1985), Leupeptin (Aoyagi et al., 1969) und PMSF (Phenylmethylsulfonyl-
fluorid — Moss und Fahrney, 1978) verwendet (vgl. Kap. 10.6.3).
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Abb. 6.5: Transglycosylierung und Hydrolyse durch Protease-Nebenaktivitiit
(0,5 M Lac; 20 mM MUCla‘-GalNAc; 1 U/mL Galactosidase; 50 mM MES pH6; 30°C)

Durch diese Messungen konnte gezeigt werden, daB MUCla‘ ein Akzeptor fiir die
Transgalactosylierung mit B-Galactosidase aus Stierhoden ist. Dabei wurde ausschlieBlich die
Bildung eines Regioisomers beobachtet.' Die Aktivitit des Enzyms mit MUCla‘-GalNAc als
Akzeptor scheint im Vergleich zu GalNAc-Bn deutlich niedriger zu sein, was aber angesichts
des bedeutend hoheren sterischen Anspruchs des Glycopeptids auch erwartet werden konnte.
Quantifiziert wurde diese Beobachtung nicht, da die fiir kinetische Messungen bendtigte
Menge des GalNAc-Peptids nicht zur Verfiigung stand.

6.2.1 Praparativer Einsatz des Galactosidase/GlIcNAcT-Mehrenzymsystems

Die Galactosidase wurde daraufhin zusammen mit der GlcNAc-Transferase zur Synthese des
core6-Glycosids eingesetzt. Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt:

e Mit dem an das Glycopeptid adaptierten System konnte eine Ausbeute von 30% erzielt
werden. Ein Regioisomer der corel-Struktur wurde nicht gebildet. Die Substratverluste
durch die Protease-Nebenaktivitidt blieben dabei unter 10%. Der Reaktionsverlauf einer
Synthese ist in Abbildung 6.6 dargestellt. Es konnten insgesamt 23 mg des Glycopeptids
aufgereinigt werden.

s Bei profiling-Experimenten der Oxforder Gruppe zeigte sich, daB nicht die core6-Struktur,
sondern die core2-Struktur gebildet wurde (vgl. Abb. 6.7 und Kap. 6.4).

! Sowohl bei der Analyse mit HPLC wie auch mittels Kapiliarelektrophorese konnte nur ein Produktpeak detektiert werden.
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Abb. 6.6: MUC1a‘-core2-Synthese (0,5 M Lac; 20 mM MUC1a‘-GalNAc; 25 mM UDP-GIcNAc;
1 U/mL Galactosidase; 200 mU/mL GIcNAcT; 10 U/mL CIAP; 50 mM MES pH6; 30°C)

Wie bereits bei den Versuchen mit der Galactosidase allein festgestellt wurde, ist das
Glycopeptid ein wesentlich schlechteres Substrat als die Modellkomponente GalNAc-Bn. Es
ist allerdings nicht versténdlich, warum die Ausbeute nach einem Tag stagniert, obwohl beide
Enzyme noch aktiv sind. Die UDP-GIcNAc-Konzentration sowie die Konzentrationen von
UDP, UMP und Uridin wurden mittels Kapillarelektrophorese bestimmt, hier kam es
ebenfalls zu keinen Limitierungen oder nennenswerten Inhibierungen. Auch Versuche mit der
1,5-fachen Lactose-Konzentration brachten keine Verbesserung, somit muB auch der
Galactosidase-Donor in ausreichender Konzentration vorhanden gewesen sein. Moglich wiire
allenfalls eine starke Inhibierung durch freigesetzte Galactose (vgl. Kap. 5.2.2): Mit dem
Glycopeptid als Akzeptor wird das Verhiltnis von Transgalactosylierung und Hydrolyse der
Lactose stdrker als beim Modellsubstrat zur Hydrolyse verschoben sein. Wir konnten
allerdings bereits in Kapitel 5.4 zeigen, daB dieses komplexe Reaktionssystem gedanklich nur
teilweise durchdrungen wurde. Ein LOsungsansatz konnte eine empirische Optimierung
mittels statistischer Versuchsplanung oder durch einen genetischen Algorithmus bieten. Dafiir
fehlten im Rahmen dieser Arbeit allerdings Zeit und Substrat.

Die Ergebnisse der Strukturuntersuchung sind sehr iiberraschend, muBte doch auch hier mit
der Hydrolyse der core2-Struktur zu core6 gerechnet werden. Dies war jedoch eindeutig nicht
der Fall. Auch bei spiteren Hydrolyseversuchen von isoliertem MUCla‘-core2 mit B-Galac-
tosidase aus Stierhoden konnte keine Produktbildung beobachtet werden.
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Abb. 6.7:  Synthese von MUC1la‘-core2

Moglicherweise liegt die Losung in dem sterischen Anspruch der Galactosidase begriindet: Ist
MUCla‘-corel bereits ein schlechtes Substrat, so ist das verzweigte core2-Produkt der
Folgereaktion moglicherweise zu voluminos oder zu stark sterisch gehindert, als da es von
demselben Enzym wieder hydrolysiert werden kann. SchlieBlich konnte bereits fiir core2-Bn
eine verminderte Hydrolyseaktivitét festgestellt werden (vgl. Kap.5.3.2).

Das Fazit ist jedoch ein erfreuliches: Die core2-Struktur ldBt sich mit der GIcNAc-Transferase
erzeugen. Das deutlich labilere Galactosidase/Sialyltransferase-System, das zudem zwei
weitere enzymatische Schritte zur Synthese der core2-Struktur erfordert, muBl zu diesem
Zweck nicht eingesetzt werden. Mit dem Alternativsystem wurden deshalb nur einige
Versuche im analytischen Maf3stab durchgefiihrt.
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6.2.2 Untersuchungen zum Aufbau der Sialyl-core1-Struktur an MUC1a*

Auch fiir das Galactosidase/Sialyltransferase-System konnte gezeigt werden, dal es zur
Glycosylierung des MUC1a‘-Glycopeptids geeignet ist. In diesem Fall mufte jedoch die
aufgereinigte Sialyltransferase eingesetzt werden (vgl. Kap. 5.5), da das Diafiltrat starke
Protease-Aktivititen enthielt, die sich auch durch diverse Inhibitoren nicht unterdriicken
lieBen. Abbildung 6.8 zeigt den Reaktionsverlauf eines analytischen Versuchs.

20 ﬁ\ 1,00
1 A —A— MUC1a-GalNAc !
—v— MUC1a'-core1

15 —e—MUC1a'-corel-Sia |.L 0,75
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Abb. 6.8: Einsatz des Galactosidase/SiaT-Systems zur Glycosylierung von MUC1a‘-GalNAc
(0,5 M Lac; 20 mM MUC1a‘-GalNAc; 30 mM CMP-Neu5Ac; 1 U/mL Galactosidase;
200 mU/mL SiaT; 10 U/mL CIAP; 50 mM MES pH6,5; 20°C)

6.3 Synthese der core2-stindigen Sialyl-Lewis*-Struktur an MUC1a*

Zum Aufbau der Sialyl-Lewis™-Struktur wurden drei weitere Glycosyltransferasen in Folge

eingesetzt: eine Galactosyltransferase, eine Sialyltransferase und eine Fucosyltransferase. Die
Zwischenprodukte muften dabei nicht aufgereinigt werden.

In den folgenden Abschnitten werden die Substratspezifititen der Enzyme erldutert sowie
deren préparativer Einsatz beschrieben.
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6.3.1 Galactosylierung

Die B1-4-Galactosyltransferase' ist schon seit langem bekannt und wurde umfassend unter-
sucht, da sie leicht aus Milch isoliert werden kann.> Obwohl das Enzym inzwischen aus
verschiedenen Quellen cloniert (Appert et al., 1986; Narimatsu et al., 1986; Shaper et al.,
1986; Masri et al., 1988; Nakazawa et al., 1988) und in Bakterien und Hefepilzen exprimiert
werden konnte (Krezdorn et al., 1993; Kleene et al., 1994; Herrmann et al., 1995), ist das

Kuhmilch-Isolat nach wie vor die preisgiinstigste kommerziell erhiltliche Variante.

Erst kiirzlich konnten Clausen und Mitarbeiterinnen zeigen, daf die oben beschriebene 31,4-
GalTl ein Mitglied einer Familie von P1,4-Galactosyltransferasen ist, die [B-N-
Acetylglucosamin als Akzeptor transformieren (Almeida et al., 1997; Sato et al., 1998;
Schwientek ez al., 1998). Wihrend die Akzeptorspezifitéten fiir einfache Zucker wie GlcNAc
sehr #hnlich sind, ergeben sich fiir Oligosaccharide, wie zum Beispiel corel-Glycane
deutliche Unterschiede: Mit dem Akzeptor core2-pnp° wurde fiir alle Galactosyltransferasen
auBer der GalT4 eine starke Substratiiberschuf3inhibierung gemessen (Ujita et al., 1998). Die
Aktivitdtsmessungen sind in Abb. 6.9 wiedergegeben.
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Abb. 6.9: Kinetik der core2-pnp-Galactosylierung® nach Ujita ez al., 1998

'E.C.24.1.38

2 Aufreinigung: (Watkins und Hassid, 1962; Babad und Hassid, 1964; Babad und Hassid, 1966; Magee et al., 1974);
kinetisches Modell: (Khatra et al., 1974); Review: (Ram und Munjal, 1985)

? pnp: Paranitrophenyl

4 Der Ky-Wert fiir die GalT4 wurde von Ujita et al. mit 0,29 mM bestimmt, Parameter fiir die GalT1 fehlen. Die
Aktivititsmessungen fiir die GalTl wurden zwar nachtriglich mit einem Modell fiir SubstratiiberschuBinhibierung
(unkompetitive Inhibierung, Biselli et al., 1995) angepaBt, die grofien Standardabweichungen zeigen jedoch, daB dieses
kaum geeignet ist, die Kinetik zu beschreiben (Ky = 0,07 mM + 0,14 mM; Ky = 0,4 mM = 0,8 mM).
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Da bei der Glycosylierung der peptidstdndigen core2-Struktur mit der Galactosyltransferase 1
eine analoge Substratiiberschufinhibierung auftreten kénnte, wurde das Glycopeptid in einer
Konzentration von nur 1 mM eingesetzt.!

Das aufgereinigte MUCla‘-corel wurde mit einem zwanzigprozentigen Uberschuf3 des
Donors UDP-Gal umgesetzt; der Substrat-peak konnte nach 8 h nicht mehr detektiert werden.
Abbildung 6.10 zeigt schematisch die Galactosylierung sowie die folgenden beiden Glyco-
sylierungsschritte.

6.3.2 Sialylierung

Die hier verwendete Sialyltransferase unterscheidet sich von der corel-Sialyltransferase, die
im Verbund mit der Stierhoden-Galactosidase eingesetzt wurde — beide Enzyme weisen ein
vollig unterschiedliches Akzeptorspektrum auf. Die o2,3-N-Sialyltransferase® iibertrigt
Neuraminsdure auf Gal(f1,4)GIcNAc- sowie auf Gal(B1,3)GlcNAc-Strukturen, nicht jedoch
auf corel.

Das Enzym wurde Anfang der achtziger Jahre erstmals aus Rattenlebern isoliert (Weinstein et
al., 1982), konnte spiter cloniert werden (Wen et al., 1992; Gosselin et al., 1994) und ist
inzwischen kommerziell erhiltlich. Es wurde von der Firma Calbiochem bezogen und von
dieser in einem Baculo/Spodoptera frugiperda-System exprimiert (vgl. Kap. 3.1.1).

Zur Reaktionslosung der Galactosylierung wurde ein zwanzigprozentiger UberschuB an
CMP-Neuraminsiure sowie Sialyltransferase zudosiert. Innerhalb von 18 Stunden konnte eine
Ausbeute von 90% erzielt werden.

6.3.3 Fucosylierung

Die Familie der o1,3-Fucosyltransferasen umfafit bis heute sieben bekannte Enzyme. Erste
Versuche zur Sialyl-Lewis*-Synthese wurden mit einem Enzym aus humaner Milch
durchgefiihrt (Prieels er al., 1981). Spiter konnten eine Reihe humaner ol,3-
Fucosyltransferasen cloniert werden, die Sialyllactosamin zu Sialyl-Lewis* transformieren:
FucT3 (Kukowska-Latallo et al., 1990), FucT6 (Koszdin und Bowen, 1992) sowie FucT7
(Natsuka et al., 1994; Sasaki et al., 1994). Die iibrigen Enzyme katalysieren ausschlieflich
die Lewis*-Synthese.’

! Fir die folgenden Glycosylierungen ist die niedrige Substratkonzentration unproblematisch, da die Ky-Werte
entsprechender Akzeptoren sowohl fiir die SiaT als auch fiir die FucT in der Regel im mikromolaren Bereich liegen
(Wlasichuk et al., 1993; Gosselin et al., 1994; de Vries et al., 1995; Williams et al., 1995; Dudziak, 1996; Gosselin und
Palcic, 1996)

> E.C.2.4.99.6

* Lewis™ Gal(P1,4)[Fuc(ci1,3)]GIcNAc — die nichtsialylierte Variante.
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Einige Fucosyltransferasen sind inzwischen kommerziell erhéltlich. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde eine rekombinante Fucosyltransferase III der Firma Calbiochem eingesetzt, die in
einem Baculo/Spodoptera frugiperda-System exprimiert wurde.!

Die Fucosylierung verlief analog zu den vorherigen Biotransformationen: Das Enzym sowie
der Nucleotidzucker GDP-Fucose wurden zur Reaktionslosung zugegeben. Nach 18 Stunden
konnte das Sialyl-Lewis*-Produkt in 95%iger Ausbeute gewonnen werden. Das Glycopeptid
wurde auf einer praparativen HPLC aufgereinigt.

Tabelle 6.2 faBt alle Reaktionsschritte zusammen. Eine isolierte Ausbeute iiber die fiinfstufige
Synthese wird nicht angegeben, da nach jedem Glycosylierungsschritt einige Milligramm des
Glycopeptids fiir eine Strukturuntersuchung aufgereinigt wurden. Die Ausbeuten der
chromatographischen Schritte sind jedoch im Methodenteil angegeben (vgl. Kap. 10.6.3).

Enzym Spezifische Aktivitét Ausbeute Gesamtausbeute
mU/mL

Galactosidase/GIlcNAcT 1000/200 30% 29%

02,3-SiaT 30 90% 24%

Tab. 6.2: Synthese der core2-stindigen Sialyl-Lewis*-Struktur an MUC1a‘

6.3.4 O-Glycan-profiling’

Die enzymatisch synthetisierten glycopeptidstindigen Zuckerstrukturen wurden von der
Oxforder Arbeitsgruppe mittels Glycan-profiling-Experimenten analysiert. In Verbindung mit

massenspektrometrischen Untersuchungen ist so eine eindeutige Strukturbestimmung mog-
lich.

Beim profiling werden die Glycane vom Peptid abgespalten und mit einem UV-aktiven Rest
verkniipft. AnschlieBend kénnen die so markierten Oligosaccharide durch Glycosidasen
gespalten und mittels HPLC-Analytik untersucht werden. Wihrend N-Glycane durch den
Einsatz von Endoglycosidasen abgespalten werden konnen, miissen O-Glycoside chemisch

! Inzwischen wurde von der Ziircher Arbeitsgruppe eine FucT III in CHO-Zellen cloniert. Bei der Kultivierung der
rekombinanten Zellen in Jiilich konnten 15 units des Enzyms gewonnen werden (Eisenkritzer, 1999). Alternativ hitte auch
eine FucT VI eingesetzt werden konnen, die von Frau Dipl.-Chem. Astrid G6dde durch kontinuierliche Kultivierung von
CHO-Zellen produziert wurde (Gddde et al, 1996).

? Die profiling-Experimente wurden von Dr. Louise Royle und Dr. Tony Merry in Oxford durchgefiihrt,
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gespalten werden. Die Oxforder Arbeitsgruppe entwickelte eine Technik, bei der das Produkt
mittels Hydrazinolyse gewonnen werden kann (Rudd et al, 1997; Mattu et al, 1998).

Zur Sequenzierung der Glycane wurden die Proben mit den folgenden Exoglycosidasen

inkubiert:

o 02,3-spezifische Sialidase zum Nachweis (0(2-3)-terminaler Neuraminséure

e «l,3(4)-Fucosidase (Mandeln) und ol,6-Fucosidase (Rinderniere) zur Abspaltung der
entsprechend verkniipften Fucosen

o B1,4-Galactosidase (Streptococcus pneumoniae) zum Nachweis (B1-4)-verkniipfter
terminaler Galactose. (Sobald an diese Fucose gekniipft ist, wird keine Hydrolyse
beobachtet)

e pB1,3/4-Galactosidase (Rinderhoden), die terminale (B1-3)- und (B1-4)-verkniipfte Galacto-
sereste abspaltet.

e Hexosaminidase (Streptococcus pneumoniae) zum Nachweis von GlcNAc- (und GalNAc-)
Zuckern.

