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ZUSAMMENFASSUNG X

ZUSAMMENFASSUNG:

Polysialinsédure (PSA) ist ein Homopolymer aus 02,8-verkniipften Sialinsduren, das sowohl
bei den Pro- als auch bei den Eukaryonten weit verbreitet ist. Bei den Vertebraten kommt
PSA nahezu ausschlieBlich als posttranslationale Modifikation des Neuralen Zelladhdsions-
molekiils (NCAM) vor. Durch die dynamisch regulierte Expression von polysialyliertem
NCAM werden Zell-Zell-Interaktionen gewebs- und entwicklungsspezifisch moduliert. PSA
spielt daher hauptséchlich wéihrend der Embryonalentwicklung bei Prozessen wie dem
Neuritenwachstum und der Innervation von Muskeln eine entscheidende Rolle. Im adulten
Organismus kommt PSA in Regionen mit anhaltender neuronaler Plastizitit vor. Zudem wird
PSA von einigen hochmalignen Tumoren reexprimiert. Die PSA-Synthese wird von zwei
Polysialyltransferasen, PST (ST8SialV) und STX (ST8Siall) katalysiert. Beide Enzyme sind
neben ihrer Fahigkeit, NCAM zu polysialylieren, auch in der Lage, in einer autokatalytischen
Reaktion sich selbst zu polysialylieren.

Mit dem Ziel, katalyse- oder strukturrelevante Aminoséduren in den Polysialyltransferasen zu
identifizieren, wurde die Komplementationsgruppe 2A10 auf molekularer Ebene analysiert.
Die insgesamt 31 Klone dieser Gruppe haben die Fahigkeit zur PSA-Synthese aufgrund eines
Defektes im PST-Gen verloren. Durch RT-PCR konnte von 10 Klonen die PST-cDNA-
Sequenz ermittelt werden. Ein Klon weist die Deletion eines gesamten Exons auf. Fiir die
restlichen Klone wurden Punktmutationen nachgewiesen, die abgesehen von einer Stop-
Mutation alle zu Aminosdureaustauschen fithren. Betroffen sind dabei fast ausschlielich

Positionen in den Sialylmotiven, die zudem entweder in der Gruppe der 02,8-Sialyltrans-

281 336

ferasen oder sogar in allen Sialyltransferasen (z.B. Glycin™ ', Glutaminsdure ") hochkonser-
viert sind. 2A10-Mutationen wurden darauthin in die Wildtypsequenzen von PST und STX
eingefiigt. Die meisten Mutanten zeigten sowohl in vivo als auch in vitro keine katalytische

Aktivitit. Zwei Mutanten (Arginin®’"*%* 333348

—Glycin und Methionin —Valin) waren jedoch
in der Lage, in vitro in der Gegenwart von NCAM zu polysialylieren. Zusammen mit den Er-
gebnissen anderer Mutanten lasst sich ein Mechansimus ableiten, der zum einen N-Glykane in
die Katalyse einbezieht und zum anderen das Dimer als aktive Einheit der Polysialyltrans-
ferasen ausschliesst. In jedem Fall unterstreicht diese Arbeit die strenge Korrelation zwischen
NCAM- und Autopolysialylierung. Desweiteren legt die Analyse der PST-Cysteinmutanten
und Alkylierungsexperimente mit rekombinanter Wildtyp-PST die Existenz von zwei

Disulfidbriicken zwischen Cystein'** und Cystein®** bzw. Cystein'>® und Cystein'®’ nahe.

Schlagworte: Polysialyltransferase, Polysialinsdure, NCAM



ABSTRACT X1

ABSTRACT:

Polysialic acid (Poly(02,8-Neu5Ac) or PSA) is involved in the regulation of cell-cell-
interactions. PSA is posttranslationally added to the neural cell adhesion molecule (NCAM)
and it is highly expressed during embryonic development. In the adult PSA is restricted to
special brain areas in which neuronal plasticity takes place. Furthermore PSA is reexpressed
in several highly malignant tumors. Two enzymes, the polysialyltransferases PST (ST8SialV)
and STX (ST8Siall) have been identified to catalyze the synthesis of PSA. Besides their
ability to polysialylate NCAM both polysialyltransferases exhibit a second catalytic activity,
which is autocatalytic polysialylation.

In 1995 the cDNA encoding the PST in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells was cloned. In
this approach chemically mutated PSA negative CHO cells of the complementation group
2A10 were used to select the cDNA by complementation cloning. To gain insight into
structure-function-relationships of polysialyltransferases the molecular defects in the PST
genes that cause the PSA-negative phenotypes in 2A10 mutants have been analysed in detail.
RT-PCR and sequencing of cDNAs revealed point mutations within the protein coding
regions of 9 different 2A10 clones. In one clone an extended deletion was found. With a
single exception point mutations lead to replacements of amino acids, which are highly
conserved in 02,8-sialyltransferases. In order to confirm the relevance of identified mutations
for the biological activity of polysialyltransferases, these mutations were introduced into the
wild type sequence of PST and related positions in STX were equally modified. Mutated PST
and STX variants were expressed in transmembrane forms and as soluble proteins. The
catalytic activities of these recombinant enzymes were tested in vitro and in vivo.

Interestingly, two mutations (arginine277/ 292 333/348

—glycine and methionine —valine) interfere
with the autopolysialylation capacity of PST and STX, exclusively. A partial restoration of
both NCAM- and autopolysialylation was observed, when recombinant enzyme forms were
assayed in vitro in the presence of NCAM. Subcellular mistargeting of the variants was
excluded by indirect immunofluorescence. In summary, the data suggests a new functional
model for polysialyltransferases, which integrates N-linked oligosaccharides in the catalytic
mechanism. In a second approach the functional relevance of cysteine residues was
investigated by exchanges to alanine. The present data suggests the existence of two
disulphide bonds in PST, one between cysteine'** and cysteine®?, the other between

N | N |
cystemne %% and cystemne 6,

Keywords: polysialyltransferase, polysialic acid, NCAM



EINLEITUNG 1

I EINLEITUNG

1 1 Sialinsauren

1 1.1 Struktur

Unter dem Begriff "Sialinsdure" werden alle sauren Zucker mit insgesamt neun C-Atomen
zusammengefasst. Die Carboxylgruppe am 2. C-Atom der als Pyranosen vorliegenden Sialin-
sduren ist unter physiologischen Bedingungen deprotoniert und bedingt somit die negative
Ladung dieser Kohlenhydrate. Der Grofteil der Sialinsduren tragt eine Aminogruppe am 5. C-
Atom. In der am héufigsten vorkommenden Sialinsdure, der N-Acetylneuraminsdure oder
kurz NeuSAc liegt diese Aminogruppe acetyliert vor. N-Glykolylneuraminséure (Neu5Gc)
weist als Modifikation an dieser Position einen Glykolylrest auf [1,2]. Die deaminierte Form
der Neuraminsdure wird als Ketodeoxynonulosonsdure (KDN) bezeichnet [3,4]. Die eben
erwahnten Hauptformen der Sialinsduren sind mit ihrer chemischen Struktur in Abb. 1
aufgefiihrt. Die Diversitdt der Sialinsduren wird aufgrund von Substitution der Hydroxyl-
gruppen durch Acetyl-, Lactyl-, Methyl-, Phosphat- und Sulfatgruppen enorm erhdht [5-7].