Durch Sequenzierung des Glycopeptids 6-5 konnte gezeigt werden, dal es sich um ein
Tetrasaccharid handelt, da aus zwei Hexosaminen und zwei Galactosidaseresten besteht (vgl
Abb. 6.10). Die Hexosamine (GaINAc und GIcNAc) sind miteinander verkniipft und tragen
als endstindige Gruppe eine (B1-4)-verkniipfte Galactose. Das erste Hexosamin weist
zusitzlich eine Verzeigung durch eine (B1-3)-verkniipfte Galactose auf. Die
Analysenergebnisse bestitigen somit die Synthese der core2-Struktur (vgl. Kap. 6.2.1).
Abbildung 6.11 zeigt die Chromatogramme zur Sequenzierung der Gal(B1-4)-core2-Struktur.

Fiir die Folgeprodukte 6-6 und 6-7 konnte die Sialylierung in (0:2-3)-Position sowie die
Fucosylierung des GlcNAc-Restes in (0c1-3)-Position nachgewiesen werden.
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6.4 Zusammenfassung

¢ Das Peptidfragment MUC1a“ ist ein sehr gutes Substrat fiir die GaINAc-Transferase 3, die
im Rahmen dieser Arbeit fermentiert und aufgereinigt wurde. Folglich konnte das
GalNAc-Peptid mit einer Ausbeute von 95% erzeugt werden. Es wurden insgesamt 150 mg
synthetisiert und aufgereinigt.

o Das PSGL-1-Peptid konnte mit der GaINAc-Transferase 3 nicht glycosyliert werden, da es
faktisch kein Substrat fiir dieses Enzym ist.

e Die core2-Struktur konnte mit dem Galactosidase/GlcNAcT-System auf dem MUCla‘-
GalNAc-Glycopeptid mit 30%iger Ausbeute aufgebaut werden. Uberraschenderweise wird
die core2-Struktur nicht in einer Folgereaktion zu core6 hydrolysiert. Diese priparative
Synthese wurde erst durch die vorherige Optimierung des Reaktionssystems mittels der
Modellkomponente GalNAc-Bn moglich. Unseres Wissens ist dies das erste Beispiel einer
Transglycosylierung zur Darstellung O-glycosidischer Strukturen am Peptid. Es konnten
insgesamt 23 mg des core2-Peptids aufgereinigt werden.

e Das Galactosidase/SiaT-System ist ebenfalls zur Synthese von core-Strukturen an Peptiden
geeignet. Da sich die Zielstruktur auf kiirzerem Weg mit dem oben genannten System
erzeugen lieB, wurde auf eine préaparative Anwendung verzichtet.

¢ Aufbauend auf MUCla‘-core2 wurde die Sialyl-Lewis*-Struktur durch den Einsatz dreier
kommerziell erhiltlicher Glycosyltransferasen synthetisiert. Jedes der drei Glycopeptide
wurde im Milligramm-MaBstab fiir Strukturuntersuchungen aufgereinigt.

¢ Die Gesamtausbeute iiber alle fiinf enzymatischen Stufen betrug 23%.




., Von Enzymen lernen heif3t siegen lernen. “
Christian Wandrey

7 Herstellung eines Bausteins fiir die chemische
Glycopeptidsynthese’

Parallel zur enzymatischen Glycosylierung von Peptiden wurde eine alternative Route zur
Herstellung von Glycopeptiden untersucht. Dabei sollte zuerst eine Zuckerstruktur auf einer
Aminoséiure aufgebaut werden, um diese dann mittels Festphasensynthese in ein Peptid zu
integrieren.

Die in den sechziger Jahren von Merrifield entwickelte Festphasensynthese (Merrifield, 1963)
wird heute in Syntheseautomaten routinemiBig zur Herstellung von Peptiden eingesetzt.
Dabei gelang es, auch Mannose-, GlIcNAc- und GalN Ac-verkniipfte Aminoséduren einzusetzen
(Gururaja et al., 1996; Klich et al., 1997; Schleyer et al., 1997; St. Hillaire et al., 1998). Die
so hergestellen Glycopeptide konnten nach dem Entschiitzen enzymatisch glycosyliert werden
(Unverzagt et al., 1990; Unverzagt et al., 1994; Seitz und Wong, 1997). Bei den so erzeugten
Strukturen handelte es sich allerdings in keinem Fall um natiirliche Glycoside, da auch hier
die nétigen Enzyme zur Synthese der core-Strukturen nicht zur Verfiigung standen.

Zur chemischen Synthese natiirlicher Glycopeptide miissen die Glycane an der geschiitzten
Aminosiure aufgebaut werden (Schuster ez al., 1994). So wurde die Darstellung einer Reihe
O-glycosidischer core-Strukturen publiziert (Paulsen et al., 1995; Meinjohanns et al., 1996;
Qiu und Koganty, 1997a; Qiu und Koganty, 1997b). Die Nachteile chemischer Synthesen
sind der hohe Aufwand und die geringen Ausbeuten: Wihrend die corel-Struktur ausgehend
vom GalNAc-Konjugat noch in bestenfalls 50% Ausbeute dargestellt werden konnte
(Satyanarayana et al., 1998), wurde das Trisaccharid core2 nur noch in maximal 28%

Ausbeute gewonnen (Mathieux et al., 1997). Abbildung 7.1 verdeutlicht die Komplexizitit
der Synthese.

Wihrend die chemische Glycosidsynthese also nach wie vor sehr aufwendig ist und niedrige
Ausbeuten liefert, wird die Peptid-Festphasensynthese durch den Einsatz glycosylierter
Aminoséuren nicht notwendigerweise in ihrer Effizienz beeintrichtigt. So konnten Guo et al.

ein Asparagin-verkniipftes N-Glycosid mit einer Ausbeute von 98% an ein Peptid koppeln
(Guo et al., 1997).

! Diese Ergebnisse entstanden in einem Projekt mit dem Arbeitskreis von Professor Kunz in Mainz. Die praktischen Arbeiten
wurden in Kooperation mit Frau Dipl.-Chem. Nicole Bézay durchgefiihrt.



7 Herstellung eines Bausteins fiir die chemische Glycopeptidsynthese 105

Ph Ph
AcO OAc o © ‘Vo
o ) AcO °A°O © E ;o
+
AcO HO. o.
ACO N3 TMSOTf AGO% N3
NH o) —_— AGO o}

o}

Y 68%
CCly Fmoc-HN omBu Fmoc-HN OfBu
(o]

OH
HO
AcO °A°o o
o
Ac Ny
AcO 0.
80% AcOH corel-Thr
———————— -
87% Fmoac-H OtBu
o
BzO 0Bz
on TeoeN 0
OBz
HO OAc HO
o Aco PAC o AcO o )
Bz + (o] TMSOTE o.
BzO Ac o N, — > AcO Na
TeooHNG i ASO o 76% AcO o
Cclg Fmoc-HNji"/O‘B“ Frmoc-HN OtBu

fe] O
Bz OBz
BzO, o
AcHN O

1) 2VAG,O/ACOH/THF a0 O ML o
2) Ac,0O/Pyiidin fo)
_— AcO ° N,
72% AcO (o] _J.CHS core2-Thr
Fmoc
~H oBu

o}

Abb.7.1: Chemische Synthese von core2-Thr nach (Mathieux et al., 1997)

Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis Prof. Kunz in Mainz werden die
Vorteile der chemischen Synthese mit denen der enzymatischen Glycosylierung verbunden:

¢ Der Einsatz der Festphasen-Peptidsynthese erlaubt die hochflexible Implementierung
glycosylierter Aminosiiuren mit sehr guten Ausbeuten. Es konnen etwa O-Glycoside an
Peptiden aufgebaut werden, die nicht von GalNAc-Transferasen als Substrate akzeptiert
werden. (Der Aufbau von N-Glycosiden wird so iiberhaupt erst méglich, da der Grofteil
der notigen Glycosyltransferasen fiir diese core-Strukturen nicht zur Verfiigung stehen.)

¢ Zuckerstrukturen konnen enzymatisch bedeutend effektiver und schneller aufgebaut
werden. Dabei sollen die optimierten Mehrenzymsysteme zur Synthese O-glycosidischer
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core-Strukturen eingesetzt werden. Da die core-Struktur-Synthese am Peptid einerseits mit
deutlich reduzierten Ausbeuten verlduft (vgl. Kap. 6.2), andererseits aber auch komplexe
Zuckerkonjugate mittels Festphasensynthese in Peptide integriert werden knnen, sollte die
Synthese an der geschiitzten Aminoséure erfolgen.

Als Zielkomponente der enzymatischen Synthese wurde die Sialyl-corel-Struktur an
Threonin gewihlt (7-8). Dieses Aminosiure-Glycosid kann durch den kombinierten Einsatz
von PB-Galactosidase und o2,3-O-Sialyltransferase synthetisiert (vgl. Kap. 5.5) und
anschliefend in einer chemischen Festphasensynthese in ein MUC4-tandem repeat-Fragment
implementiert werden.' Die Gesamtsyntheseplanung ist in Abbildung 7.2 dargestellt.

Da Sialyl-T-substituiertes MUC4 ein tumorassoziiertes Antigen bei Leukdmie ist (vgl
Kap.1.1.3), soll die Zielstruktur auf ihre Eignung als Impfstoff untersucht werden. Ziel ist die

Entwicklung synthetischer Vakzine, die das Immunsystem gegen die von ihnen présentierten
Strukturen stimulieren.

OH

HO
(o]
HO
AcHN
o
Fmoc-HNjin/mBu

0

GalNAc-Thr (7-7)
chemische Synthese

Festphasen-
synthese

schitzen entschitzen

> > Sialyl-core1-Glycopeptid

Abb. 7.2: Synthesgplan zur Darstellung eines Sialyl-corel-Glycopeptids die grau unterlegte
enzymatische Synthese wurde im Rahmen der Promotionsarbeit durchgefiihrt.

7.1 Chemische Synthese des GalNAc-Thr-Bausteins

Die Synthese des GalNAc-Thr-Bausteins wurde von Frau Bézay in Mainz durchgefiihrt. Das
Produkt (7-7) konnte in 25%iger Gesamtausbeute isoliert werden. Abbildung 7.3 resumiert
die chemische Synthese, die von Liebe und Kunz 1997 publiziert wurde.

! MUCA4-tandem repeats weisen die folgende Sequenz auf: TSSASTGHATPLPVTD (Gendler und Spicer, 1995). Es enthilt
somit eine Reihe potentieller Glycosylierungspositionen (T .~ Threonin; S — Serin). Verschiedene Glycopeptid-
Regioisomere konnten somit in biologischen Tests auf ihre Eignung als Impfstoff getestet werden.
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Abb. 7.3: Chemische Synthese von GalNAc-Thr (7-7)

7.2 FEinsatz von Cyclodextrinen als Losungsvermittler

Bei ersten Versuchen zur Glycosylierung des geschiitzten GalNAc-Thr-Akzeptors wurde
deutlich, daB die Loslichkeit dieses Substrats von nur 1 mM ein betrichtliches Problem
darstellt. Zur Steigerung dieses Wertes mufite somit ein Loslichkeitsvermittler eingesetzt
werden. Denkbar sind in einem solchen Fall organische, mit Wasser mischbare Losungs-
mittel. Die P-Galactosidase aus E.coli konnte zum Beispiel erfolgreich in einem
Wasser/Acetonitril-Gemisch eingesetzt werden (Usui et al., 1993). Ajisaka und Mitarbeitern
gelang die Glycosylierung einer geschiitzten Aminoséure mit einer Ausbeute von 23%, da die
verwendete Galactosidase Dimethylformamid als Cosolvens toleriert.' Eine weitere Moglich-
keit stellt der Einsatz hydrophobisierter Enzyme in Zweiphasensystemen dar (Okahata und
Mori, 1996; Mori et al., 1997). Es ist allerdings kein Losungsmittel bekannt, das von der -
Galactosidase aus Stierhoden oder der in Kombination eingesetzten o2,3-N-Sialyltransferase
toleriert wird. Alternativ wurde der Einsatz von Cyclodextrinen als Losungsvermittlern

untersucht.

Cyclodextrine sind zyklische, al,4-verkniipfte Glucose-Oligomere, die beim bakteriellen
Abbau von Stirke entstehen. Dabei werden Hexamere als o-, Heptamere als B-Cyclodextrine

! Suzuki et al., 1997 — hierbei handelt es sich um eine B-Galactosidase aus B.circulans, die in E.coli exprimiert wurde.
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bezeichnet und so fort. Cyclodextrine wurden erstmals 1891 von Villiers isoliert (Villiers,
1891), aber erst spéter von Schardinger als Glucose-Zyklen erkannt (Schardinger, 1903). Sie
werden mit isolierten mikrobiellen Enzymen produziert (Kobayashi, 1975; Hayashida und
Kawakami, 1992)

o-Cyclodextrin bildet stabile EinschluBverbindungen mit Alkylketten. Wihrend Benzol fiir
das Hexamer zu groB ist, konnen Derivate komplexiert werden, indem sich das Cyclodextrin
iiber einen Substituenten schiebt. B-Cyclodextrin lagert bereits sperrige Benzol-Derivate wie
Naphthalin oder eben die hier verwendete Fmoc-Schutzgruppe ein, wihrend y-Cyclodextrin
polyannelierte Ringsysteme, etwa Steroide, komplexieren kann. Reviews zu Cyclodextrinen
finden sich bei French, 1957; Saenger, 1980; Wenz, 1994.

OH

HO

Abb.7.4: Cyclodextrine

Die Einsatzmdglichkeiten fiir Cyclodextrine sind vielfiltig: Da sie quasi nicht toxisch sind,
komnen sie zur Formulierung von Pharmaka und Kosmetika sowie in der Lebensmittel-
technologie genutzt werden. Als stationire Phasen zur Tremnung in Fliissig- und Gas-
chromatographie werden sie seit fiinfzehn Jahren eingesetzt. Anfang der neunziger Jahre
wurden erstmalig enzymatische Synthesen mit Cyclodextrinen als Losungsvermittler
publiziert (Otero et al., 1991; Woerdenbag et al., 1991), in einem der Fille eine Glucosidase-
katalysierte Hydrolyse (Pekic und Lepojevic, 1991). Weitere Biotransformationen folgten

(Matahira et al., 1995; Murata et al., 1996; Murata und Usui, 1997; Zelinski und Kula, 1997;
Zelinski et al., in Druck).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Cyclodextrine beziiglich ihrer Fihig-
keiten als Komplexbildner des Fmoc-geschiitzten GalNAc-Threonin-Konjugats untersucht.
Da die methylierten Derivate in der Regel stirker komplexieren als ihre unsubstituierten
Analoga (Casu et al., 1979), wurde bei den L&sungsversuchen 2,6-dimethyliertes P-
Cyclodextrin' verwendet. Ferner stand ein Hydroxypropyl-Derivat zur Verfiigung.? Mit 7y-

! Heptakis-(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin
? Das Hydroxypropyl-B-cyclodextrin ist statistisch substituiert und trigt im Mittel einen Rest pro Glucose-Monomer.
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Cyclodextrin wurde zusitzlich eine groflere Kavitit angeboten. Abbildung 7.5 zeigt die
Substratloslichkeit als Funktion der Cyclodextrin-Konzentrationen. Wihrend die Loslichkeit

des Hydroxypropyl-B-Cyclodextrins auf etwa 100 mM begrenzt ist, wurde die Loslichkeits-
grenze der beiden anderen nicht erreicht.

120
—@— Dimethyl--CD
100 | —A— Hydroxypropyl-8-CD
{1 | =v—ycD /
=
E 8 /
~
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©
Q
£ 40
0 :TL—'Q‘Q : ) ' |
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¢ (Cyclodextrin) / mM

Abb.7.5: Steigerung der Akzeptor-Loslichkeit durch Cyclodextrine (50 mM MES; pH 6,5');
links: Loslichkeit in Abhingigkeit der Cyclodextrin-Konzentration; rechts: schematische
Darstellung der Komplexierung des Fmoc-Restes durch Cyclodextrine

Die besten Ergebnisse wurden mit Dimethyl-B-cyclodextrin erzielt. In einer 200 millimolaren
Losung konnte die Loslichkeit des GalNAc-Thr-Substrats um mehr als das einhundertfache

gesteigert werden.