Bis jetzt sind mindestens 36 verschiedene Sialinsiurederivate bekannt (zur Ubersicht siehe

[8,9]).

Neu5Ac Neu5Gc KDN

Abb.1: Struktur von N-Acetylneuraminsidure (Neu5Ac), N-Glykolylneuraminsdure (Neu5Gc) und Keto-
deoxynonulosonsdure (KDN).

1 1.2 Vorkommen und Funktion

Sialinsduren sind sowohl im Reich der Prokaryonten, Protozoen und Viren als auch bei den
ein- und vielzelligen Eukaryonten weit verbreitet (zur Ubersicht siehe [10]). Pflanzen weisen
jedoch bis auf eine Ausnahme, den Buchweizen, keine Sialinsduren auf (zur Ubersicht siche
[11], Details in [12]). Allgemein kommen Sialinsduren in Glykoproteinen und -lipiden als
terminale Zucker vor. Sie sind gew6hnlich als Monomere {iber 02,3- oder 02,6-glykosidische
Bindungen an Galaktose, N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) oder N-Acetylglukosamin
(GlcNAc) gebunden. Dariiber hinaus gibt es auch terminale di-, oligo- und polysialylierte O-
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bzw. N-Glykanstrukturen [13]. Dabei gehen die Sialinsduren untereinander 02,8- oder 02,9-
glykosidische Verkniipfungen ein (mehr zu Polysialinsdure unter I 2). Allgemein sind Sialin-
sduren aufgrund ihrer ernormen Strukturdiversitdt und ihrer exponierten Lage auf Zellober-
flichen an einer Vielzahl von spezifischen Erkennungsprozessen und Zell-Zell-Interaktionen

beteiligt.

1 1.2.1 Prokaryonten, Protozoen und Viren

Im Reich der Prokaryonten kommen Sialinséuren in verschiedensten Bakterien, wie z.B. in
den pathogenen Neisserien, Salmonellen und Escherichia coli, aber auch im nicht toxischen
Rhodobacter und Rhizobium vor (zur Ubersicht siehe [10]). Die einzige in Bakterien vor-
kommende Sialinsdure ist NeuSAc, die in einigen Fillen O-acetyliert vorliegt [14]. Sie ist auf
den Oberfldchen dieser Bakterien Bestandteil von Lipooligosacchariden (LOS), Lipopoly-
sacchariden (LPS) oder Kapselpolysacchariden. Einige Bakterien besitzen eine Kapsel aus
reinen Sialinsdurepolymeren (mehr dazu unter I 2.2.1). Diese sialylierten, bakteriellen
Saccharide wirken nur schwach immunogen, da eine strukturelle Ahnlichkeit zu glyko-
sylierten Wirtsproteinen, wie z.B. den Gangliosiden besteht.

Eine Besonderheit in der Klasse der Protozoen bilden Trypanosoma cruzi, T. brucei und T.
congolese. Diese Trypanosomen konnen selber keine Sialinsduren synthetisieren und haben
daher eine einzigartige Strategie entwickelt, um diese aufzunehmen [15-17]. Sie exprimieren
eine Transsialidase, welche Sialinsduren aus exogenen Glykoproteinen des Wirtes, die sich
z.B. auf der Oberfliche von Erythrozyten befinden, freisetzt. Nach der Inkorporation der
Sialinsduren konnen diese dann von den Trypanosomen direkt in eigene Akzeptoren
eingebaut werden. Die nun sialylierten Oberfldchen tragen zum Schutz der Pathogene vor den
Abwehrmechanismen des Wirtes bei (zur Ubersicht siehe [18,19]).

Auch in Oberfldchenglykoproteinen von einigen Viren, wie z.B. Epstein-Barr [20], Herpes

[21] oder HIV [22], wurden Sialinsduren nachgewiesen.

1 1.2.2 Eukaryonten

Im Reich der Eukaryonten sind Sialinsduren ausgehend von primitiven Organismen, wie den
Echinodermaten (z.B. Seestern), bis hin zu den Vertebraten weit verbreitet (zur Ubersicht
siche [14,23]). Auch einige pathogene Pilze, wie z.B. Candida albicans, exprimieren Neu5Ac
auf ihrer Oberfliche und treten iiber diese in Interaktion mit dem Wirtsorganismus [24]. In
Insekten konnten Sialinsduren bislang nur in den Larven der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster nachgewiesen werden [25]. Desweiteren wurden Sialinsduren in Amphibien,

Fischen, Vogeln und diversen Séugetieren nachgewiesen. Das Expressionsmuster der
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verschiedenen Sialinsdurederivate ist dabei sowohl von der Spezies als auch von der Zellsorte,
dem Gewebetyp und vom Entwicklungsstadium des Organismus abhdngig. Durch maligne
Transformation kann sich zudem die Expression der Sialinsduren verdndern [26].

Sialinsduren erfiillen im Organismus unterschiedliche Funktionen. Zum einen tragen diese
groflen, hydrophilen und negativ geladenen Molekiile aufgrund ihrer physikochemischen
Eigenschaften unspezifisch zur negativen Aufladung von Zelloberflichen bei und fiihren
damit zu einer Abschwichung der Zelladhésion [27]. Zum anderen beeinflussen Sialinsduren
die Konformation von Glykokonjugaten. Dadurch erhéhen sie die thermische und strukturelle
Stabilitdt von Glykoproteinen und vermindern die Gefahr einer proteolytischen Spaltung
[28,29]. So sind z.B. die Glykoproteine der Magenschleimhaut (Mucine) von Vertebraten
aufgrund ihrer zahlreichen wasser- und ionenbindenden Sialinsduren in der Lage, ein hoch-
viskoses Gel auszubilden, das die Schleimhaut vor den niedrigen pH-Werten im Magenlumen
(pH 1-2) schiitzt [30,31]. Die in hohen Konzentrationen in der Magenschleimhaut
vorhandenen Sialinsduren werden hdufig als Akzeptorstrukturen von Krankheitserreger, wie
z.B. Helicobacter pylori benutzt [32,33].

Sialinsduren spielen auBBerdem eine wichtige Rolle bei der Degradation von Glykoproteinen
und Glykoprotein-tragenden Zellen in den Korperfliissigkeiten. Durch den AlterungsprozeB,
der mit dem Abbau terminaler Sialinsduren einhergeht, werden z.B. Galaktosen demaskiert.
Die desialylierten Proteine binden dann in der Leber an den Asialoglykoproteinrezeptor, der
speziell terminale Galaktosen erkennt. Darauthin werden diese Proteine per Endozytose von
den Hepatozyten aufgenommen und degradiert [34]. Die Entfernung von alten Erythrozyten
aus dem Blut funktioniert z.B. nach diesem Prinzip [35,36].

Weiterhin werden durch Sialinsduren auch hochspezifische Prozesse, wie Zell-Zell-Inter-
aktionen reguliert. Ein Beispiel dafiir ist die Einwanderung von Leukozyten aus dem Blut in
entziindetes Gewebe. Dieser Prozess wird durch die Wechselwirkung der Leukozyten mit den
Endothelzellen ausgeldst und als "Transmigration" bezeichnet. Fiir die direkte Interaktion sind
u.a. die Adhisionsmolekiile E- und P-Selektin auf den Endothelzellen verantwortlich, die
hochstspezifisch  die terminalen Tetrasaccharidstrukturen Sialyl-Lewis® (Neu5Aca2,3-
GalB1,4-(Fuca1,3)GIcNAc--) und Sialyl-Lewis® (Neu5Aca2,3-Galf31,3-(Fucal,4)GlcNAc--)
auf Glykoproteinen von Leukozyten erkennen (zur Ubersicht siehe [37,38]). Einige Parasiten,
wie z.B. die Schistosomen, exprimieren das Sialyl-Lewis*-Epitop und koénnen dadurch die
Produktion von Interleukin-10, das die T-Zell-spezifische Immunantwort unterdriickt, im

Wirtsorganismus induzieren [39].
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Eine weitere Gruppe von spezifisch an Sialinséure bindenden Adhésionsmolekiilen bilden die
Sialoadhisine oder Siglecs (zur Ubersicht siche [40,41]). Diese Molekiile werden haupt-
sdchlich von Zellen des Immunsystems, z.B. Makrophagen und B-Zellen, exprimiert und sind
dort an der Blutbildung sowie an der humoralen und zelluldren Immunantwort beteiligt [42].
Eine Ausnahme innerhalb dieser zur Immunglobulinsuperfamilie zdhlenden Gruppe mit ins-
gesamt sieben Mitgliedern bildet das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG oder Siglec 4),
das im Nervensystem die Myelinstruktur aufrechterhilt und das Neuritenwachstum reguliert
[43]. Da der Mensch im Laufe der Evolution im adulten Stadium die Fahigkeit zur Synthese
von N-Glykolylneuraminsdure verloren hat, nimmt er u.a. bei durch Siglecs vermitteltenen
Adhisionsprozessen eine Sonderstellung ein (zur Ubersicht siehe [44], Details in [45]).

Uber die spezifische Bindung an Sialinsiuren, die in hdheren Lebewesen universell und
gewebsspezifisch exprimiert werden, gelingt vielen Viren, Bakterien und anderen Mikro-
organismen die gezielte Infektion von Organen [46]. Influenza Viren binden z.B. iiber ihr
Oberflachenprotein Hemagglutinin hochspezifisch an N-Acetylneuraminsdure. Die Sub-
klassen A und B bevorzugen dabei 02,3- bzw. 02,6-glykosidisch an Galaktose gebundene
Neu5Ac, wohingegen das Influenza C Virus ausschlieBlich an 9-O-acetylierte Neu5SAc bindet.
Die Viren werden dann nach Bindung an die Wirtszelle endozytiert (zur Ubersicht siche [47]).
Auch vielen Bakterientoxinen, wie z.B. Botulinus-, Cholera- und Tetanustoxin, gelingt der
Eintritt in die Zielzellen durch die Bindung an Sialinséuren, die in diesen Fillen Bestandteil

der Ganglioside GT1b, GM1 und GD3 sind [48-50].

1 1.3 Biosynthese und Aktivierung

1 1.3.1 Prokaryonten

Ausgangsprodukt zur Synthese der einzigen in Bakterien vorkommenden Sialinsdure, der N-
Acetylneuraminsdure, ist hauptsichlich Glukosamin (GIcN), aber auch Glukose oder N-
Acetylhexosamin. Im wichtigsten Syntheseweg wird GlcN zuerst zu GlcN-6-P phosphory-
liert, anschlieBend mit Acetyl-CoA zu GIcNAc-6-P acetyliert und nach Isomerisierung zu
GlcNAc-1-P mit Hilfe von UTP in die aktivierte Form UDP-GIcNAc iiberfiihrt. Unter
Abspaltung von UDP erfolgt dann die Epimerisierung zu N-Acetylmannosamin (ManNAc).
Die Biosynthese von ManNAc ist bei Reutter et al. (1997) genauer beschrieben [51]. N-
Acetylneuraminsdure wird nun direkt aus ManNAc und Phosphoenolpyruvat (PEP) mit Hilfe
der aus E.coli K1 erst kiirzlich klonierten NeuSAc-Synthetase in einer temperaturabhéngigen
Reaktion gebildet [52,53]. Der Transfer der N-Acetylneuraminsdure auf die Glykokonjugate
(siehe I 1.4) kann erst nach Aktivierung erfolgen. In einer von der CMP-Neu5Ac-Synthetase
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katalysierten Reaktion wird aus NeuSAc und CTP die aktivierte Form der N-Acetylneuramin-
sdaure, CMP-Neu5Ac, gebildet. Die erste CMP-Neu5Ac-Synthetase wurde 1989 aus E. coli
kloniert [54,55]. In den spéten 90er Jahren folgten dann fiinf weitere Sequenzen aus anderen
Bakterienarten wie z.B. Neisseria meningitidis und Helicobacter pylori [56,57]. Die zur

Synthese von CMP-Neu5Ac essentiellen Reaktionen sind in Abb. 2 zusammengefasst.