7.3 Glycosylierung der Cyclodextrin-EinschluBverbindung

Nachdem das Akzeptorsubstrat erfolgreich in Losung gebracht werden konnte, wurde dessen
Verfiigbarkeit fiir die f-Galactosidase untersucht. Der Test fiel positiv aus: Der Ky-Wert von
17 mM ist giinstiger als der fiir die Modellkomponente GalNAc-Bn (5-1) von 50 mM, die
maximale Aktivitit (vmax) betrégt jedoch nur 25%" (Abb. 7.6). Zusitzlich wurde die Bildung
eines Regioisomers mit etwa 40% der Geschwindigkeit der corel-Thr-Synthese beobachtet.
Eine derart eingeschrinkte Regioselektivitit wurde weder bei der Galactosylierung des
GalNAc-Bn-Substrats noch bei der corel-Synthese am Peptid beobachtet.

' Fir di i indigkei de eine Galactosidase-Aktivitat von 500 mU/mL bezogen auf
Fiir di akti schwindigkeitsmessungen wur idase- n au
den St:n‘cAl‘:rfcia:fs?; ein;::ftezt (Citraq;guffer, pH 4,3). Diese Aktivitit entspricht einem Vpe-Wert von 240 mU/mL fiir die

Transglycosylierung von GalNAc-Bn mit Lactose in MES-Puffer (pH 6,5).
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Abb. 7.6: Galactosidase-Aktivitit als Funktion der GalNAc-Thr/Cyclodextrin-Konzentration
(0,5 M Lac; 50 mM MES; pH 6,5; 37°; c[GalNAc-Thr]/c[Cyclodextrin] = 1/2)

Es folgten Tests mit dem Galactosidase/Sialyltransferase-System, wobei wiederum in einer
Versuchsreihe das optimale Aktivitétsverhdltnis fiir die Enzyme gesucht wurde. Problema-
tisch war die schnelle Desaktivierung der Sialyltransferase. Durch Nachdosierung dieses
Enzyms konnte das Produkt bei insgesamt sehr hohen spezifischen Enzymaktivititen mit 70%
Ausbeute innerhalb von zwei Tagen synthetisiert werden. Die préparativen Synthesen, die mit
geringeren Aktivitdten inkubiert wurden, erreichten Ausbeuten von 50%. Insgesamt konnten
120 mg der sialylierten corel-Struktur hergestellt und mittels préparativer HPLC isoliert
werden. Abbildung 7.7 zeigt einen typischen Satzreaktor-Verlauf.

Das Glycan muB} durch Acetylierung der OH-Gruppen und Methylierung der Carboxylgruppe

geschiitzt werden, bevor es zur chemischen Glycopeptid-Festphasensynthese eingesetzt
werden kann (Seitz und Kunz, 1997).
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Abb. 7.7: Priparative Sialyl-corel-Thr-Synthese

(0,5 M Lac; 20 mM GalNAc-Thr; 40 mM Dimethyl-3-cyclodextrin; 25 mM CMP-
NeuSAc; 1 U/mL Galactosidase; 0,2 U/mL SiaT; 10 U/mL CIAP; 50 mM MES; pH 6,5)

7.4 Zusammenfassung

In Kooperation mit dem Arbeitskreis Prof. Kunz in Mainz wurde eine chemoenzymatische
Glycopeptidsynthese entwickelt, die die Vorteile des chemischen wie des enzymatischen
Verfahrens vereint.

Da die geschiitzte Aminoséure nahezu unloslich in Wasser ist, wurden Cyclodextrine als
Losungsvermittler eingesetzt. Mit Dimethyl-f-cyclodextrin konnte die Loslichkeit des
Substrats um das 100-fache gesteigert werden.

Unter Einsatz des in Kapitel 5.5 beschriebenen Galactosidase/Sialyltransferase-Systems

konnte die geschiitzte Aminosiure mit einer Sialyl-corel-Struktur praparativ mit 50%iger
Ausbeute gewonnen werden. Die maximale Ausbeute lag bei 70%. Es konnten 100 mg

isoliert werden.

Das Produkt soll durch eine chemische Festphasensynthese in eine MUC4-tandem repeat-
Sequenz implementiert und in biologischen Tests auf seine Eignung als Impfstoff gegen

Leukdmie getestet werden.
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Georg Christoph Lichtenberg

8 Diskussion und Ausblick

In diesem Kapitel soll eine abschlieBende Bewertung unter den folgenen Aspekten erfolgen:

e Stirken und Limitierungen der in dieser Arbeit entwickelten Methoden
e Vergleich der Leistungsfihigkeit dieser Methoden mit etablierten Techniken
e Perspektiven fiir weiterfiilhrende Arbeiten

8.1 Beurteilung des Projekterfolgs

Ohne eine Zusammenarbeit mit zellbiologisch und analytisch titigen Arbeitskreisen im
Rahmen des EU-Projekts wire diese Arbeit nicht realisierbar gewesen. Entscheidend fiir das
Gelingen dieser Arbeit war dabei die Bereitstellung einer Reihe nicht kommerziell erhéltlicher
Enzyme. Aber auch k#ufliche Glycosyltransferasen wie die 02,3-O-Sialyltransferase sind so
teuer, daB deren Einsatz fiir umfangreiche kinetische Studien nur unter erheblichem finan-
ziellen Aufwand moglich ist.' Ebenso wichtig war die Unterstiitzung bei der Identifizierung
der Produkte: Das O-Glycan-profiling, eine Methode fiir Abspaltung, Abbau und
chromatographische Analyse der O-Glycane, wurde erst im Rahmen dieses Projekts von der
Oxforder Arbeitsgruppe entwickelt (vgl. Kap. 10.7).

Bei der Beurteilung der eigenen Arbeiten kann festgestellt werden, daB das Ziel des EU-
Projekts im in vitro-Bereich prinzipiell erreicht wurde: Die enzymatische Synthese natiirlicher
O-Glycoside wurde beispielhaft durch den Aufbau eines Sialyl-Lewis*-Hexasaccharids an
einem MUCI1-Peptidfragment demonstriert. Die Synthese der core-Struktur am Peptid durch
die Einbindung einer Galactosidase-katalysierten Transglycosylierung gelang unseres
Wissens hiermit erstmalig. Das einzige Ziel, das im Projektzeitraum von drei Jahren nicht
realisiert werden konnte, war die Glycosylierung eines PSGL-1-Peptids.

Die sehr erfolgreiche Zusammenarbeit der am EU-Projekt beteiligten Institute wird voraus-
sichtlich im Rahmen einzelner Promotionen oder eines Folgeprojekts weitergefiihrt werden.
Statt einer einzelnen Zielstruktur soll dabei ein Spektrum von Glycopeptidstrukturen

dargestellt werden. Ferner wird die Vermarktung von Glycosyltransferasen und Glyco-
peptiden diskutiert.

! Ein unit der Sialyltransferase kostet bei der Firma Calbiochem 1800 DM.
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8.2 Bereitstellung der Glycosyltransferasen

8.2.1 Fermentation der GalNAc-Transferase 3

Die Glycosyltransferase GalNAcT3 wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit durch Infek-
tion von Insektenzellen mit rekombinanten Baculoviren gewonnen. Dabei konnte eine gute
Expressionsrate von 7,5 U/L erzielt werden, die mit anderen tierischen Zellkultursystemen
wohl nur schwer zu erreichen ist (vgl. Kap. 3.1). Dennoch wurde dieses Enzym von der
Copenhagener Arbeitsgruppe inzwischen in CHO-Zellen exprimiert.' Dem groBeren Aufwand
bei der Transfektion der Zellen sowie den oft geringeren Expressionsraten stehen klare
Vorteile bei der Fermentation gegeniiber. Werden durch stabile Transfektion CHO-Clone
gewonnen, die die Fremd-DNA in ihr Genom integriert haben, so konnen diese nahezu
beliebig oft passagiert werden.

Die Vermehrung der rekombinanten Baculovirus-DNA ist weitaus aufwendiger. Bei der
Infektion der Insektenzellen miissen niedrige Virenkonzentrationen gewihlt werden, um eine
Degeneration der DNA zu vermeiden. Da die Virenproduktion jedoch nicht von der Produk-
tion des Fremdproteins entkoppelt werden kann, ist die Kultur per se nicht stabil. CHO-
Kulturen konnen dagegen sehr gut in kontinuierlicher Kultur gehalten werden. Bei der
Produktion der B1,6-GlcNAc-Transferase wurde dies im Rahmen des EU-Projekts demon-
striert (Zeng et al, 1997).

Als Produktionssysteme werden in Zukunft jedoch aller Voraussicht mikrobielle Systeme
etabliert werden. Die Expressionsraten von Pilz- und Bakterienkulturen erreichen oft GroBen-
ordnungen von mehreren hundert units pro Liter (Elling, 1999). Tierische Zellkulturen
werden in Zukunft mbglicherweise nur noch zur Proteinherstellung genutzt werden, wenn die
natiirlichen Glycosylierungsmuster entscheidend fiir die Funktionalitit sind. Bei Glycosyl-

transferasen ist dies nicht der Fall.

8.2.2 Aufreinigung der p1,6-GlcNAc-Transferase

Mittels der IgG-Affinititschromatographie konnte das Enzym sehr einfach und schnell funk-
tionsrein gewonnen werden. Trotz der genannten Vorteile sollte bei einer Vermarktung dieses
Enzyms eine Alternativtechnik zur Aufreinigung in Erwidgung gezogen werden, da die Anti-
korper sehr teuer und die daraus hergestellten Chromatographieharze sehr empfindlich sind.
Trotz vorgeschalteter Ultrafiltration wurde das 1gG-Harz durch die Enzyml6sung so stark des-

! Durch den Einsatz kontinuierlicher Kulturtechnik konnten im Institut fiir Biotechnologie inzwischen 300 units der
GalNACT3 aus CHO-Zellen gewonnen werden (Eisenkritzer, 1959).
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aktiviert, daB es nach fiinf bis sechs Zyklen ausgetauscht werden muBte. Eine Alternative
bietet die Anwendung konventioneller, robusterer TIonentauscherharze.

8.3 Synthese und Aufreinigung von Nucleotidzuckern

8.3.1 Bewertung der Synthese von GDP-Fucose

GDP-Fucose konnte durch eine chemische Synthese von nur zwei Stufen hergestellt werden
(vgl. Kap. 4.1). Die isolierte Ausbeute von etwa 10% ist zwar vergleichsweise niedrig, dafiir
konnte jedoch der Aufwand fiir Synthese und Trennoperationen minimiert werden. Zudem
kann beim Einsatz eines fliichtigen Puffers fiir die Ionentauschchromatographie auf die ab-
schlieBende Nanofiltration verzichtet werden (vgl. Kap. 4.2). Man erhilt ein zwar salzhalti-
ges, aber ansonsten reines Produkt, das als Substrat fiir Fucosyltransferasen geeignet ist.

Das Verfahren komplementiert die etablierten Synthesen, da es sehr gut zur schnellen
Herstellung kleinerer Nucleotidzucker-Mengen bis in den Gramm-MalBstab geeignet ist.
Aufgrund der unkomplizierten Synthesetechnik ist es besonders fiir biochemisch und biotech-
nologisch ausgerichtete Arbeitsgruppen geeignet.

8.3.2 Einsatz der Nanofiltration zur Aufreinigung von Feinchemikalien

In Verbindung mit der Ionentauschchromatographie ist die Nanofiltration eine effiziente
Methode zur Aufreinigung von Nucleotidzuckern. Beide Aufreinigungsschritte sind zudem
zur MaBstabsvergroflerung geeignet.

Fiir die Aufreinigung der CMP-Neuraminsiure konnte am Institut fiir Biotechnologie alter-
nativ eine fraktionierte Fillung mit Methanol und Diethylether direkt aus der Reaktionslosung
entwickelt werden (nach Martin und Schmidt, 1993). Dadurch entfillt der aufwendige
chromatographische Schritt. Fiir Produkte, bei denen dies nicht mdglich ist, wie zum Beispiel
GDP-Mannose, konnte die hier untersuchte Methode im Gramm-MaBstab eingesetzt werden
(Fey, 1997; Dudziak et al., 1999). Auch zur Isolierung kleiner Produktmengen im Milli-
gramm-Bereich, oft zu wenig fiir Fillungsversuche, ist die Nanofiltration sehr geeignet. So
konnten 60 mg GDP-Fucose mit derselben Membran aufgereinigt werden wie die chemisch

dhnliche GDP-Mannose. Zur MaBstabsverkleinerung konnte zudem ein geeignetes cross flow-
Modul gefunden werden.

Eine weitere Einsatzmoglichkeit im thematischen Bereich dieser Arbeit ergibt sich bei der

enzymatischen Glycosylierung von Peptiden (vgl. Kap. 6): Die Zwischenprodukte der ersten
und zweiten Reaktionsstufe wurden chromatographisch gereinigt, da eine Reihe von Kompo-
nenten abgetrennt werden muf3ten:

! Fiir 530 DM erhilt man bei Pharmacia wahlweise 10 mL IgG-Sepharose Fast Flow oder knapp 500 mL DEAE Sepharose
Fast Flow.
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o Salze der unterschiedlichen Pufferlésungen

o Monosaccharide, die im Galactosidase/GalNAc-Transferase-System durch Hydrolyse der
in 0,5 molarer Konzentration eingesetzten Lactose entstehen.

Geldnge dies durch Nanofiltration, so kénnten zwei chromatographische Schritte eingespart
werden. Der vereinfachte Proze8 zur Glycosylierung von MUCla“ ist in Abbildung 8.1 darge-

stellt.!

MUC1a‘“GalNAc MUC1a‘-core2
(GalNACcT) (Galactosidase/GIcNAcT)

MUC1a‘-SLex
(GalT, SiaT, FucT)

Abb. 8.1: Nanofiltration in der Glycopeptidsynthese — Substitution chromatographischer

Trennoperationen durch Membranprozesse

Zur Bewertung der Einsatzmoglichkeiten der Nanofiltration wurden Retentionsmessungen mit
MES-Puffer, Glucose, MUC1a‘-Peptid sowie dem MUCla‘-GalNAc-Glycopeptid im Mini-
cross flow-Modul durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8.2 wiedergegeben.
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Abb. 8.2: Membrangestiitzte Aufreinigung von Glycopeptiden; Retentionsmessungen (links,
MXO07, 4°C) und simulierte Ausspiilung der Reaktionskomponenten (rechts)

Die Retention des linearen Peptids ist zwar miBig, fir das verzweigte GalNAc-Analogon
wurde jedoch mit 0,985 bereits ein Wert gefunden, der eine Abreicherung von Monosaccha-

! Die Enzyme konnen in der Reaktionslosung verbleiben, lediglich die Galactosidase miiite vor dem Einsatz der

Galactosyltransferase durch eine Ultrafiltration abgetrennt werden.
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riden und Pufferionen realistisch erscheinen 148t. Eine Simulation des Ausspiilvorgangs zeigt,
daB eine Verringerung des Monosaccharidgehalts auf 5% der Ausgangskonzentration bei
90%iger Ausbeute des GalNAc-Peptids moéglich sein sollte.

Bei einer anschlieBenden Diafiltration wurde die Aufreinigung von MUCla‘-GalNAc aus der
Reaktionslosung untersucht. Tris-Puffer zeigte mit einer Retention von 0,66 ein &#hnliches
Verhalten wie MES-Puffer, fiir das Produkt tat sich jedoch eine Bilanzliicke auf: Einerseits
nahm die Konzentration des Glycopeptids im Retentat deutlich ab, andererseits konnte es
nicht im Permeat wiedergefunden werden. Die Retention betrug 0,984 und entsprach somit
dem Erwartungswert. Das Diafiltrationsexperiment ist in Abbildung 8.3 wiedergegeben.
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Abb. 8.3:  Diafiltrationsexperiment zur Aufreinigung von Glycopeptiden; gestrichelte Linie:
mittlere gemessene Retention fiir MUC1a’GalNAc (MX07; 4°C)

Die Bilanzliicke wurde wahrscheinlich durch Adsorption des Glycopeptids an der Membran
hervorgerufen. Da das Problem jedoch nicht durch Vorbelegung der Membrén mit BSA
gelost werden komnte, wiren umfangreichere Untersuchungen notwendig. Zum Beispiel
konnten in einem erneuten Membranscreening Membranen gesucht werden, die sich durch
eine  geringe Proteinadsorption  auszeichmen. Die prinzipielle Eignung  der

Nanofiltrationstechnik zur Aufreinigung von Glycopeptiden konnte jedoch bereits
demonstriert werden.
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8.4 Mehrenzymsysteme zur Synthese O-glycosidischer core-Strukturen

8.4.1 Bewertung der Verfahren

Mit den hier vorgestellten Mehrenzymsystemen konnten erstmalig Transglycosylierungs-
reaktionen zu anndhernd quantitativen Ausbeuten gefilhrt werden. Das Prinzip, das Produkt
der Transglycosylierung in situ durch eine quasi irreversible Folgereaktion abzufangen und so
dem Reaktionssystem zu entziehen, ist jedoch nicht neu. Aus diesem Grund soll das in dieser
Arbeit untersuchte Galactosidase/Sialyltransferase-System (sieche Kap. 5.5) mit fritheren
Ansiitzen verglichen werden.