Glukose  Glukosamin  N-Acetylhexosamin

S~ v

ManNAc
|
ManNAc-6-P
l Prokaryonten
NeuS5Ac-9-P
3
Neu5AcC
Zellkern
CMP-Neu5Ac

Abb. 2:  Biosynthese von CMP-Neu5Ac in Pro- und Eukaryonten.

1 1.3.2 Eukaryonten

Die Biosynthese von N-Acetylneuraminsiure weicht in Eukaryonten nur geringfiigig von der
in Prokaryonten ab (zur Ubersicht siehe [51]). Die Addition von PEP erfolgt hier erst nach
Aktivierung der ManNAc durch ATP. Diese Aktivierung wird von einem bifunktionellen
Enzym, der UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase, die von aktivierter Neu5Ac allo-
sterisch inhibiert wird, unter ATP-Verbrauch katalysiert [58,59]. ManNAc-6-P reagiert dann
mit PEP zu Neu5Ac-P, das schlieBlich zu N-Acetylneuraminséure dephosphoryliert wird. Die
Synthese von CMP-Neu5Ac findet in Eukaryonten im Gegensatz zu den Reaktionen, die zur
Synthese von NeuSAc fiihren, und im Gegensatz zu allen anderen Reaktionen, in denen
Zucker aktiviert werden, nicht im Zytoplasma, sondern im Zellkern statt. Die im Zellkern
lokalisierte CMP-Neu5Ac-Synthetase wurde in den letzten 30 Jahren aus diversen Spezies
isoliert, aber erst 1998 von A. Miinster aus der Maus kloniert [60]. Die zur Synthese von
CMP-Neu5Ac fithrenden Reaktionen sind in Abb. 2 zusammengefasst. Die aktivierte
Sialinsdure muss im Anschlul aus dem Kern in das Lumen des Golgi-Apparates, wo der
Transfer auf die Glykokonjugate und die Derivatisierung stattfindet (siche I 1.4), transportiert

werden. Der dafiir verantwortliche CMP-Sialinsdure-Transporter wurde erstmalig 1996 von
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M. Eckhardt aus Hamsterzellen kloniert [61]. O-Acetylierte Sialinsdurederivate werden
ausgehend von NeuSAc erst nach dem Transfer auf den Akzeptor (Glykoprotein oder -lipid)
im Lumen des Golgi-Apparates gebildet [44,62,63]. Neu5Gc kann entweder durch direkte
Reduktion des Acetylrestes durch die Neu5Ac-Monooxygenase oder de novo aus ManNAc
synthetisert werden [64,65]. KDN wird durch sequentielle Deacetylierung und Deaminierung
ebenfalls aus NeuSAc gebildet.

1 1.4 Sialyltransferasen
Der Transfer der N-Acetylneuraminsdure auf die entsprechenden Glykokonjugate wird
sowohl in Pro- als auch in Eukaryonten mit Hilfe von Transferasen durchgefiihrt, die

beziiglich ihres Akzeptors und der katalysierten glykosidischen Bindung hochspezifisch sind.

1 1.4.1 Prokaryonten und Viren

In Prokaryonten wurden bis jetzt mehrere Monosialyltransferasen unterschiedlicher
Spezifititen, z.B. aus Neisseria meningitidis (02,3-glykosidische Bindungen), Neisseria
gonorrhoeae (02,3-), Haemophilus ducreyi (a2,6-) und Photobacterium damsela (02,6-)
kloniert, in denen sie an der Synthese von Lipooligosacchariden beteiligt sind [66-69]. Auf
die prokaryontischen Polysialyltransferasen, die fiir die Ausbildung von Polysaccharidkapseln
verantwortlich sind, wird unter I 2.3.1 nédher eingegangen. Alle prokaryontischen Sialyl-
transferasen sind peripher in der inneren Zellmembran verankert und weisen keine Homologie
zu den eukaryontischen Sialyltransferasen auf. Auch aus einigen Viren konnten Gene fiir
Sialyltransferasen kloniert werden, die aber im Unterschied zu den Enzymen aus Bakterien
eine hohe Homologie zu den eukaryontischen Sialyltransferasen aufweisen. Die 1999 aus dem
Myxomavirus klonierte 02,3-Sialyltransferase (v-ST3Gall) besitzt zur humanen ST3GallV

eine Homologie von 43% und kann zusétzlich Sialyl-Lewis-Epitope synthetisieren [70,71].

1 1.4.2 Eukaryonten

Fiir landlebende Wirbeltiere sind bis jetzt mehr als 70 Sialyltransferasen aus unterschiedlichen
Spezies (Mensch, Maus, Ratte, Hamster, Goldhamster, Schwein, Rind, Huhn, Ochsenfrosch)
in der Sequenzdatenbank zu finden, von denen allerdings einige identisch sind. Im Anhang
unter VI 3 sind alle bis jetzt bekannten Sequenzen der Sialyltransferasen dieser Spezies mit
thren Zugangsnummern in der Gendatenbank und Literaturangabe zusammengestellt. Diese
Sialyltransferasen werden in vier Gruppen entsprechend ihrer Akzeptorstruktur und der
glykosidischen Bindung, die sie katalysieren, eingeteilt. Eine Gruppe bilden die Enzyme, die

Sialinsdure in einer 02,3-glykosidischen Bindung auf Galaktose iibertragen (ST3Gal). Eine
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weitere Unterfamilie stellen die 02,8-spezifischen Transferasen, die Sialinsdure auf terminale
Sialinsduren iibertragen (ST8Sia). Die 02,6-Sialyltransferasen bilden zwei Untergruppen, die
zum einen Galaktose (ST6Gal) und zum anderen N-Acetylgalaktosamin (ST6GalNAc) als
Akzeptor benutzen (zur Ubersicht siehe [72]). In Tab. 1 sind die Kriterien, die zur Einteilung
der Sialyltransferasen gefiihrt haben, zusammen mit der Anzahl der bis jetzt bekannten
Isoformen und den Hauptakzeptormolekiilen aufgefiihrt. Die Sialyltransferasen der

Subklassen ST8Siall, IIl und IV katalysieren Polymerisationsreaktionen und sind unter I

2.3.2 niher beschrieben.

Sialyl- Akzeptor | katalysierte | Isoformen Akzeptor
transferase- | (terminaler | Bindung (Glykokonjugat)
familie Zucker)
ST3Gal | Galaktose 02,3 L IL, III Glykolipide, O-Glykane
v N-, O-Glykane, Glykolipide
(Sialyl-Lewis™)
A" Ganglioside (GM3-Synthese)
VI Glykoproteine und -lipide
ST6Gal | Galaktose 02,6 I N-Glykane
ST6GalNAc| N-Acetyl- 02,6 I O-Glykane (Synthese von Sialyl-T"-
galakto- Antigenen)
samin I O-Glykane
I Glykolipide (u.a. GM1b), O-Glykane
v O-Glykane, Glykolipide
\Y Gangliosid GM1b (Synthese von GD1a)
VI Ganglioside (Synthese von GM1b,
GT1b, GDl1a)
ST8Sia | Sialinsdure 02,8 I Ganglioside (GM3)
02,8 II (STX) N-Glykane, hauptsédchlich NCAM
IV (PST) (zu NCAM siehe I 2.2.2.1)
02,8 I N-Glykane, Ganglioside
(GDl1a, GT1b, GD3)
02,8 \Y Glykolipide, Ganglioside

Tab.1: Einordnung der Sialyltransferasen in Untergruppen. Aufgefiihrt sind die verschiedenen Spezifititen
beziiglich der katalysierten glykosidischen Bindung, des als Akzeptor fungierenden terminalen
Zuckers und des Akzeptoglykokonjugates.

I 1421 Strukturmerkmale
Die Sialyltransferasen weisen wie alle Glykosyltransferasen eine Typ II-Membrantopologie
auf (dargestellt in Abb. 3). Einem kurzen, zytoplasmatischen N-Terminus (1) folgt eine Trans-

membranhelix aus 16 bis 20 Aminosduren (2), die dann in eine ausgedehnte, Protease-
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sensible Stammregion mit mindestens 30 Aminosduren (3) iibergeht und schlieBlich die

globulére katalytische Doméne (4) ausbildet [73].

COOH

[+]

p—— rotease
G]
B
(] e

Abb. 3:  Typ II-Membrantopologie der Sialyltransferasen (Darstellung aus [74]).

Anfang der 90er Jahre durchgefiihrte Sequenzvergleiche der Sialyltransferasen zeigten, dass
innerhalb der katalytischen Doméne zwei Bereiche mit hoher Homologie (40-60%) existieren,
die daraufhin Sialylmotive genannt wurden. Das N-terminal gelegene L-Sialylmotiv (L fiir
,Jlarge’) umfasst einen Bereich mit ca. 50 Aminosduren, von denen acht invariant sind. Das S-
Sialylmotiv (S fiir ,small’) besteht aus insgesamt 23 inklusive zwei invarianten Aminosduren
[75,76]. Diese Homologiebereiche ermoglichten mit Hilfe von degenerierten Primern und der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) gegen Ende der 90er Jahre die Klonierung einer Vielzahl
von Sialyltransferasen. Spitere Homologievergleiche haben zusétzlich im C-terminalen
Bereich der Sialyltransferasen zwei weitere invariante Aminosduren nachgewiesen, die nur
vier Positionen voneinander entfernt liegen und deswegen mit VS-Sialylmotiv (VS fiir ,very
short’) bezeichnet wurden [77]. Mutagenesestudien an der ST6Gall aus der Ratte haben
gezeigt, dass das L-Sialylmotiv an der Bindung des Donorsubstrates CMP-Neu5SAc und das
S-Sialylmotiv sowohl an der Bindung des Donor- als auch des Akzeptorsubstrates, hier das

asialo-01-saure Glykoprotein, beteiligt ist [78,79].

[ 1422 Intrazelluldre Lokalisation

Die Glykosyltransferasen sind entsprechend der Reaktion, die sie katalysieren, entlang des
sekretorischen Weges vom Syntheseort der Glykoproteine im Endoplasmatischen Retikulum
(ER) bis hin zum Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) lokalisiert (zur Ubersicht siehe [80]). Da
Sialinsduren die terminalen Strukturen der Glykokonjugate bilden, sind alle Sialyltransferasen
im spéten Golgi-Apparat (Trans-Golgi) oder dem TGN lokalisiert. Der Mechanismus, der fiir
die Golgi-Retention der Sialyltransferasen verantwortlich ist, konnte bislang noch nicht

eindeutig geklirt werden (zur Ubersicht siehe [81]). Die Existenz eines Signals, das fiir einen
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durch Rezeptoren vermittelten Retentionsmechanismus notig wire, wie z.B. die Aminosaure-
sequenz K(H)DEL fiir die ER-residenten Proteine oder Mannose-6-Phosphat fiir lysosomale
Proteine, kann fiir die Sialyltransferasen ausgeschlossen werden. Es werden zur Zeit zwei
Modelle, die beide die Golgi-Retention der Sialyltransferasen beschreiben, diskutiert. Das
,Oligomerization/kin-Recognition’-Modell geht von Homo- und Hetero-Oligomerbildung der
Sialyltransferasen aus. Diese Oligomere wiirden dann aufgrund ihrer Groe und/oder iiber
Interaktion mit dem Zytoskelett nicht in die sekretorischen Vesikel gelangen. Die Existenz
solcher Komplexe konnte aber bis jetzt nur in Einzelféillen nachgewiesen werden [82]. Das
,Bilayer thickness’-Modell sieht die Linge der Transmembranhelix als einziges Retentions-
signal an, da die Membrandicke aufgrund des steigenden Cholesteringehaltes entlang des
sekretorischen Weges stetig zunimmt und so eine Positionierung der Sialyltransferasen
ermoglichen konnte. Intensive Mutagenesestudien an der ST6Gall aus der Ratte haben jedoch
gezeigt, dass auch die flankierenden Bereiche der Transmembrandoméne, insbesondere die
Stammregion, fiir die Golgi-Retention verantwortlich sind [83,84]. Da beide Modelle allein
nicht in der Lage sind, die Golgi-Retention zu beschreiben, kann davon ausgegangen werden,
dass es sich bei den Riickhaltemechanismen fiir die Golgi-residenten Proteine um sehr

komplexe zell- und enzymspezifische Kombinationen beider Modelle handelt.