Kren und Thiem sowie Herrmann et al. setzten Anfang der neunziger Jahre eine Galacto-
sidase in Kombination mit einer Sialyltransferase zur Synthese von Trisacchariden ein. Die
Reaktionssysteme waren komplexer als die hier untersuchten, da sie in beiden Féllen Enzyme
zur Aktivierung der Neuraminsiure enthielten. Die Ausbeuten waren deutlich niedriger.! Das
System von Herrman et al. wurde bereits in Abbildung 1.9 skizziert. Im hier untersuchten
System wurde CMP-Neuraminsiure in stéchiometrischen Mengen zugegeben, und zwar aus
mehreren Griinden: Einerseits wurde der Nucleotidzucker im Institut fiir Biotechnologie mit
einem effizienten enzymatischen Proze im Multigramm-Mafstab synthetisiert und aufge-
reinigt. Das Substrat stand also in hinreichender Menge zur Verfiigung (vgl. Kap. 4, Abb.
4.2). Andererseits ist eine Entkopplung der Nucleotidzuckersynthese von der Oligosaccharid-
synthese erforderlich, da bei der Optimierung der beiden Einzelreaktionen unterschiedliche
Kriterien im Vordergrund stehen: Die CMP-Neuraminsiure-Synthese wurde im Hinblick auf
ein moglichst kostengiinstiges Gesamtverfahren entwickelt. Die Oligosaccharidsynthese ist
jedoch nur eine von mehreren Stufen zum Aufbau O-glycosidischer Strukturen. Somit muf
die Ausbeute in Bezug auf die Akzeptorkomponente maximiert werden. Der Preis des
Nucleotidzuckers spielt dabei eine untergeordnete Rolle.”

Im Galactosidase/GlcNAc-Transferase-System ist der stchiometrische Einsatz des UDP-
GlcNAc notwendig, da UDP-GIcNAc chemoenzymatisch hergestellt wird. Zudem ist der
Nucleotidzucker zu einem Grammpreis von 900 DM vergleichsweise preisgiinstig erhdltlich.

8.4.2 Verfiigbarkeit der Galactosidase

Wihrend Galactosidasen zur Kniipfung der (B1-4)-Bindung duSerst preisgiinstig in hohen
Aktivititen aus Mikroorganismen gewonnen werden konnen, mufl das hier verwendete

Die analytische Ausbeute bezogen auf das Donorsubstrat NeuSAc betrug 45% bei Kren und Thiem. Herrmann et al.

bestimmten die Ausbeute erst nach der Aufreinigung, sie lag bei 26%. In b;idgn Fillen v;tzlrde gc;,crze Akzemrpg)kr1 bl;lll wU:r‘g:gh;ji
eingesetzt. In den hier beschriebenen Systemen betrugen die Ausbeutep 90 > bezogen aut den ptor. 1
DOIglor:n im I"Jbzr;sche\iﬁ :isggesetzt, da n}}'; Glycopeptiden sehr hochpreisige Akzeptoren umgesetzt werden sollten (vgl. die

folgende Diskussion). . . i i i
2 Allein das Tetrasacclzarid Sialyl-Lewis™ — nicht verkniipft mit einem Aglycon ~ wird von der Firma Sigma zum Preis von

566 DM/mg angeboten.



118 8 Diskussion und Ausblick

Enzym aus Stierhoden aufgereinigt werden, weshalb der Preis eher dem von Glycosyltrans-
ferasen entspricht (vgl. Tab. 8.1).

Enzym Preis / DM pro unit Haupt-Regioisomer

(B1-4)

B1,4-Galactosyltransferase 60°

o.1,3/4-Fucosyltransferase I 3700°

* Daiwa Kasai, 1992;° Sigma, 1999; ° Calbiochem, 1999

Tab. 8.1: Preise einiger Galactosidasen und Glycosyltransferasen.

Durch Clonierung der Stierhoden-Galactosidase und Expression in Bakterien oder Hefen
konnten die Kosten massiv gesenkt werden. Im iibrigen wurden kiirzlich erstmalig mikro-
bielle Galactosidasen mit hoher (B1-3)-Spezifitit eingesetzt, beispielsweise ein Enzym aus
Xanthomonas manihotis (Fajimoto, 1997). Eine B1,3-spezifische Galactosidase aus Bacillus
circulans konnte cloniert und in Escherichia coli exprimiert werden (Fujimoto et al., 1998).

8.4.3 Synthese aktivierter Oligosaccharide

Einen interessanten Ansatz zur Synthese von Oligosacchariden verfolgt die Diisseldorfer
Arbeitsgruppe um Dr. Elling. Durch den Einsatz von Glycosidasen und Glycosyltransferasen
konnen aktivierte Oligosaccharide aufgebaut werden.! So konnte zum Beispiel die UDP-
verkniipfte corel-Struktur mit der Stierhoden-Galactosidase gebildet werden. Ubertriige eine

GalNAc-Transferase dieses Disaccharid, so konnte ein neuartiger Zugang zu corel-Glyco-
peptiden aufgezeigt werden.

Das aktivierte Disaccharid soll mit dem Galactosidase/Sialyltransferase-System synthetisiert
werden. Die Neuraminséure dient dabei als Schutzgruppe und wird im Anschluff wieder abge-
spalten. Die komplette Strategie ist in Abbildung 8.4 skizziert.

! Dieses Projekt wird von der DFG unterstiitzt (EL 135/4-1). Die hier beschriebenen praktischen Arbeiten wurden in
Zusammenarbeit mit Frau Dipl.-Biol. Veronika Nieder durchgefiihrt.
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Untersuchungen zeigten, da8 das Transgalactosylierangsprodukt corel-UDP ein Substrat fiir
die 02,3-O-Sialyltransferase ist. In einem ersten Syntheseversuch mit dem Galactosidase/
Sialyltransferase-System konnte innerhalb von zwei Tagen eine Ausbeute von etwa 30%
erzielt werden. Dieser Wert sollte durch eine Optimierung des Verhiltnisses der Enzym-
aktivititen deutlich verbessert werden konnen. Abbildung 8.5 zeigt den Reaktionsverlauf.

(o]

Abb. 8.4: Synthese von corel-UDP
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Abb. 8.5: Enzymatische Synthese von Sia-corel-UDP .
(0,5 M Lac; 20 mM UDP-GalNAc; 30 mM CMP-Neu5Ac; 500 mU/mL Galactosidase;

100 mU/mL SiaT; 10 U/mL CIAP; 0,5 mg/mL BSA; 50 mM MES; pH 6,5)
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8.5 Glycosylierung von Peptiden

Durch den Einsatz des Galactosidase/GlcNAc-Transferase-Systems in Verbindung mit der
GalNAc-Transferase 3 konnte erstmals ein natiirliches O-Glycosid enzymatisch an einem
Peptid aufgebaut werden. Die resultierende core2-Struktur wurde durch den Einsatz kommer-
ziell erhaltlicher Glycosyltransferasen zum Sialyl Lewis™-Hexasaccharid erweitert.

Da der PSGL-1 N-Terminus bislang noch nicht glycosyliert werden konnte, sollen hier einige
Mbglichkeiten zur Synthese der Zielstruktur diskutiert werden.

8.5.1 Aufbau von core-Strukturen auf PSGL-1

Zum Aufbau O-glycosidischer core-Strukturen kénnen mehrere Moglichkeiten in Betracht
gezogen werden:

e Verwendung der GalNAc-Transferase 4 und der f1,3-Galactosyltransferase
e Einsatz der GaNAc-Transferase 4 sowie eines Mehrenzymsystems
e In vivo-Produktion von PSGL-1-Glycopeptiden und remodelling der Zuckerstruktur

Verwendung der GalNAc-Transferase 4 und der 1,3-Galactosyltransferase

Der PSGL-1 N-Terminus konnte nicht glycosyliert werden, da eine geeignete GaINAc-Trans-
ferase bisher nicht zur Verfligung stand (vgl. Kap. 6.1.2). Die GalNAc-Transferase 4 ist hier-
fiir geeignet, sie zeigt mit PSGL-1 allerdings nur eine sehr geringe Aktivitit. Erschwerend
kommt hinzu, daBB die Expressionsraten der bisher fermentierten CHO-Clone sehr niedrig

sind. Zur Gewinnung von nur 100 mU miifite eine Fermentation in der Gré8enordnung von 70
Litern durchgefiihrt werden.!

Die Galactosyltransferase zur Synthese der corel-Struktur ist bisher nicht rekombinant

verfiigbar, eine Aufreinigung aus natiirlicher Quelle auBerordentlich schwierig und zeitauf-
wendig. Diese Variante scheint somit kaum realisierbar.

Einsatz der GalNAc-Transferase 4 sowie eines Mehrenzymsystems

Der Einsatz eines Galactosidase/Glycosyltransferase-Systems zur Synthese von core-Struk-
turen am Peptid sollte zwar grundsitzlich mdglich sein, konnte aber bisher noch nicht an

PSGL-1 demonstriert werden. Zudem miifte auch hier eine hinreichende Aktivitit der
GalNAc-Transferase 4 gewonnen werden.

! Die GalNACT 4 konnte im I'nstitut fiir Biotechnologie in Suspensionskultur mit einer Aktivitit von 0,25 U/L exprimiert
werden. Das Enzym zeigt fir PSGL-1 eine relative Aktivitit von 1,5% verglichen mit dem Assaypeptid (vgl. Tab. 6.1).
Beriicksichtigt man einen 50%igen Aktivititsverlust bei der Aufreinigung und nimmt die Synthese des MUC1a‘-GalNAc-

Ezpticisozls?’;\/laﬁstab, so lieBen sich mit dieser Aktivitit maximal 150 mg des PSGL-~1-Undecapeptids glycosylieren (vgl.
p. 10.6.3).
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In vivo-Produktion von Glycopeptiden

Eine interessante Alternative wire die Expression eines PSGL-1-Protein A-Fusionsproteins in
CHO-Zellen. Das sekretierte Protein konnte durch IgG-Affinititschromatographie aufgerei-
nigt werden. Aufgrund der in CHO-Zellen vorhandenen Glycosyltransferasen® wiirden am
Peptid ir vivo voraussichtlich sialylierte corel-Strukturen erzeugt. Die Neuraminsiure-Reste
miiBten demnach zunéchst mit einer Sialidase abgespalten werden.” Basierend auf dem corel-
Grundmuster konnte dann eine Reihe unterschiedlicher Strukturen mit Glycosyltransferasen
aufgebaut werden. AbschlieBend wiirden die Produkte erneut an IgG-Sepharose aufgereinigt
und der Protein A-Teil abgespalten.’ Das um den Aufreinigungs-tag verlingerte PSGL-1 hitte
eine ausreichende Grofe, um durch eine Ultrafiltrationsmembran zuriickgehalten zu werden.

Somit konnte eine einfache Aufreinigung der Zwischenprodukte realisiert werden.

Auf diese Weise vereinigte man in einer kombinierten in vivo/in vitro-Strategie die Vorteile
beider Ansitze: Einerseits werden in einem zellkulturtechnischen Verfahren Glycosylierungs-
muster auf dem Biosyntheseweg erzeugt, die enzymatisch nur schwer erhalten werden
kénnen. Andererseits kénnen in vitro definierte Glycoside synthetisiert werden, wihrend man
in vivo immer Produktgemische erhilt. Nicht zuletzt konnten so die in vivo- und in vitro-
Teilprojekte bei einem Folgeprojekt noch stirker verzahnt werden (vgl. Kap. 1.4). Die Abbil-
dung 8.6 faBit die Strategie zusammen.

Kritisch konnte bei diesem Ansatz die Produktivitit des Systems sein: Obwohl in CHO-
Kulturen Expressionsraten von bis zu 1 g Fremdprotein pro Liter erzielt wurden (Werner,
1994), sind Ausbeuten von 10-100 mg jedoch eher die Regel (Biselli, 1999).

! CHO-Zellen exprimieren GalNAc-Ts, SiaTs sowie die B1,3-GalT zum Aufbau der core1-Struktur. Die core2-Struktur wird

mangels $1,6-GIcNACT nicht erzeugt. .
’Da Pfoteig A auBerdem N-Glycoside enthilt, miiften diese eventuell durch Endoglycosidasen abgespalten werden.

3 Fiir diesen Zweck miifite eine cleavage site insertiert werden. Hierbei handelt es sich um eine Aminoséiuresequenz, die
spezifisch durch eine Protease gespalten wird.
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Zellkultur IgG-Affinitats- Remodelling lgG-Affinitats-
PSGL-1-Produktion chromatographie Ultrafiltration chromatographie

Abb. 8.6: Kombinierte in vivo/in vitro-Produktion glycosylierter PSGL-1-Peptide

8.5.2 Aufbau von Poly-LacNAc-Strukturen

Das in dieser Arbeit synthetisierte Hexasaccharid ist eines der einfachsten potentiell bioakti-
ven Glycoside an PSGL-1. Bei einer Analyse der PSGL-1-Glycane konnten auBerdem
sialylierte und fucosylierte Poly-LacNAc-Einheiten gefunden werden (Wilkins et al., 1996).
Da bisher nicht bekannt ist, ob diese verlidngerten Strukturen biologisch relevant sind, wire

ihre Synthese ein interessantes Projekt. Die wichtigsten potentiell bioaktiven Glycane sind in
Abbildung 8.7 dargestelit.

Die enzymatische Synthese von sialylierten und fucosylierten Poly-LacNAc-Oligosaccha-
riden wurde in den letzten Jahren intensiv von einer finnischen Arbeitsgruppe untersucht
(Renkonen et al., 1997; Salminen et al., 1997; Ribini et al., 1998). Da die fiir die Poly-
LacNAc-Synthese bendtigte B1,3-GIcNAc-Transferase bisher nur sehr schlecht aus humanem
Blutserum zugénglich war (Piller und Cartron, 1983; Yates und Watkins, 1983), wurde das
Oligosaccharid fiir diese Arbeiten aus humanen Tumorzellinien gewonnen (Leppénen et al.,
1991). Inzwischen konnte das Enzym von Fukuda und Mitarbeitern sowie von der Ziircher

Arbeitsgruppe um Prof. Berger cloniert werden (Sasaki et al., 1997), so daB eine priparative
enzymatische Synthese der Poly-LacNAc-Struktur moglich scheint.
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Abb. 8.7: AnPSGL-1 gebundene O-Glycane; nach Wilkins et al., 1996

Zur Poly-LacNAc-Synthese stehen mehrere Galactosyltransferasen zur Wahl (vgl. Kap.
6.3.1). Die Arbeitsgruppen um Clausen und Fukuda zeigten an para-Nitrophenyl-gebundenen
Modellglycosiden, daB die Linge eines Poly-LacNAc-Saccharids auf die Aktivitdt der
Galactosyltransferase 1 keinen EinfluB hat. Die Aktivitdt der Galactosyltransferase 4 ist
dagegen reziprok zur Kettenlinge (Ujita et al., 1998). Wihrend also erstere moglicherweise
effektiver beim Aufbau langer Ketten ist, konnte letztere zur Synthese definierter Ketten-

léngen eingesetzt werden.

Zur Herstellung mehrfach fucosylierter Strukturen miissen verschiedene Enzyme eingesetzt
werden (vgl. Kap. 6.3.3). Es konnte gezeigt werden, da durch den Einsatz der Fucosyltrans-
ferasen IV! und VII eine vollstindige Fucosylierung méglich ist (Niemeld ez al., 1998). Die
Kinetik der hier aufgefiibrten Enzyme wurde bisher nur in Ansitzen untersucht, fiir eine
effektive Synthese wiren umfangreiche Studien erforderlich. Enzyme, die zum Aufbau
sialylierter und fucosylierter Poly-LacNAc-Strukturen eingesetzt werden konnen, sind in

Abbildung 8.8 aufgefiihrt.

' Die Clonierung der FucT IV wurde erstmals 1991 von Lowe et al. publiziert.
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Abb. 8.8: Enzyme zum Aufbau sialylierter und fucosylierter Poly-LacNAc-Strukturen

8.6 Sulfatierung von PSGL-1

Die Aktualitit der Fragestellungen des EU-Projektes 148t sich durch die Fiille neuer Erkennt-
nisse veranschaulichen, die wihrend der letzten drei Jahre zu diesem Themengebiet publiziert
wurden (vgl. Kap. 11). Dazu geh6rt auch das Wissen um die Sulfatierung des natiirlichen
PSGL-1-Proteins. Obwohl die enzymatische Sulfatierung nicht in der Projektplanung beriick-
sichtigt wurde, konnten im Zuge dieser Arbeit erste Versuche zu dieser Thematik unternom-
men werden. Nach einer kurzen Einleitung werden die eigenen Fehlschlige beim Einsatz
einer bakteriellen Sulfotransferase erldutert. AbschlieBend wird ein Enzym mit geeignetem

Substratspektrum vorgestellt, das inzwischen von der Copenhagener Arbeitsgruppe cloniert
werden konnte.

Die Sulfatierung von Tyrosyl-Seitenketten in Proteinen ist eine héufig anzutreffende
posttranslationale Modifikation, schitzungsweise 10% aller Tyrosinreste in Proteinen sind
sulfatiert (Huttner, 1987; Niehrs ez al., 1994). Sie findet wie die Glycosylierung im Golgi-
Komplex statt (Béuerle und Huttner, 1987). Obwohl die Bedeutung der Sulfatierung in den
meisten Fillen unbekannt ist, konnte gezeigt werden, daB die biologische Aktivitit einiger
regulatorischer Peptide und Proteine erhoht wird (Bodanszky et al., 1978; Penke et al., 1984;
Stone und Hofsteenge, 1986; Suiko und Liu, 1988; Hortin et al., 1989; Hofsteenge et al.,
1990). Zudem kann Sulfatierung die biologische Halbwertzeit von Proteinen beeinflussen und
die Sekretion beschleunigen (Niehrs et al., 1994).

Die Aufreinigung einer Tyrosylprotein-Sulfotransferase wurde erstmalig 1990 von Niehrs und
Huttner beschrieben (Niehrs und Huttner, 1990), die Clonierung zweier homologer Sequenzen
aber erst 1998 publiziert (Beisswanger et al., 1998; Ouyang und Moore, 1998; Ouyang ef al.,
1998).



8 Diskussion und Ausblick 195

8.6.1 Untersuchungen zur Sulfatierung mit einer bakteriellen Sulfotransferase

Da die Tyrosylprotein-Sulfotransferase nur schwer zuginglich war, wurden Versuche zur
Sulfatierung mit einer bakteriellen Arylsulfotransferase unternommen, die uns von der Firma
Bio-Technical Resources (Manitowoc, USA) zu Verfiigung gestellt worden war (Grund,
1995). Das Enzym, das aus Clostridium innocuum isoliert wurde, tibertrégt Sulfatgruppen auf
phenolische OH-Gruppen, also auch auf Tyrosin. Als Donor diente Paranitrophenylsulfat
(pnp-Sulfat — vgl. Abb. 8.9).!

OS0gH OH OH 0SO4H
© /EQ/ Arylsulfotransferase
+ - +
NO, R'HN COOR? NO, RHN COOR?
pnp-Sulfat Tyrosin-Rest R!, R2 Peptidketten, kleine Reste, H
OH 0soH
Tyrosyiprotein-Sulfotransferase
RHN COOR? RH COOR?
NH, NH,
= N
° P T ) P 1)
-0—S—0—P— o -o—l|=— o N
| ] o
(o) o
O
[0}
] O OH
b on -o—%/
PAPS (,3 o R!, R2: Peptidketten

Abb. 8.9: Enzymatische Sulfatierung durch Aryl- und Tyrosylprotein-Sulfotransferase
(PAPS: 3‘-Phosphoadenosin 5 ‘-phosphosulfat)

Es zeigte sich jedoch, dal das Enzym vergleichbare Substratspezifititen wie andere bisher
untersuchte mikrobielle Sulfotransferasen aufweist. Dem Tyrosin benachbarte Sduregruppen,

! Es handelt sich dabei um eine Gleichgewichtreaktion, die durch einen UberschuB an pnp-Sulfat annéhernd vollstindig zum
Produkt verschoben werden kann.
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wie sie im PSGL-1 gehéuft anzutreffen sind, wirken inhibierend (Kobashi und Kim, 1986;
Kobashi et al., 1987). Dementsprechend konnte fiir das PSGL-1-Peptid keine Produktbildung
nachgewiesen werden. Modifizierte Péptide, bei denen die Carbonsiuregruppen eliminiert
worden waren, wurden dagegen sehr gut umgesetzt. Abbildung 8.10 zeigt die Sulfatierungs-
versuche. Da eine Substitution der Aminosiuren mit Carboxyl-Seitenketten mit Sicherheit
Auswirkungen auf die biologische Aktivitit des Peptids hat — schlieflich sollen durch die
Sulfatierung zusitzliche Saurefunktionen eingefiigt werden — wurde von einem préparativen
Einsatz des Enzyms abgesehen.1

w

n

[y

tibertragenes Sulfat pro Molekdl / -

[«

PSGL-1 Peptid (a) Peptid (b) Leu-Enkephalin

Abb. 8.10: Sulfatie.rung von Peptiden mit mikrobieller Arylsulfotransferase; Tests mit PSGL-1
N-Terminus, modifizierten PSGL-1-Peptiden und dem Assaypeptid Leu-Enkephalin
(Y = Tyrosin, Aminoséuren mit Carbonsdure-Seitenketten unterstrichen;

Assaybedingungen: 5 mM pnp-Sulfat; 0,5 mM Peptid; 100 mU/mL Sulfotransferase;
100 mM Tris; pH 8; 37°C, 16 h).

1 o . o
Tatsichlich erhthen Sulfat-, Phosphat- und Carboxylgruppen, aber auch Nitrat und Jodid die biologische Aktivitit eini
A . . ) tht einiger
Peptide in dhnlicher Weise (Hofsteenge et al., 1990; Winant et al., 1991; Muramatsu ez al., 199 4). 2 ivitidt einig
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8.6.2 Einsatz einer Tyrosylprotein-Sulfotransferase

Nachdem die Sequenzen zweier Tyrosylprotein-Sulfotransferase-Gene verdffentlicht worden
waren, exprimierte die Copenhagener Arbeitsgruppe die beiden entsprechenden Enzyme in
Baculo/S{9-Systemen.

Tyrosylprotein-Sulfotransferasen katalysieren die Sulfatiibertragung vom Sulfo-Nucleotid®
auf Tyrosinreste in Peptiden, wobei bei diesem Enzym benachbarte Sidurefunktionen aktivie-
rend wirken (Niehrs et al., 1990; Niehrs et al., 1992; Bundgaard et al., 1997). Die Sulfa-
tierung eines PSGL-1 N-terminalen Peptides konnte nachgewiesen werden (Ouyang et al.,
1998). Da bis auf den Beweis der prinzipiellen Machbarkeit keine weiteren Arbeiten vorlie-
gen, wire die Untersuchung der PSGL-1-Sulfatierung in Zusammenarbeit mit dem Copen-
hagener und dem Utrechter Arbeitskreis ein interessantes Projekt. Folgende Aspekte konnten
untersucht werden:

e Fermentation und Aufreinigung einer Sulfotransferase: Die Fermentation wurde
bereits im LabormaBstab in Copenhagen durchgefiihrt, ein Aufreinigungsprotokoll aller-
dings noch nicht ausgearbeitet.

¢ Untersuchung des Reaktionssystems und der Kinetik der Sulfotransferase: Dies kann
fiir das Enzym im allgemeinen sowie fiir PSGL-1-Peptide im speziellen erfolgen. So wire
zum Beispiel zu untersuchen, welche der drei Tyrosin-Reste sulfatiert werden. Um sich in
diesem Gebiet von anderen biochemisch arbeitenden Arbeitskreisen abzuheben, wire eine
Strukturuntersuchung der Sulfopeptide mittels NMR-Spektroskopie durch den Utrechter
Arbeitskreis erforderlich. AufschluBreich kénnte auch der Vergleich glycosylierter und
nichtglycosylierter Peptide als Akzeptoren sein.

e Priiparative Synthese von Sulfopeptiden: Auch hier konnen neben PSGL-1 andere
Peptide bearbeitet werden. Sollte an einem EU-Folgeprojekt eine Firma beteiligt sein, die
Peptide synthetisiert, so bestiinde hier moglicherweise Interesse an der Entwicklung eines

Standardprotokolls zur Sulfatierung.

8.7 Chemoenzymatische Glycopeptidsynthese

Durch die Integration eines enzymatischen Glycosylierungsschrittes in die chemische
Glycopeptid-Synthese konnte ein schneller und effizienter Weg zu Aminosdure-Glycosiden
aufgezeigt werden. Das Trisaccharid konnte so ausgehend von GalNAc-Threonin mit einer
Ausbeute von 50% hergestellt werden, was mit chemischen Methoden bisher nicht erreicht
werden kann (vgl. Kapitel 7). Zudem konnte die Zahl der Synthesestufen erheblich reduziert

werden.

'3 *-Phosphoadenosin 5¢-phosphosulfat (PAPS) — vgl. Abb. 8.9
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Interessant wiire ein direkter Vergleich von chemischer sowie chemoenzymatischer Synthese
mit der enzymatischen Glycosylierung. Dieser kann allerdings erst zu einem spéteren Zeit-
punkt angestellt werden, wenn die Implementierung des Sialyl-corel-Thr-Bausteins erfolgt
sein wird. So muf} noch gezeigt werden, daf das Trisaccharid in guter Ausbeute geschiitzt und
in der Festphasensynthese eingesetzt werden kann.

Bei einem Blick in die Literatur finden sich eine Reihe weiterer tumorassoziierter Antigene,
die mit den in dieser Arbeit untersuchten Methoden synthetisiert werden konnen, etwa die F1-
o-Struktur Gal(B1-4)GIcNAc(B1-6)GalNAc (Qiu und Koganty, 1997a). Die Darstellung
durch den Einsatz des Galactosidase/GIlcNAc-Transferase-Systems sowie einer B1,4-Galacto-
syltransferase ist in Abbildung 8.11 skizziert.

B-Galactosidase _

B1-6GIcNAcT

N B-1,4-GalT
Ho% g
AchN
Fmoc-HNjiﬂ/OtBu

Abb. 8.11: Chemoenzymatische Synthese der F1-0-Struktur




»Schlage die Trommel und fiirchte Dich nicht“
Heinrich Heine

9 Zusammenfassung

Gegenstand der Arbeit ist die Entwicklung und Optimierung enzymatischer Synthesen zur

Synthese natiirlicher O-glycosidischer Strukturen an Peptiden.

9.1 Bereitstellung von Glycosyltransferasen

In einem 20 L-Reaktor wurden mit einem Baculo/Sf9-Expressionssystem 128 U einer
GalNAc-Transferase 3 produziert. Ein Teil des Enzyms, mit dem die Glycosylierung
von Peptiden initiiert werden kann, wurde durch Ionentauschchromatographie aufgereinigt.
Dabei konnten 21 U mit 57%iger Ausbeute gewonnen werden.

Mittels IgG-Affinitdtschromatographie wurden 14 U der core2-GlcNAc-Transferase
aufgereinigt. Die Ausbeute betrug 80%.

9.2 Synthese und Aufreinigung von Nucleotidzuckern

Es wurde eine zweistufige GDP-Fucose-Synthese entwickelt. Die Ausbeute betrug 14%,
was angesichts des hohen Preises des Produkts akzeptabel ist. Es wird zwar ein Ano-
merengemisch gebildet, das Nebenprodukt kann im Alkalischen jedoch selektiv hydroly-

siert werden.

Zur Entsalzung der Nucleotidzucker CMP-Neuraminséure und GDP-Fucose nach der
Aufreinigung durch Ionentauschchromatographie wurde ein Nanofiltrationsverfahren
entwickelt. Die Ausbeuten betrugen >90% fir CMP-Neuraminsdure und 88% fiir GDP-
Fucose bei Reinheiten von 95% beziehungsweise 90%. Die Eignung des Verfahrens
konnte durch die Aufreinigung von je 60 mg der Produkte demonstriert werden.

9.3 Reaktionstechnische Optimierung von Mehrenzymsystemen

Zur Synthese O-glycosidischer core-Strukturen wurde eine P-Galactosidase aus
Stierhoden in Kombination mit einer P1,6-GlcNAc-Transferase oder alternativ mit einer

02,3-O-Sialyltransferase eingesetzt. Die Reaktionssysteme wurden untersucht und die

Enzyme kinetisch charakterisiert.

Nach der Optimierung der Mehrenzymsysteme konnten die Produkte core6-Bn und
Sialyl-corel-Bn jeweils in Ausbeuten von 90% erhalten werden. Somit wurden
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Glycosidase-katalysierte Transglycosylierungen erstmals mit nahezu quantitativen
Ausbeuten durchgefiihrt.

Im Galactosidase/GlcN Ac-Transferase-System wurde die Ausbeute des Zwischenprodukts
core2-Bn mit einem genetischen Algorithmus verdoppelt. Durch diesen Erfolg konnte die
Eignung eines empirischen Optimierverfahrens fiir komplexe Systeme demonstriert
werden.

9.4 Enzymatische Glycosylierung von Peptiden

Durch den Emsatz der GalNAc-Transferase 3 konnte das MUC1a‘-GalNAc-Glycopeptid
mit 95%iger Ausbeute synthetisiert werden. Es wurden 150 mg des Produkts isoliert.
Das PSGL-1-Peptid konnte mit der GaINAc-Transferase 3 nicht glycosyliert werden, da es
faktisch kein Substrat fiir dieses Enzym ist.

Die core2-Struktur konnte mit dem Galactosidase/GlcNAc-Transferase-System auf dem
Glycopeptid aufgebaut werden. Uberraschenderweise wird die core2-Struktur nicht in einer
Folgereaktion zu core6 hydrolysiert. Die Ausbeute des core2-Peptids betrug 30%.
Unseres Wissens ist dies das erste Beispiel einer Transglycosylierung zur Darstellung
O-glycosidischer Strukturen am Peptid.

Aufbauend auf MUCla‘-core2 wurde die Sialyl-Lewis*-Struktur durch den Einsatz dreier
kommerziell erhltlicher Glycosyltransferasen synthetisiert. Das Hexasaccharid konnte mit

einer Gesamtausbeute von 23% fiir alle fiinf enzymatischen Reaktionsschritte am Peptid
aufgebaut werden.

Jedes Glycopeptid wurde im Milligramm-MaBstab aufgereinigt und den EU-Projekt-
Partnern fiir Strukturuntersuchungen zur Verfiigung gestellt.

9.5 Herstellung eines Bausteins zur chemischen Peptidsynthese

In Kooperation mit dem Arbeitskreis Prof. Kunz in Mainz wurde eine chemoenzymatische
Glycopeptidsynthese entwickelt, die Vorteile des chemischen wie des enzymatischen
Verfahrens vereint. Dabei wird die Sialyl-corel-Trisaccharidstruktur enzymatisch auf
einem GalNAc-Zucker aufgebaut, der mit einem geschiitzten Threonin-Rest verkniipft ist.

Da die geschiitzte Aminosdure nahezu unléslich in Wasser ist, wurden Cyclodextrine als

Losungsvermittler eingesetzt. Mit Dimethyl-B-cyclodextrin konnte die Léslichkeit des
Substrats um das 100-fache gesteigert werden.

Durch den Einsatz des Galactosidase/Sialyltransferase-Systems konnte das Produkt Sialyl-

corel-Thr priparativ mit 50%iger Ausbeute gewonnen werden. Es wurden 100 mg
isoliert.



»Und gib dir Miihe, nicht solchen Blédsinn zu schreiben.
Fakten, Fakten und Fakten, und die Hauptsache,
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10 Material und Methoden

10.1 Analytik

10.1.1 HPLC-Systeme

HPLC-System 1

Das reverse phase-System wurde zur Analytik von Benzylglycosiden und Peptiden einge-
setzt.

S 1100 Solvent Delivery System Sykam, Gilching

S 2000 HPLC-Controller Sykam, Gilching

S 8110 Niederdruckmixer Sykam, Gilching

851-AS Probengeber
2151 UV-Detektor

Jasco, GroB-Zimmern
Pharmacia LKB, Freiburg

C-R6A Chromatopac Integrator Sykam, Gilching

Vorsiule: Lichrosorb RP-18 Cartridge Merck, Darmstadt
Séule: Lichrosorb RP-18 Merck, Darmstadt
Séulentemperatur:  25°C

Eluent: H,O/CH;CN/TFA (0,1%)

FluBrate: 0,5 mL/min

Wellenléinge: 195 nm oder 210 nm

HPLC-System 2

System 2 wurde zur Untersuchung des Galactosidase/GlcNAc-Transferase-Systems mit
Benzylglycosiden eingesetzt.

Vakuumentgaser ERC-3312 ERMA CR., iiber Sykam

S 1100 Solvent Delivery System Sykam, Gilching

851-AS Probengeber Jasco, Gro3-Zimmern

Séulenofen GAT-CH-150 Gamma Analysen Technik, iiber Sykam
UV-Detektor Linear™ 206 PHD Linear Instruments, Northport Loop West (USA)
Integrator Pyramid Software Sykam, Gilching

Vorstule: Micro-Guard Cation H Cartridge Bio-Rad, Miinchen

Sdule: Aminex HPX-87-H (300*7.8 mm) Bio-Rad, Miinchen
Siulentemperatur:  65°C

Eluent: 6 mM H,SO,

FluBrate:

isokratisch bei 0,6 mL/min
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Wellenlédnge: 195 nm
Abbildung 10.1 zeigt ein Beispielchromatogramm.