| 2 Polysialinsauren

1 21 Struktur

Polysialinsdure (PSA) ist der Sammelbegriff fiir Homo- und Heteropolymere, deren Einzel-
bausteine Sialinsduren sind (zur Ubersicht sieche [85,86]). Ein Polymer kann dabei aus mehr
als 200 Monomeren bestehen. Obwohl die Strukturdiversitdt bei den Monomeren sehr hoch
ist, bestehen Polysialinsduren hauptsichlich aus NeuSAc, Neu5Gc und KDN (siehe Abb. 1),
die auch O-acetyliert oder O-lactyliert vorliegen konnen. Poly(KDN) wird dabei oftmals als
eigene Struktur innerhalb der Polysialinsduren behandelt. Die Sialinsduremonomere gehen
untereinander ausschlieBlich 02,8- und 02,9-glykosidische Bindungen ein. Physikochemische
Analysen haben ergeben, dass Polysialinsduren in Losung in helikaler Form, dhnlich wie
Starke oder Glykogen, mit ca. neun Monomeren pro Windung vorliegen [87]. Die Carboxyl-
gruppe an C? ist dabei im Gegensatz zum Substituenten an der Aminogruppe von C°, welche
aus der Helix herausragt, essentiell fiir diese Konformation [88]. Weiterhin konnte fiir PSA ab
einer Anzahl von 11 Monomeren die Organisation in intermolekulare, filamentdse Aggregate,

die zudem untereinander groBBere Netzwerke ausbilden, nachgewiesen werden [89].
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I 22 Vorkommen und Funktion

Polysialinsduren kommen sowohl in einigen Prokaryonten als auch in Eukaryonten vor. Diese
einzigartigen Polysaccharide liegen dabei entweder an Glykolipide oder iiber O- bzw. N-
Glykane an Glykoproteine gebunden vor. Polysialinsduren sind wegen ihrer enormen
Polymerisationsgrade sehr grofle und wegen der multiplen negativen Ladungen zusitzlich
stark hydrophile Molekiile, deren Raumanspruch durch die Hydrathiille noch erhoht wird.
Aufgrund dieser Eigenschaften sind Polysialinsduren in der Lage, Zell-Zell-Interaktionen zu

beeinflussen.

1 221 Prokaryonten

Viele humanpathogene Bakterien, wie z.B. Escherichia coli K1, Pasteurella haemolytica A2
und Neisseria meningitidis der Serogruppe B tragen eine Kapsel aus 02,8-verkniipften
Neu5Ac-Polymeren, die bei E. coli zudem Acetylgruppen an O’ und O’ aufweisen kann
[90,91]. Der Tréger der PSA ist hier ein Phospholipid [92]. Diese z.T. neuroinvasiven Keime
werden vom Immunsystem des Wirtsorganismus nicht erkannt, da die PSA der Bakterien-
kapsel in ihrer Struktur identisch zur PSA des Wirtes ist. Zudem haben die negativ geladenen
und stark hydratisierten Kapseln, wie am Beispiel der Neisserien bewiesen wurde, einen
inhibitorischen Einflufl auf die Komplementaktivierung [93-95]. Neisserien der Serogruppe
C, die sich aus der Serogruppe B durch horizontalen Transfer des C-Kapsel-kodierenden
Operons entwickelt haben, bilden eine Kapsel aus NeuSAc-Polymeren mit 02,9-
glykosidischen Bindungen [96]. Da diese Struktur vom Wirtsorganismus nicht exprimiert
wird, wirken Neisserien der Serogruppe C immunogener und lassen die Entwicklung von
effektiven Impfstoffen zu. Die E. coli Stimme K92 und Bos-12 weisen eine besondere Form
von NeuS5Ac-Polymeren mit alternierenden 02,8- und 02,9-glykosidischen Bindungen auf
[97]. Polymere aus Neu5Gc oder KDN wurden in Bakterien bis jetzt noch nicht nachge-
wiesen. Zum Auslosen einer Infektion miissen die verkapselten Bakterien durch die
Epithelien in das Blutgefiflsystem des Wirtsorganismus gelangen. Der zugrunde liegende
Mechanismus konnte bislang nur fiir Neisserien der Serogruppe B aufgedeckt werden. Zur
Adhision an die Epithelzellen und zum Eindringen in diese werden die Gene zur Kapsel-
synthese durch reversible Insertion voriibergehend deaktiviert. Nach dem Eintritt in die Blut-
gefile kann die schiitzende Kapsel, die iiber einen bislang unbekannten Mechanismus die

Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke erméglicht, wieder ausgebildet werden [98,99].
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1 222 Eukaryonten

Bei den Eukaryonten wurden Polysialinséuren bislang aulerhalb der Gruppe der Séugetiere in
einem speziellen Entwicklungsstadium von Drosophila melanogaster [25], in Xenopus laevis
[100], in Hithnern [101] und in mehreren Fischen nachgewiesen. In unbefruchteten Eiern der
Regenbogenforelle (Salmo gairdneri) wurde 1978 erstmals die Existenz von Polysialinsdure
in Eukaryonten beschrieben [102]. In spiteren Studien konnte diese Struktur eindeutig als
02,8-verkniipftes Polymer aus Neu5Gce, das iiber O-Glykane an Polysialoglykoproteine
(PSGP) gebunden war, identifiziert werden. Insgesamt exprimieren die Fische innerhalb der
Wirbeltiere die grofite Vielfalt an Polysialinsduren. Neben der zuvor erwéhnten Struktur
kommen in Eiern einer anderen Forellenart zusétzlich reine 02,8-NeuSAc-Polymere vor [6].
Aus der Vitellinschicht und den Kortikalvesikeln von Eiern aus Salmoniden konnte spéter
eine Vielzahl von Heteropolymeren, die aus unterschiedlich substituierten KDN-Derivaten
aufgebaut sind und zudem verschiedene glykosidische Bindungen aufweisen, isoliert werden
(zur Ubersicht siehe [85]). Der Polymerisationsgrad dieser Sialinsiureketten liegt im Durch-
schnitt bei sechs und im Maximum bei 24 [103,104]. Die Sialinsdurepolymere auf den Ober-
flichen der Salmonideneier sind neben ihren unspezifischen protektiven Eigenschaften
beziiglich mechanischen, osmotischen, proteolytischen oder bakteriellen Schiadigungen [105]
auch an spezifischen Zell-Zell-Interaktionen, wie z.B. der Bindung des Spermiums wihrend
der Fertilisation oder Zellmigrationsprozessen wéhrend der frithen Embryogenese [106,107]
beteiligt. Bei den Sdugetieren sind Polysialinsduren weit verbreitet. Sie konnten in der Maus,
der Ratte, diversen Hamsterarten, Affen und dem Menschen nachgewiesen werden. In allen
Wirbeltieren, mit Ausnahme der zuvor beschriebenen Fische, kommen ausschlie3lich a2,8-
verkniipfte Neu5Ac-Homopolymere vor. Diese sind in den meisten Fillen {iber komplexe N-
Glykanstrukturen mit dem Neuralen Zelladhdsionsmolekiil (NCAM) verbunden. Im Gehirn
der Ratte und im Zitteraal (Electrophorus electricus) konnte diese Form der Polysialinsdure
jedoch auch als posttranslationale Modifikation der a-Untereinheit der Natriumkanals nach-

gewiesen werden [108,109].