-core2-Bn  13.5 min.
-GalNAc-Bn  33.5min.

-core6-Bn  20.4 min.

-core1-Bn 19,1 min.

=

[ 1o oo oo «do tdo

Abb. 10.1: Beispielchromatogramm des HPLC-Systems 2

HPLC-System 3

Eine von Ryll und Wagner verdffentlichte HPLC-Methode (Ryll und Wagner, 1991) wurde in
modifizierter Form in Edmonton (Kanada) etabliert. Sie erlaubt die Trennung von Guanosin,

GMP, GMP-Fuc, GDP, GDP-Fuc sowie die Auflésung der - und B-Anomere der Zucker-
nucleotide.

HPLC-Pumpen 510 und 590 Waters
automated gradient controller Waters
UV-Detektor 1306 Biorad
Sidule: Resolve C;z 8-100 mm radial pack Waters
Saulentemperatur:  20°C
Eluent: A: 100 mM KH,PO,, 8 mM NBu,HSO, (pH 5,3)
B: 70% A, 30% Methanol
FluBrate: 1 mL/min
Wellenlinge: 254 nm
Gradient: 0 min 0% B
2,5 min 0% B

S min 50% B
30 min 100% B
34 min 100% B
35 min 0% B
45 min 0% B
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HPLC-System 4

Eine préparative HPLC wurde zur Aufreinigung von Benzylglycosiden und Glycopeptiden
eingesetzt.

125 P solvent module Beckman, Miinchen

UV-Detektor 168 NM Beckman, Miinchen

manuelles Ventil zur Probenaufgabe Rheodyne, Cotati, USA
Fraktionssammler Frac 100 Pharmacia LKB, Freiburg

préaparative RP-18-Siulen: CS-Chromatographieservice, Langerwehe
Eluent: H,O/CH;CN/TFA (0,1%)

FluBrate: 3-6 mL/min

Wellenléinge: 210 nm

10.1.2 Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophoresetechnik wurde Ende der siebziger Jahre entwickelt und etablierte
sich inzwischen als Standard-Analyseverfahren in der Biochemie. Die Analyte wandern in
einem elektrischen Feld, das Trennprinzip beruht auf unterschiedlichen Verhiltnissen von
Molekiilladung zu Volumen. Die Kapillarelektrophorese ist also kein chromatographisches
Verfahren,' und eignet sich somit sehr gut als komplementére Methode zur HPLC. Obwohl
die CE-Technik urspriinglich fiir die Protein- und Peptidtrennung entwickelt wurde
(Grossman et al., 1989), wird sie heute fiir eine Vielzahl von Trennproblemen eingesetzt,
etwa zur Enantiomerentrennung (Terabe et al., 1994; Vespalec und Bocek, 1997), zur Zucker-
(Hoffstetter-Kuhn et al., 1991; Vorndran et al., 1992; Stefansson und Novotny, 1993) und zur
Ionenanalyse (Jandik und Jones, 1991; Beck und Engelhardt, 1992).

Zum Einstieg in diesen Themenbereich sind im folgenden einige Monographien und
Ubersichtsartikel aufgefiihrt (Grossman und Colburn, 1992; Engelhardt et al, 1993;
Engelhardt et al., 1994; Oefner und Chiesa, 1994; Roche et al., 1997).

System:
MDQ mit Diodenarray-Detektor Beckman, Miinchen

Die Kapillarelektrophorese wurde fiir folgende Trennprobleme eingesetzt:

* Analyse von Nucleotiden und Zuckernucleotiden - .
Die Methode basiert auf einer von Engelhardt und Mitarbeitern entw1c¥<elten Nuclfeotld-
Analytik (Engelhardt et al., 1993) und wurde fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten

Analysen von Frau Beliczey optimiert.
Kapillare: L = 50 cm, ID = 75 pm; Puffer: 80 mM CAPS; pH 10,4; 30 kV

¢ Analyse von Glycopeptiden . . '
Basierend auf einer Methode von Righetti et al. (Righetti und Nembri, 1997) wurde eine

Glycopeptidanalytik entwickelt. ’
Ka};)illgrg L = 50 cm, ID = 75 um; Puffer: 25 mM Asparagin; 5% Trifluorethanol; 0,25%

Hydroxyethylcellulose (Myw = 50.000 g/mol); pH 3,2; 30 kV

! Chromatographische Verfahren beruben auf Wechselwirkungen zwischen stationérer und mobiler Phase. Bei der CE sind
diese Wechselwirkungen idealerweise nicht vorhanden.
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0,015 4
MUC1a'-core2-Gal (6-4)
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Abb. 10.2: Beispielelektropherogramm fiir die Analyse von Glycopeptiden

10.2 Enzymassays

10.2.1 B-Galactosidase-Assay 1 - Hydrolyse

Als Assayreaktion dient die Hydrolyse von para-Nitrophenyl-B-galactosid (pnp-Gal). Das
dabei freiwerdende p-Nitrophenol kann bei pH 10 als gelbes Phenolat quantifiziert werden.
Assaybedingungen: 5 mM pnp-Gal in 100 pL 100 mM Citrat; pH 4,3; 37°C. Die Reaktion
wird durch einen pH-Shift mit 900 uL Glycin-Puffer (250 mM, pH 10) abgestoppt. Je 200 uL
Probe werden in Microtiterplatten pipettiert und die Extinktion bei 405 nm im
Microplattenleser gemessen. Die Reaktionszeiten werden so gewihlt, daB die Umsitze in
einem Bereich von 2-5% liegen.

Die volumenspezifische Aktivitidt Ay errechnet sich nach:

- (o] (pnp) . VAssaylésung

A 10.1)
Y t vEnzymlﬁsung (
mit Ay U/mL volumenspezifische Aktivitat
c (pnp) pmol/mL Konzentration

t min Zeit
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10.2.2 B-Galactosidase-Assay 2 - Transglycosylierung

Standardbedingungen fiir die Transglycosylierungsreaktion: 30 mM GalNAc-Bn; 0,5 M Lac;
100 mM Citrat pH 4,3; 37°C. Die Reaktion wird durch zehnminiitiges Erhitzen auf 95°C
abgestoppt. Die Reaktionszeiten werden so gewihlt, daB die Umsitze bezogen auf den
Akzeptor GalNAc-Bn unter 5% liegen.

10.2.3 core2-GlcNAcT-Assay

Als Substrat dient Gal(B1-3)GalNAc(a-Bn) (corel-Bn). Substrat und Produkt kénnen auf den
HPLC-Systemen 1 und 2 bei 195 nm detektiert werden. Assaybedingungen: 1 mM corel-Bn,
5 mM UDP-GIcNAc, 10 mM MgCl,, 1 mg/mL BSA, 50 mM MES-Puffer, pH 6,5; 37°C. Die
Reaktion wird durch zehnminiitiges Kochen abgestoppt; die Reaktionszeiten werden so
gewihlt, daB die erzielten Umsitze bezogen auf corel-Bn unter 5% liegen. Die volumen-
spezifische Aktivitit Ay errechnet sich analog zum Galactosidase-Assay (Formel 10.1). Die
massenspezifische Aktivitit Ay ist der Quotient der volumenspezifischen Aktivitdt und der
Proteinkonzentration:

Ay

A = 10.2
MTe (Protein) (10.2)
mit  Am U/mg massenspezifische Aktivitat
Ay U/mL volumenspezifische Aktivitat
¢ (Protein) mg/mL Proteinkonzentration

10.2.4 02,3-O-SiaT-Assay

Als Substrat dient Gal(B1-3)GalNAc(0-Bn) (corel-Bn). Substrat und Produkt wurden auf
HPLC-System 2 bei 195 nm detektiert. Assaybedingungen: 1 mM corel-Bn, 1 mM CMP-
Neu5Ac, 1 mg/mL BSA, 50 mM MES-Puffer, pH 6,5; 37°C. Die Reaktion th qmch
zehnminiitiges Kochen abgestoppt; die Reaktionszeiten werden so gewihlt, dafl die erzielten
Unmsiitze unter 5% liegen. Die volumenspezifische Aktivitdt Ay errechnet sich analog zum
Galactosidase-Assay (Kap. 10.2.1).

10.2.5 Radioaktivassay GalNAcT

Die Aktivititsmessungen wihrend der Fermentation und Aufreinigung der GaINAcT3 wurden
mit *C-markiertem UDP-GalNAc durchgefiihrt. Assaybedingungen: 1mM Mucla'; 100 pM
UDPGal (2000 cpm/nmoll); 10 mM MnCly; 50 mM Tris pH 7; 50 pL Assayvolumen; 37°C.
Die Reaktionszeiten werden so gewéhlt, daB die erzielten Umsiitze bezogen auf das corel-Bp
unter 5% liegen. Die Reaktion wird durch Zugabe von 450pL F?isv&fasser abgestoppt und die
Losung auf Dowex 1x8 100-200 (500 pL) aufgegeben. Dabei wird fier nicht umgesetzte
Nucleotidzucker auf dem Anionentauscher zuriickgehalten. Man spiilt mit 0,5. mL V'Vaf,ser. und
eluiert mit 1 mL Ethanol. AbschlieBend mifit man Proben aller Losungen im Szintilations-

zdhler.

! cpm: Counts Per Minute — Zerfallsrate des Be-Isotops.
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10.3 Bereitstellung der GalNAc-Transferase 3

Das GalNAcT-Gen wurde in einen pAcGP67-Vektor der Firma Pharmingen (San Diego,
USA) cloniert. Das Glycoprotein gp67 ist eins der wichtigsten Oberflichenproteine des
Baculovirus, daher verfiigt sein Gen iiber eine effiziente Signalsequenz zur Proteinsekretion.
Das Fremdprotein wird als ein gp67-Signalpeptid-Fusionsprotein unter der Kontrolle des
starken Polyhedrin-Promoters exprimiert (Gruenwald und Heitz, 1993).

Zur Gewinnung rekombinanter Baculoviren wurden Sf9-Zellen mit dem pAcGP67-Plasmid
sowie viraler DNA cotransfiziert. Rekombinante Viren konnten durch Plaque-Assays isoliert

werden. Diese Arbeiten wurden vom Partner in Copenhagen durchgefiibrt (Bennett et al.,
1996).

10.3.1 Kultivierung der Sf9-Zellen

Die Zellen wurden zuniéichst in TC-100-Medium mit 10% fotalem Kiilberserum kultiviert und
dann schrittweise an serumfreies Sf-900-Medium adaptiert. Die Zusammensetzung der
Medien findet sich im Anhang. Die Lagerung der T-Flaschen und Suspensionskulturen
erfolgte im Brutschrank bei 27°C. Spinner wurden mit 80 rpm geriihrt. Unter optimalen
Bedingungen verdoppeln sich die Zellen etwa alle 24 Stunden und kénnen in
Suspensionskultur bis zu Dichten von 10° Zellen/mL bei Vitalititen von iiber 90% in der
exponentiellen Phase gehalten werden. Fiir detaillierte Arbeitsanweisungen sei hiermit auf

Laborhandbiicher verwiesen (Summers und Smith, 1987; King und Possee, 1992; O'Reilly et
al., 1994)

20 L-Fermenter

Der Riilrkessel der Firma Applikon hat ein Arbeitsvolumen von 17 L und ein
Mindestvolumen von 2 L. Auf der Riihrwelle sind zwei Schrigblattrithrer montiert. Die
Sauerstoffversorgung erfolgt iiber einen Begasungskorb, der mit einem Silikonschlauch
umwickelt ist (Schlauch: 4,5 mm Innendurchmesser; 0,3 mm Wandstirke; 15 m Lénge). Zur
Bestimmung des Sauerstoffgehalts ist eine O,-Elektrode der Firma Mettler-Toledo eingebaut.
Der Sauerstoffgehalt wird iiber die Zusammensetzung der Zuluft aus PreBluft und O,

gesteuert. Medien-, Ernte- und Inokulumflaschen kénnen iiber bedampfbare Sterilkupplungen
angeschlossen werden.

Sterilisation und Steriltest: Zunichst werden alle Schliuche und Einbauten befeuchtet,
anschlieffend wird die Anlage 60 min bei 121°C mit Dampf sterilisiert. AnschlieBend wird der
Fermenter bis zum Mindestfiillstand mit Medium befiillt und der Riihrer in Betrieb

genommen. Ist die Anlage nach 48 h noch immer steril, so kann das Medium wieder
abgepumpt und inokuliert werden.

Fermentationsbedingungen: 27°C; 100 rpm; Sauerstoff: 50% Luftsittigung. Der pH von
etwa 6,2 wird durch das Medium eingestellt und braucht nicht geregelt werden. Zum Schutz
gegen Scherbeanspruchung durch den Riihrer wird dem Medium 0,1% Pluronsiure F-68

zugegeben (Murhammer und Goochee, 1988; Murhammer und Goochee, 1990; Michaels et
al., 1991). Die Infektion erfolgte mit einem MOI” von 0,5.

! Multiplicity of infection — Verhdltnis Viren/Zellen
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Lagerung

Die Zellen konnen in fliissigem Stickstoff bei —196°C langfristiz gelagert werden.
Entscheidend ist der Zustand der Zellen: Sie sollten eine Vititlitit von mindestens 95%
aufweisen und sich im exponentiellen Wachstum befinden. Um Kristallbildung zu verhindern,
wird DMSO als Kryoprotektant verwendet. Dariiberhinans wird fotales Kilberserum
supplementiert, da sich die Expressionsraten der Zellen nach hiufigem Passagieren in
serumfreiem Medium verringern (O'Reilly et al., 1994)

10.3.2 Zellzahlbestimmung

Die angewendete Methode beruht auf der Anfirbung des Zytosols toter Zellen mit
Trypanblau. Die Membranen lebender Zellen sind in der Lage, die Diffusion des Farbstoffs
ins Zellinnere zu verhindern.

Die Z#hlung der Zellen erfolgt mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer im Phasenkontrast-
mikroskop. Da die Kammer iiber vier Teilkammern mit einem Volumen von je 0,1 pL
verfiigt, ergibt sich die Zellkonzentration nach:

4
C=n-VF-10 (10.3)
4
mit c 1/mL. Zellkonzentration
n - Zellzahl pro Teilkammer
VF - Verdlinnungsfaktor
Die Vitalitiit der Population ergibt sich aus dem Anteil lebender Zellen:
vit= v (10.4)
c
mit Vit - Vitalitat
Cy 1/mL Konzentration vitaler Zellen
c 1/mL. Zellkonzentration

10.3.3 Plaque-Assay

Zur Bestimmung der Virenkonzentration wurde die Methode nach Reed. (Beed und Muench,
1938) angewendet. Hierbei wird die StammlSsung so weit1 verdiinnt_., bis jede Infektion von
einem einzelnen Virus herriihrt. Virentiter werden in pfu/mL" ausgedriickt.

1x10* Zellen in 100 pL werden in jedes microwell einer Mikrot%terplatte pipettiert, nach 1 h
wird Virenlosung in entsprechender Verdiinnung in 1 mL Medium zugegeben. Nach sechs
Tagen im Brutschrank zéhlt man die Infektionen. Abb. 10.3 zeigt emn Excel-spreadsheet zur

Berechnung des Virentiters.

10.3.4 Umgang mit genetisch verinderten Organismen (GVO)

: : - - ird
Alle Arbeitsschritte, bei denen mit zell- oder virenhaltigen Suspensionen umgegangen wird,
werden in geschlossenen Systemen durchgefiihrt. Alle .GV(.)-haI?gen Fluss1gkelten dmussen
vor ihrer Entsorgung in geschlossenen Geféfen fiir 20 min bei 121°C autoklaviert werden.

! Plaque Forming Units/mL
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A B ¢ D E F G
1 | dilutions | number of infected | mumber of | total number | total number % above 0.5
wells uninfected infected uninfected total infected
wells
2 | 0.00001 12 =B10-B5 =SUM(B5:B8) | =SUM(C5:C5) | =D5/(D5+ES5) =IF(F5>0.5,"TRUE","FALSE")
3 | 0.000001 8 =B10-B6 =SUM(B6:B8) | =SUM(C5:C6) | =D6/(D6+E6) =IF(F6>0.5,"TRUE","FALSE")
4 | 0.0000001 | 7 =B10-B7 =SUM(B7:B8) | =SUM(C5:C7) | =D7/(D7+E7) =IF(F7>0.5,"TRUE","FALSE")
5§ ] 0.00000001 | 0 =B10-B8 =SUM(B8:B8) | =SUM(C5:C8) | =D8/(D8+E8) =IF(F8>0.5,"TRUE","FALSE")
6
7 | N°ofwells | 12
8 | mLiwell 0.01
9
10 | prop.dist. | =(H10-.05)/(H10-110)
11 [logTCID | =J10-B13
12 | TCIDso =100B14
13 | 1/TCIDso =1/B15
14 | TCIDsg/mL | =B16/B11
15
16 | pfu/mL =B17*0.69
H | J
1 % above 0.5 % below 0.5 log dilution above 50%
2 | =IF(AND(G5="TRUE",G6="FALSE"),F5.0) | =IF(AND(G4="TRUE",G5="FALSE"),F5.0) | =IF(H5>0;LOG(A5),0)
3 | =IF(AND(G8="TRUE",G7="FALSE"),F6.0) | =IF(AND(G5="TRUE",G6="FALSE"),F6.0) | =IF(H6>0;LOG(AS),0)
4 | =IF(AND(G7="TRUE",G8="FALSE"),F7.0) j=IF(AND(G6="TRUE",G7="FALSE"),F7.0) =IF(H7>0;LOG(A7),0)
5§ | =IF(AND(G8="TRUE",GO="FALSE"),F8.0) | =IF(AND(G7="TRUE",G8="FALSE"),F8.0) | =IF(H8>0;LOG(A8),0)
6
7 =SUM (H5:H8) =SUM(15:18) =SUM(J5:J8)
8
9
10
"
12
13
14
15
16

Abb.10.3: Excel-spreadsheet zur Berechnung des Virentiters

10.3.5 lonentauschchromatographie

Zwei Sdulen werden mit 240 mL DEAE-Sephacel-Anionentauscher bzw. 60 mL S-Sepharose
Fast Flow-Kationentauscher-Gel gepackt, hintereinandergeschaltet und mit Puffer I
equilibriert. Dann werden sie mit dem Diafiltrat in Puffer I beladen, die S-Sepharose-Séule
wird mit Puffer I gespiilt und mit einem NaCl-Gradienten (Puffer I + II) eluiert.
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Puffer I: 25 mM Bis-Tris, 10 mM NaCl, 2 mM MnCl,, pH6
Puffer I: 25 mM Bis-Tris, 500 mM NaCl, 2 mM MnCl,, pH6

FluBraten: 30 mL/h (Probenaufgabe, Spiilen); 120 mL/h (Elution)

10.4 Aufreinigung der GlcNAc-Transferase

10.4.1 Herstellung eines IgG-Sepharose-Gels

Zur Herstellung von 10 mL Gel 146t man 2,85 g CNBr-aktivierte Sepharose (4 B Pharmacia)
bei Raumtemperatur in 1 mM HCI (15 mL) quellen, bis sich eine einheitliche Suspension
gebildet hat. Dann wischt man mit 1 mM HCl. AnschlieBend werden 200 mg IgG in 15 mL
Carbonat-Puffer gelost. Zur Kopplung wird das abfiltrierte Sepharose-Gel in der Immun-
globulin-Losung suspendiert und iiber Nacht bei 4°C geschiittelt. Die IgG-Sepharose wird
abfiltriert und mit 5 Gelvolumina Carbonat-Puffer gewaschen, um iiberschiissigen Liganden
auszuspiilen. Im Anschlu werden die verbliebenen aktiven CNBr-Gruppen mit 25 mL des
Tris-HCI-Puffer I durch Schiitteln fiir 2 h bei Raumtemperatur geblockt. Das Gel wird erneut
abfiltriert und dann dreimal hintereinander mit Acetat- und Tris-HCI-Puffer II gewaschen. Es
wurde eine Beladung der Séule von 5.8 mg Protein pro mL Gelvolumen gemessen. Die 1gG-
Sepharose wird im Phosphat-Puffer bei 4°C gelagert.

Carbonat-Puffer: 0,1 M NaHCOs, 0,5 M NaCl, pH 8,5

Tris-HCl-Puffer (I): 0,1 M Tris, pH 8,0

Tris-HCI-Puffer (I): 0,1 M Tris, 0,5 M NaCl, pH 8,0

Acetat-Puffer: 0,1 M Na-Acetat, 0,5 M NaCl, pH 4,0

Phosphat-Puffer: 50 mM K,HPO,, 1 mM MgCl,, 20% Ethanol, 0,02% NaNs, pH 7,2

10.4.2 IgG-Affinitadtschromatographie

Die S#ule wird mit dem Diafiltrat in PBS-Puffer beladen, gespiilt wird mit Tris-Puffer I,
eluiert mit Glycin-HCl-Puffer. Zur Neutralisierung wird in den Reagenzglisern des
Fraktionssammlers Tris-Puffer II vorgelegt. Alle FluBraten betragen 100 mL/h.

PBS-Puffer: 11,5 g Na,HPOy4, 2 g KH,POy4, 80 g NaCl, 2 g KCI, 10 L H,O, pH 7,2
Tris-Puffer I: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,6
Glycin-HCl-Puffer: 0,1 M Glycin, pH 3

Tris-Puffer II: 0,3 M Tris, 0,3 M Glycin, pH 8,9

10.4.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Farbstoff Coomasie Brilliant Blau G250 wird bei diesem Assay als Firbereagenz
eingesetzt (Bradford, 1972). Der Protein-Farbstoff-Komplex hat ‘einen vielf:cxch pﬁheren
Extinktionskoeffizienten als der freie Farbstoff. Mit Hilfe einer Eichkurve, die mit BSA-
Standardiosungen aufgenommen wurde, konnen unbekannte P“roteinkonze.ntrationen
photometrisch bei einer Wellenlinge von 650 nm bestimmt vs{erden. Fur. ?He Bestimmungen
wurde ein gebrauchsfertiges Bradford-Reagens der Firma Bio-Rad (Munchen) verwenflet.
Dazu wurden 50 pL des Reagenzes mit 200 pL der Probeldsung gemlsc.ht und nach einer
Inkubationszeit von 5 Minuten die Extinktion des Farbstoff-Protein-Komplexes im

Mikroplattenleser gemessen.
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10.5 Ultrafiltrationen zur Umpufferung von Enzymen

10.5.1 Sialyltransferase

Der Zelliiberstand passierte zuerst eine Membran mit einer Ausschlugrenze von 300 kDa zur
Abtrennung der Baculoviren (Rodemann, 1997). AnschlieBend wurde das Fermen-
tationsmedium in einer Riihrzelle mit einer Membran des Typs YM-10 durch Zugabe von
insgesamt zehn Volumina MES-Puffer (100 mM, pH 6,5) ausgespiilt und dreiBigfach
konzentriert. Die Enzymlosung mit einer spezifischen Aktivitit von 350 mU/mL wurde bei
-20°C eingefroren.

10.5.2 B-Galactosidase

Die Enzyml6sungen der Firmen Oxford GlycoSciences und Sigma wurden in einer Riihrzelle
mit einer Membran des Typs YM-10 umgepuffert, das Sigma-Enzym muBte auBerdem
aufkonzentriert werden. Dies geschah durch den Austausch von insgesamt 10 Volumina mit
50 mM MES-Puffer (pH 6). Die Losungen, die eine spezifische Aktivitit von etwa 3 U/mL
aufwiesen, wurden mit 1 mg/mL BSA und 0,02% NaNj3 versetzt und bei 4°C gelagert.

10.6 Synthesen

10.6.1 Kapitel 4
per-TMS-Fucose (4-2)

329 mg Fucose (2 mmol) wurden in Pyridin geldst und 1,5 mL TMS-Cl (12 mmol) zuge-
geben. Nach 1 h wurde die Reaktionslosung mit 120 mL »n-Pentan gemischt und mit kaltem
Wasser extrahiert (5-20 mL). Die organische Phase wurde mit MgSO, getrocknet und filtriert.

Nach dem Verdampfen des Losungsmittel wurde das Produkt per-TMS-Fuc in quantitativer
Ausbeute erhalten (0,91 g).

'H-NMR (CDCl;, 200 MHz, 300K) & (ppm) = 5,00 (s, H-1); 4,04-3,98 (q, H-5): 3,79, 3,57 (s,
3H, H-2, H-3, H-4); 1,09 (d, 3H, Js ¢ = 6 Hz, H-6).

UDP-nBu;N-Salz (4-4)

Das Butylammonium-Salz wurde aus dem kommerziell erhiltlichen Natriumsalz gewonnen.
Dazu I6st man 0,5 g des Nucleotids (1 mmol) in 50 mL Wasser und gibt 30 mL. Dowex
50Wx8 (H', 200-400 mesh) zu. AnschlieBend filtriert man den Ionentauscherharz ab und
titriert die Losung mit 40%iger nBu,N(OH)-Losung bis pH 7. Das Produkt GDP(n-BusN)
wurde lyophylisiert und in quantitativer Ausbeute erhalten.

GDP-B-Fucose (4-5b)

0,91 g per-TMS-Fuc (2 mmol) wurden in 3,3 mL CH,Cl, gelost. AnschlieBend wurden
284 uL TMS-I (2 mmol) bei 0°C zugegeben. Nach einer Stunde Riihren wurde 1 mmol
GDP(n-BusN) und ein Aquivalent Hiinig-Base in 20 mL CH,Cl, gelSst und diese Losung bei
0°C mit der Hilfte der Losung des Fucose-Derivats gemischt. Nach zweistiindigem Riihren
wurde auch die zweite Hilfte zugegeben. Nach zwei weiteren Stunden wurde die Reaktion
durch Zudosierung von Bus,NF-Losung (1 M in THF, 2 mL) gestoppt. Es wurde ein GDP-
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Fuose-Anomerengemisch (B/o. = 1,6) bei einer Ausbeute von 24% (14,3% GDP-BFuc)
erhalten.

Die Produktlosung wurde mit 100 mL Carbonat-Puffer (100 mM) verdiinnt, um so das o-
Anomer bei pH 11 selektiv zu hydrolysieren (RT, 12 h, 90% Ausbeute). AnschlieBend wurde
auf pH 9 titriert und 100 U alkalische Phosphatase zugegeben, um GMP und GDP zu
hydrolysieren. Nach 16 h bei RT wurde die Reaktionsmischung auf eine Anionen-
tauschersidule aufgegeben (Dowex 1x2 100-200 mesh, 4°C) und der Nucleotidzucker mit
einem LiCl-Gradienten (50-1000 mM) eluiert (88% Ausbeute).

Das Produkt wurde mit einer MX07-Nanofiltrationsmembran der Firma Osmonics entsalzt
(vgl. Kap. 10.8). Es wurden 60 mg erhalten (88% Ausbeute).

'H.NMR (D,0, 300 MHz, 300K) F = Fucose; R = Ribose; G = Guanin; é (ppm) = 8,128 (s,
G-8); 5,950 (d, J1» = 6 Hz, R-1); 4,930 (dd, J = 8 Hz, F-1); 4,80 (R-2); 4,548 (m, R-3); 4,362
(m, R-4); 4,220 (m, R-5); 3,784 (q, F-5); 3,720 (dd, F-4); 3,670 (dd, F-3); 3,565 (dd, F-2);
1,220 (d, J5¢ = 6 Hz, F-6).

10.6.2 Kapitel 5'

core2-Bn (5-3) und core6-Bn (5-4)

Gal(BI-3)[GlcNAc(BI-6)]GalNAc(cil-Bn) (5-3) und Gal(BI-3)GalNAc(ol-Bn) (5-4)

Durch die Verdopplung der GlcNAcT-Aktivitit im Vergleich zum besten Satzreaktorversuch
(vgl. Abb. 5.18) und die Absenkung der Reaktionstemperatur wurde die Selektivitdt zum
core2-Produkt verschoben. Die Reaktion wurde nach 2,5 Tagen abgebrochen. Das Reaktions-
gemisch wurde auf der priparativen HPLC mit einer isokratischen Wasser/Acetonitril-
Mischung (88/12 — v/v) aufgetrennt. Es konnten 3,4 mg core2-Bn und 4,8 mg core6-Bn
isoliert werden.

2 mL MES (50 mM, pH 6); 0,5 M Lac; 20 mM GalNAc-Bn; 25 mM UDP-GIcNAc; 10 mM
MgCl; 0,5 mg/mL BSA; 250 mU/mL Galactosidase; 100 mU/mL GlcNAcT; 10 U/mL CIAP;
37°C.

Eine 0,5 molare Lactose-Losung ist autosteril, auf die Zugabe von Natriumazid kann daher
verzichtet werden.

core2-Bn (5-3): FAB-MS (Glycerin) m/z 699,2 (M+Na®); 677,2 (M+H"); 569,2 (M+H"
- BnOH); 515,1 (GlcNAc-GalNAc-OBn+H'); 474,2 (Gal-GalNAc-OBn+H'); 407,1 (515,1
- BnOH); 312,1 (GalNAc-OBn+H"); 204,1 (M+H" - Gal-GalNAc-OBn).

core6-Bn (5-4): FAB-MS (Glycerin) m/z 537,1 (M+Na"); 515,1 (M+H"); 407,1 (M+H"
- BnOH); 312,1 (GalNAC-OBn+H+); 204,1 (M+H" - GalNAc-OBn).

IH.NMR: Es wurden sowohl eindimensionale als auch 2D TOCSY 1H-Nl\/lR—MesISI‘mgen
durchgefiihrt. (500 MHz, D,O, 300K, Referenz: internes Acetat & 1,908) D:cls zwe@1men—
sionale Spektrum fiir Sialyl-corel-Bn ist in Abbildung 10.4 zu s;hen,. die chemischen
Verschiebungen fiir core2-Bn, core6-Bn und Sialyl-corel—Bq smd" in 'Ijabelle 10.1
zusammengefaBt. NMR-Daten fiir die Substanzen wurden bereits verdffentlicht (Pollex-

Kriiger et al., 1993).

! Die Strukturuntersuchungen fiir die in diesem Kapitel beschriebenen Substanzen wurden freundlicherweise von Herm
Dipl.-Chem. Ricardo Gutidrrez Gallego (Arbeitskreis Utrecht) durchgefiihrt.
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Proton core2-Bn core6-Bn Sialyl-corel-Bn

GalNAc H1 4,973 4,973 4,984

GalNAc H3 4,015 3,893 4,084

GalNAc H5

GalNAc H6b 4,070 4,045 n.b.

GlcNAc H1 4,543 4,518 -

O

GlcNAc H5

(}lcNAc Hé6b

Gal Héb n.b. ) n.b.

NeuAc H3e
NeuAc H4
NeuAc H7
NeuAc H9a

NeuAc NAc - . 2,029

* iiberlappende Signale
? n.b.: nicht bestimmt

Tab. 10.1: Chemische Verschiebungen der Benzylglycoside (500 MHz; D,0; 300K)
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Sialyl-core1-Bn (5-5)

Neu5Ac(02-3)Gal(B1-3)GalNAc(ol-Bn)

Aufgrund der geringen Stabilitit der CMP-Neu5Ac wurde der Nucleotidzucker absatzweise
zudosiert: 10 mM zu Beginn des Experiments, 10 mM nach 8 h, 5 mM nach 32 h. Die

priparative Synthese wurde mit dem SiaT-Diafiltrat durchgefiihrt (Kap. 10.5), die Ausbeute
betrug 80%.

Reaktionsbedingungen: 2 mL MES (50 mM, pH 6,5); 0,5 M Lac; 20 mM GalNAc-Bn; 25
mM CMP-Neu5Ac; 0,5 mg/mL BSA; 500 mU/mL Galactosidase; 100 mU/mL SiaT; 10
U/mL CIAP; 20°C; 2 d.

Das Reaktionsgemisch wurde auf der priparativen HPLC mit einer isokratischen
Wasser/Acetonitril-Mischung (88/12 — v/v; 0,1% TFA) aufgetrennt. Es konnten 18 mg Sialyl-
corel-Bn isoliert werden, was einer Ausbeute von 74% fiir die chromatographische Aufreini-
gung entspricht.

MALDI-TOF-MS (2,5-Dihydroxybenzoesiure) m/z 955,8 (M+Na®).

10.6.3 Kapitel 6

MUC1a‘-GalNAc (6-2)

AHGV(GalNAcol )TSAPDTR

Reaktionsbedingungen einer représentativen Synthese: 4 mL Tris (50 mM, pH 7); 10 mM
Mucla‘; 12 mM UDP-GalNAc; 10 mM MnCl,; 0,5 mg/mL BSA; 10 U/mL CIAP; 20 mU/mL
GIcNACT; 30°C; 20 h; Ausbeute der Reaktion >95%.

Das Reaktionsgemisch wurde auf der préparativen HPLC mittels eines Wasser/Acetonitril-
Gradienten (5%-60% MeCN in 30 min, 0,1% TFA) aufgetrennt. Es konnten 48 mg isoliert
werden, was einer Ausbeute von 91% fiir Reaktion und Aufreinigung entspricht.