12221 Das Neurale Zelladhdsionsmolekiil (NCAM)

NCAM wurde 1977 in Netzhautgeweben von Hithnerembryonen erstmals beschrieben [110].
Es ist ein Glykoprotein der Zelloberflache, das in drei Hauptisoformen mit 120, 140 und
180 kDa vorkommt, wobei die kleinste Form iiber einen GPI-Anker in der Membran fixiert
ist. Neben den membranstdndigen NCAM-Varianten gibt es eine weitere 16sliche Isoform mit

110 kDa, die von den Zellen sezerniert wird. NCAM gehort zur Immunglobulinsuperfamilie,
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da es neben zwei zu Fibronektin-Typ III homologen Bereichen auch fiinf Immunglobulin-
dhnliche Doménen enthélt (zur Struktur und Funktion von NCAM siehe [111,112]). NCAM,
das in Abb. 4 dargestellt ist, besitzt sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen der
Aminosduresequenz ,,Asparagin - X - Serin/Threonin®, von denen aber nur zwei in der
fiinften Ig-dhnlichen Domine (Asparagin®” und Asparagin®’) gegebenenfalls polysialyliert
vorliegen [113]. Der Polymerisationsgrad der PSA liegt z.B. in humanen Neuroblastomzellen

bei 55 [114], kann aber auch Werte um 200 erreichen.

1 COOH

¥ potentielle N-Glykosylierungsstelle ¢ Neu5Ac

5
[T TN &
=

Abb. 4:  Schematische Darstellung von NCAM-140 in polysialyliertem Zustand. Aufgefiihrt sind alle sechs
potentiellen N-Glykosylierungsstellen. Ig-&hnliche Doménen sind mit romischen Zahlen bezeichnet
und FNIII steht fiir Fibronektin-Typ III-homologe Doméne.

Die Kohlenhydratstruktur, iiber die PSA mit dem Proteingeriist des NCAMs verbunden ist,
konnte noch nicht eindeutig aufgekléart werden. Die von Finne und Mikeld (1985) postulierte
Struktur ist in Abb. 5 dargestellt [115]. Neuere Analysen ergaben, dass mehrere GIcNAc-
Molekiile in diesen Kohlenhydratstrukturen als mogliches Polysialylierungssignal Sulfat-
gruppen tragen [116].

PSA

T ’ a 2,8 Neu5Ac

<> o 2,3/02,6NeuSAC

o Galaktose
' GlcNAC

- Mannose
A Fukose

A

—ASN—

Abb.5: Hypothetische Struktur des PSA-tragenden Kohlenhydratgrundgeriistes nach Finne und Mékeld
(1985) [115].
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Die Expression von polysialyliertem NCAM (PSA-NCAM) ist entwicklungs- und gewebs-
spezifisch streng reguliert (zur Ubersicht siehe [117]). PSA-NCAM kommt hauptsichlich in
neuralen Geweben wihrend der Embryogenese, aber auch im adulten Organismus und in
anderen Geweben, wie z.B. dem Muskel vor. NCAM ist durch die Ausbildung von homo-
philen Interaktionen an Zell-Zell-Adhésionsprozessen beteiligt, wie u.a. Studien mit NCAM-
tragenden Liposomen, die durch eine Verdoppelung der NCAM-Dichte eine Verdreifig-
fachung der Aggregationsrate zeigten, bewiesen haben [118]. Desweiteren wurden aber auch
heterophile Wechselwirkungen mit Heparin- und Chondroitinsulfaten von Proteoglykanen
(HSGPs) in der Extrazellularmatrix beobachtet [119]. Durch die Expression von PSA werden
diese homo- und heterophilen Bindungen geschwicht oder aufgehoben. Lichtstreuungsexperi-
mente haben gezeigt, dass sich der Raumanspruch des NCAMs durch PSA auf das Dreifache
erhoht und es zu einer Aufweitung des intrazelluliren Spaltes kommt [120]. Durch die
Regulation des PSA-Gehaltes von Zelloberfldchen und die damit verbundenen Auswirkungen
auf die zelluldre Motilitdit wird eine Vielzahl von Zellmigrations- und Differenzierungs-
prozessen beeinfluit. PSA-NCAM ist wihrend der Embryonalentwicklung massgeblich am
Auswachsen [121], an der Verzweigung [122] und der Biindelung ("Faszikulation") [123,124]
von Neuriten, sowie an der Ausbildung von stabilen synaptischen Kontakten bei der Inner-
vation von Muskelzellen [125] beteiligt. Im adulten Organismus ist die Expression von PSA-
NCAM auf Gebiete mit permanenter neuronaler Plastizitdt und Neurogenese, wie z.B. den
Hippocampus und den Hypothalamus, beschriankt [126,127]. In diesen Bereichen konnte eine
Beteiligung von polysialyliertem NCAM an Lern- und Gedichtnisfunktionen [128,129] sowie
an neuroendokrinen Prozessen, wie der Synchronisation des zirkadianen Rhythmus [130],
nachgewiesen werden. Desweiteren wurde PSA-NCAM als Oberflichenstruktur in
verschiedenen neuroendokrinen und lymphoiden Tumoren, wie z.B. dem Wilms-Tumor
[131], dem Neuroblastom [132] und malignen Lymphomen [133] beschrieben. In den meisten
Fillen existiert dabei eine strenge Korrelation zwischen PSA-Gehalt und Malignitéit [134].
Dieses Phidnomen konnte auf den antiadhdsiven Eigenschaften der PSA beruhen, welche die

Ablosung der Zellen vom Primédrtumor und somit die Bildung von Metastasen erleichtern.