MUC1a‘-core2 (6-4)

AHGV(GIcNAc[B1-6][Gal(PB1-3)]GalNAcal )TSAPDTR

Reaktionsbedingungen einer repridsentativen Synthese: 1,8 mL MES (50 mM, pH 6); 0,5 M
Lac, 20 mM Mucla‘-GalNAc (48 mg); 25 mM UDP-GlcNAc; 10 mM MgCl; 0,5 mg/mL
BSA;1 U/mL Galactosidase; 200 mU/mL GIcNACT; 10 U/mL CIAP; Proteaseinhibitoren:
100 pg/mL PMSF; 1 ug/mL Pepstatin; 0,5 pug/mL Leupeptin; 30°C; 40 h.

Zuerst wird das Peptid im Puffer gelost und der pH-Wert korrigiert. Erst danach werden die
tibrigen Substrate sowie die Enzyme zugegeben. Ausbeute der Reaktion: 30%.

Das Reaktionsgemisch wurde auf der priparativen HPLC mittels eines Wasser/Acetonitril-
Gradienden (5%-60% MeCN in 30 min, 0,1% TFA) aufgetrennt. Es konnten 17 mg
aufgereinigt werden, was einer isolierten Ausbeute von 28% entspricht.

! Die massenspektrometrischen Untersuchungen der in diesem Kapitel beschriebenen Substanzen wurden freundlicherweise
von Herrn Dr. Neville, Universiit Oxford, durchgefiihrt.
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MUC1a‘-core2-Gal (6-5)

AHGV(Gal[P1-4]GIcNAc[B1-6][Gal(BI-3)]GalNAcol JTSAPDTR

Reaktionsbedingungen: 12 mL MES (50 mM, pH 6,5); 1 mM Mucla‘-core2 (17 mg); 1,2 mM
UDP-Gal; 10 mM MnCly; 0,5 mg/mL BSA; 2 U/mL CIAP; 20 mU/mL GalT; 30°C; 8 h;
Ausbeute der Reaktion: 95%.

Eine Hilfte der Reaktionslosung wurde nicht aufgereinigt, sondern direkt weiter mit der
Sialyltransferase umgesetzt. Die andere Hilfte wurde auf der priparativen HPLC mittels eines
Wasser/Acetonitril-Gradienden (5%-60% MeCN in 30 min, 0,1% TFA) aufgetrennt. Es
konnten 7,8 mg aufgereinigt werden, was einer isolierten Ausbeute von 84% entspricht.
MALDI-TOF-MS: m/z 1841,8 (M+H").

O-Glycan-profiling: Die Glycanstrukturen dieser wie der folgenden Glycopeptidverbin-
dungen wurden vom Kooperationspartner in Oxford sequenziert (vgl. Kap. 10.7)

MUC1a‘-core2-Gal-Sia (6-6)
AHGYV(Sia[02-3]Gal[ B1-4]GlcNAc[B1-6][Gal(B1-3)]GalNAcol )TSAPDTR

Zu 5 mL der obigen Reaktionslésung werden Enzym und Substrat in den folgenden Mengen
zugegeben: 2 mM CMP-NeuS5Ac; 30 mU/mL SiaT. Die Reaktion wurde bei 20°C
durchgefiihrt, nach 1 d wurde eine Ausbeute von 90% erreicht.

Eine Hilfte der Reaktionslosung wurde nicht aufgereinigt, sondern direkt weiter mit der
Fucosyltransferase umgesetzt. Die andere Hilfte wurde auf der préparativen HPLC mittels
eines Wasser/Acetonitril-Gradienden (5%-60% MeCN in 60 min, 0,1% TFA) aufgetrennt. Es
konnten 3,5 mg aufgereinigt werden (isolierte Ausbeute: 83%).

MALDI-TOF-MS: m/z 2132,5 (M+H").

MUC1a‘-core2-SLe* (6-7)

AHGV(Siaf 02-3]Galf B1-4][Fuc(cl-3)]GlcNAc[ B1-6][Gal(B1-3)]GalNAco )TSAPDTR

Zu 2,3 mL der obigen Reaktionslésung wurden Enzym und Substrat in den folgenden Mengen
zugegeben: 2 mM GDP-Fuc; 50 mU/mL SiaT. Die Reaktion wurde bei 20°C durchgefiihrt,
nach 8 h konnte eine Ausbeute von 95% erzielt werden.

Die Produktlosung wurde auf der priparativen HPLC mittels eines Wasser/Acetonitril-
Gradienden (5%-60% MeCN in 60 min, 0,1% TFA) aufgetrennt. Es konnten 3,2 mg
aufgereinigt werden (isolierte Ausbeute: 86%).

MALDI-TOF-MS: m/z 2278,6 (M+H").

10.6.4 Kapitel 7

GalNAc-Thr (7-7)

Fmoc-(GalNAcal ) Thr-OtBu

Der Baustein wurde in Mainz von Frau Bézay synthetisiert und analysiert.

"H-NMR (400 MHz, CDs0D): 8 (ppm): 7,83-7,32 (m, 8Haromar. Fmoc); 4,83 (d, 1H, H-1, J;,
= 3,8 Hz); 4,53 (m, 2H, CH, Fmoc); 4,38-4,25 (m, 3H, TP, H-2, H-9 Fmoc); 4,17 (dd, 1H, T
Jra, 78 = 10,0 Hz, Jro,nu = 1,5 Hz); 3,93 (d, 1H, H-4, J = 2,6 Hz); 3,92-3,89 und 3,82-3,74 (m,
3H, H-5, H-6a, H-6b); 3,70 (dd, 1H, H-3, J,53 = 11,0 Hz, J34 = 3,1 Hz); 2,04 (s, 3H,
CH3CON); 1,47 (s, 9H, C(CHa)s); 1,27 (d, 3H, TY, Jgy = 6,5 Hz).
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BC-NMR (100 MHz, CDsOD). & (ppm): 173,7 (C=0 Amid); 171.1 (C=0 Ester) 159,1 (C=0
Urethan); 145,2, 142,7 (Cqua. Fmoc); 128,8; 128,2; 126,1; 121,0 (Cier. Fmoc); 100,6 (C-1);
83,5 (C(CHa)s); 76,1 (T?); 73,0; 70,3; 70,0 (C-3, C-4, C-5); 67,8 (CH, Fmoc); 62,8 (C-6);
60,8 (T%); 50,9; 48,5 (C-9 Fmoc, C-2); 28,3 (C(CHs)s); 23,2 (CH;CON); 18,4 (T™).

Sialyl-core1-Thr (7-8)
Fmoc-[Neu5Ac(02-3)Gal(I-3)GalNAcal JThr-OtBu

Das Aminosdure-Glycan wurde in Jiilich synthetisiert und von Frau Bézay in Mainz
analysiert.

Eine Stamml6sung mit 100 mM GalNAc-Thr (7-7) und 200 Dimethyl-B-cyclodextrin in 50
mM MES pH 6,5 wurde hergestellt, indem beide Substanzen mit der Pufferlésung gemischt
und 2 h geschiittelt wurden. Reaktionsbedingungen einer reprisentativen Synthese: 5 mL; 0,5
M Lac; 20 mM GalNAc-Thr; 40 mM Dimethyl-B-cyclodextrin; 25 mM CMP-Neu5Ac; 1
U/mL Galactosidase; 0,2 U/mL SiaT; 10 U/mL CIAP; 50 mM MES; pH 6,5; Analytik:
HPLC-System 1 (40% MeCN; 0,1% TFA); 50% Ausbeute.

Das Produkt wurde auf der préparativen HPLC mittels eines Wasser/Acetonitril-Gradienten
aufgetrennt:

0 min 10% MeCN
120 min 20% MeCN
180 min 20% MeCN
195 min 40% B
210 min 40% B
225 min 100% B

"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, CD;OD): A: GalNAc, B: Gal, C: NeuSAc, T: Tyrosin; 8
(ppm): 7,86-7,34 (m, 8Haromar. Fmoc); 4,86 (d, H-1A, J;, = 3,8 Hz); 4,54 (d, 2H, CH, Fmoc,
Jom, no = 6,5 Hz); 4,51-4,37 (m, 2H, H-2A, H-1B); 4,32 (t, H-9 Fmoc, J ¢, 1o = 6,5 Hz);
4,20-4,17 (m, 2H, H-4A, T%; 4,04 (dd, H-3B, J3, = 9,4 Hz, J3 4 = 2,6 Hz); 3,96-3,84 (m, 3H,
H-3A, H-4B, H-9aC), 3,81-3,68 (m, 10H, H-5A, H-6aA, H-6bA, H-5B, H-6aB, H-6bB, H-4C,
H-6C, H-7C, H-9bC); 3,66-3,60 (m, H-5C); 3,59-3,50 (m, 3H, H-2B, H-8C, TF), 2,90 (d, H-
3eCs Jaegaax = 10,9 Hz,); 2,05, 2,04 (25, 6H, CH;CON); 1,76 (t, H-3,.C); 1,48 (s, 9H,
C(CHa)s); 1,40, 1,31 (4, 3H, T", Jp, = 6,2 Hz).

®C-NMR (100 MHz, , *C-'"H-COSY, CD;OD): A: GalNAc, B: Gal, C: NeuSAc, T: Tyrosin;
8 (ppm): 175,5, 174,8, 173,9 (C=0); 159,3 (C=0 Urethan); 145,3, 142,7 (Cquax. Fmoc); 128,9;
128,2; 126,1; 121,0 (Cier. Fmoc); 106,3 (C-1B); 100,9 (C-1A); 83,5 (C(CHa)s); 78,9 (C-3A);
71,7 (C-3B); 76,7 (T); 76,3 (C-8C); 74,9 (C-5C); 72,7 (C-4B), 71,4, 69,4 (C-6C, C-7C); 70,7
(C-2B); 70,1 (C-4A); 69,1 (C-4C); 67,9 (CH, Fmoc); 66,7 (C-9C); 63,0, 62,9 (C-6A, C-6B);
61,3 (T%; 55,9, 54,1 (C-5A, C-5B); 49,7, 48,4 (C-2A, C-9 Fmoc); 42,2 (C-3C); 28,4
(C(CHs)3); 23,6, 22,6 (CH3CON); 19,88 (T%). C-2C konnte nicht zugeordnet werden.
MALDI-TOF-MS: m/z 1093,1 (M+K"); 1077 (M+Na*).
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10.7 O-Glycan-profiling'

Jedes der drei untersuchten Glycopeptide (6-5 - 6-7) wurde einer standardisierten Prozedur
unterzogen, die im folgenden beschrieben ist. Die vollstidndigen Arbeitsanweisungen kénnen
der Veroffentlichung von Mattu et al entnommen werden (Mattu et al, 1998).

200 pg des Glycopeptids wurden bei 65°C fiir 4 h einer Hydrazinolyse unterzogen. 50% der
Oligosaccharide wurden mit 2-Aminobenzamid verkniipft und mittels Papierchromato-
graphie aufgereinigt.

Alle Proben wurden mit dem folgenden HPLC-System analysiert:

Waters 25690 separations Modul

Séule: GlycoSep N (Glyko, Novato, USA)
PufferA: 50 mM Ammoniumformiat pH 4,4
PufferB: Acetonitril

Gradient: 20% A — 58% A (152 min); 0,4 mL/min
Fluoreszenzdetektion: 330 nm (Ex)/ 420 nm (Em)

10.8 Nanofiltration

Das Filtrationsmodul der Firma Celfa nimmt Flachmembranen mit einem Durchmesser von
75 mm auf. Die Membranfliche betrigt insgesamt 43 cm’, von denen 28 cm’ verfiigbar sind.
Die Zahnradpumpe erzeugt einen cross flow von 2,9 m/s. Die Konzentrationen wurden wie
folgt bestimmt: CMP-NeuSAc: HPLC; GDP-Fuc: HPLC und CE; LiCl, Na-Formiat: Conduc-
tometer. Das Mini-Modul der Firma IfiwD hat die folgenden Abmessungen: 8 cm - 1 cm
effektive Membranfliiche, 0,1 cm Kanaltiefe.

10.9 Materialien

10.9.1 Liste der verwendeten Enzyme

B-Galactosidase (Stierhoden) Oxford GlycoSciences, Oxford (GroBbritannien)
Sigma, Miinchen

Fucosyltransferase Calbiochem, (USA)

B1,4-Galactosyltransferase Sigma, Miinchen

GalNAc-Transferase 3 Forschungszentrum Jiilich

B1,6-GlcNAc-Transferase Forschungszentrum Jiilich

Phosphatase, alkalisch Sigma, Miinchen

Phosphatase, sauer Sigma, Miinchen

02,3-0-Sialyltransferase Unversitit Kopenhagen (Dénemark)

02,3-N-Sialyltransferase Calbiochem, (USA)

! Die profiling-Experimente wurden von Dr. Louise Royle und Dr. Tony Merry in Oxford durchgefiihrt.
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10.9.2 Liste der verwendeten Chemikalien

Aceton

Acetonitril
Ammoniumacetat
Ammoniumsulfat
GalNAc-Bn

corel-Bn

Bradford-Reagenz
Citronensidure Monohydrat
CMP

CMP-Neu5Ac
CNBr-aktivierte Sepharose 4 B
Cyclodextrine

Cytidin

Diethanolamin
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat
Dowex-Harze

Ethanol

Fucose

Galactose

GDP-Fuc

Glucose

Glycin

Guanosindiphosphat
Hiinig-Base

IgG (human, polyclonal)

IgG Sepharose 6 Fast Flow
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Lactose

Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid
Magnesiumphosphat

2-[N-Morpholino]ethansulfonsiure (MES)

Natriumacetat
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumformiat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
para-Nitrophenol
pnp-Galactose
para-Nitrophenylphosphat
Peptide

Salzsdure, konz.

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen
Forschungszentrum Jiilich
Pharmacia Biotech, Freiburg
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Fluka, Buchs (Schweiz)
Forschungszentrum Jiilich
Fluka, Buchs (Schweiz)
Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Aldrich, Steinheim
Zentrale Laboratorien Rotes Kreuz
Schweiz, Bern

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Fluka, Buchs (Schweiz)
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs (Schweiz)
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs (Schweiz)
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
Genosys, London (GroBbritannien)
Merck, Darmstadt
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Schwefelsdure
Trifluoressigsdure
Trimethylsilyliodid
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Tween 20

UDP

UDP-Gal
UDP-GalNAc
UDP-GIcNAc
Uridin

Wasser, bidest.

10.9.3 Liste der verwendeten Gerite

Amafilter; Langenhagen
Amicon, Witten

Applikon

Beckman Miinchen

Beckmann Betazint, Wildbach
Celfa, Seewen (Schweiz)

Christ, Osterode
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Haake, Karlsruhe

IftwD, Kerschenbach

IKA Labortechnik, Staufen
Ingold MeBtechnik, Steinbach
Latek, Heidelberg

Labsystems, Frankfurt
LAUDA, Lauda-Ko6nigshofen
Leybold-Heareus, Miinchen

Metrohm, Herisau (CH)
Mettler Toledo Europe, Gielen

Millipore, Eschborn

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Forschungszentrum Jiilich

Nanofiltrationsmembranen

Ultrafiltrationszellen der Serie 8000
Ultrafiltrationsmembran YM 10

Fermenter

Zentrifuge Microfuge E
Szintillationszdhler BF 8000
Filtrationsmodul P28
Gefriertrockner Alpha 2-4
Tischzentrifuge

Kryostat K20, DC3
Wirmebad G-D8
Wasserbad F 3 digital

Cross flow-Minifiltrationsmodul
Magnetriibrer Ikamag RET-G
pH-Elektrode

Teflonschlduche
Verbindungsstiicke

Pipetten Finnpipette Colour
Wirmebad C6-CS

Olschiebervakuumpumpen DIVAC 2.4 L,
Trivac D 4B
VakuummefBgerit Thermovac TM 210

pH-Meter 691

InLab pH-Elektrode (& 3 mm)
Sauerstoffelektrode

Micropure Filtereinheiten

Molecular Devices Deutschland, Miinchen Thermo Max Microplate Reader
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National Labnet, Woodbridge (USA)
Osmonics (USA)
Pharmacia LKB, Freiburg

Sartorius, Go6ttingen

Schott Glas, Mainz

Scientific Ind., Bohemia (USA)
Watson Marlow, Rotterdam (NL)
Zentrale Werkstatt FZJ

Tischzentrifuge
Nanofiltrationsmembranen

HPLC-Pumpe 2150

Kolbenpumpe P-500

UV-Detektor 2138 Uvicords
Schreiber 2210 2-CH Recorder
Fraktionssammler 2070 Ultrarack II
Fraktionssammler Frac-100
Chromatographie-Sdulen

Sterilfilter, Vorfilter, Filterhalter
Analysenwaage Analytic AC 210 P
Laborwaage LC 2200 S

diverse Glasgerite

Vortex Genie 2

Schlauchpumpen 504 U und 503 U/RL
Begasungskorb fiir Applikon-Fermenter



,» Um etwas interessant zu finden, muf3
man es nur lange genug betrachten.
Gustave Flaubert
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