1 2.3 Polysialyltransferasen

Die Biosynthese der Polysialinséduren aus den jeweiligen Sialinsduremonomeren wird von
Polysialyltransferasen katalysiert. Der zugrunde liegende Mechanismus unterscheidet sich bei
den Pro- und Eukaryonten erheblich. Zudem zeigen die entsprechenden Transferasen keine

Homologie auf Proteinebene.



EINLEITUNG 14

1 23.1 Prokaryonten

Die Synthese von Polysialinsdure wird im folgenden am Beispiel von E. coli K1 erldutert
(ausfiihrliche Beschreibung in [85,135]). Die initiale Reaktion besteht aus dem Transfer einer
N-Acetylneuraminsdure von CMP-Neu5Ac auf Unadecaprenylphosphat (P-Css), ein Phospho-
lipid der inneren Zellmembran. Die Elongation findet durch den sukzessiven Transfer der N-
Acetylneuraminsiure von Neu5Ac-P-Css auf das wachsende (NeuSAc),-P-Css-Polymer statt.
Die sich im Zytoplasma der Bakterien befindende und an P-Css gebundene PSA-Kette muss
schlieBlich auf einen endogenen Akzeptor libertragen und durch die Zellmembran zur Aul3en-
seite der Bakterien transloziert werden. Alle zur PSA-Synthese bendtigten Gene sind im kps-
Genkomplex kodiert. Dieser ist in drei Regionen unterteilt und umfasst insgesamt 16 bis
19 kb, die mehr als 12 Proteine kodieren. In Region 2 sind mindestens sechs fiir die Synthese
von PSA bendtigte Enzyme (neuA/B/C/D/E/S) lokalisiert, von denen neuE die Initiation und
neuS die Elongation ausfiihren. Die flankierenden Regionen 1 und 3 beinhalten u.a. die Gene
zur Translokation (kpsM und kpsT) [136]. Eine Besonderheit innerhalb der prokaryontischen
Polysialyltransferasen stellt das Enzym aus E. coli Bos-12 dar, das alternierende 02,8/02,9-
Neu5SAc-Polymere synthetisiert [97]. Diese Polysialyltransferase iibertrigt praformierte a2,8-
verkniipfte NeuSAc-Dimere in 02,9-glykosidischer Bindung auf das nicht-reduzierende Ende

der wachsenden PSA-Kette.

1 23.2 Eukaryonten

Der entscheidende Durchbruch zur Aufkldarung der Biosynthese von PSA gelang 1995 durch
die Klonierung der ersten eukaryontischen Polysialyltransferase aus dem Hamster, die mit
"PST-1" oder allgemein mit "PST" bezeichnet wurde [137]. Kurz darauf wurden homologe
Enzyme aus der Maus, der Ratte, dem Menschen und dem Huhn kloniert [138-140]. Schon
1993 war die Klonierung einer Sialyltransferase aus der Ratte gelungen, deren Funktion aber
zu dem Zeitpunkt unbekannt war und die deswegen als "STX" bezeichnet wurde [75]. Die
weitere Charakterisierung und die spitere Klonierung homologer Enzyme aus der Maus und
dem Menschen lieBen die eindeutige Zuordnung zur Gruppe der Polysialyltransferasen zu
[141,142]. Die Polysialyltransferasen zeigen alle Charakteristika der Sialyltransferasen, die
unter I 1.4.2 ndher beschrieben sind. Entsprechend der 1996 eingefiihrten Nomenklatur
wurden die zur STX homologen Enzyme mit ST8Siall und die der PST entsprechenden
Enzyme mit ST8SialV bezeichnet [143]. Es existieren somit zwei Enzyme, die in der Lage
sind, ohne die Hilfe eines weiteren Enzyms 02,8-verkniipfte Neu5SAc-Polymere an NCAM zu

synthetisieren. Als Akzeptor kann dabei sowohl 02,3- als auch 02,6-verkniipfte terminale
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Galaktose dienen [144]. 1996 wurde erstmalig die Fahigkeit der Polysialyltransferasen, PSA
in vitro in einer autokatalytischen Reaktion an sich selbst zu synthetisieren, beschrieben
[145]. Spitere Studien zeigten, dass beide Enzyme auch in vivo enzymgebundene PSA-Ketten
tragen [146]. Ob es sich bei dieser Autopolysialylierung um eine inter- oder intramolekulare
Reaktion handelt, konnte bis heute jedoch nicht gekldrt werden. Desweiteren existieren
kontroverse Ansichten dariiber, ob die Automodifikation fiir die Polysialylierung von NCAM
essentiell ist. Obwohl ein ,en bloc’-Transfer von praformierten PSA-Ketten von der PST auf
NCAM ausgeschlossen werden kann, spricht die Tatsache, dass agalakto-PST im Gegensatz
zur voll aktiven asialo-PST nicht mehr in der Lage ist, sich selbst und NCAM zu poly-
sialylieren, fiir die elementare Bedeutung der Autopolysialylierung [145]. Eine andere
Arbeitsgruppe kommt dagegen nach Studien an N-Glykosylierungsmutanten der PST zu dem
Schluss, dass Autopolysialylierung keine Voraussetzung fiir die Polysialylierung von NCAM
ist, diese jedoch verstdrkt [147]. Neueste Studien zeigen, dass auch die ST8Sialll zu den Poly-
sialyltransferasen gezdhlt werden muss, da dieses Enzym ebenfalls in der Lage ist, sich zu
autopolysialylieren [148]. Gegeniiber NCAM zeigt es jedoch keinerlei Polysialylierungs-
aktivitdt. Bislang galt ST8Sialll als reine Mono- bzw. Oligosialyltransferase, die sowohl

Glykoproteine als auch Glykolipide, wie z.B. GM3, als Akzeptor benutzt [149,150].

I 2321 Unterschiede zwischen PST und STX

Die Expressionsmuster fiir PST und STX zeigen Unterschiede auf mRNA-Ebene. Studien an
Mausembryonen haben gezeigt, dass STX und PST abhingig vom Gewebe und vom Ent-
wicklungszustand unterschiedlich exprimiert werden [151]. STX wird am stdrksten in Lunge
und Testes und schwach auch im Gehirn exprimiert. PST dagegen wird hauptsidchlich in Herz
und Lunge, geringfiigig auch in Muskel und Gehirn nachgewiesen. Untersuchungen an
adulten menschlichen Geweben zeigten zudem, dass in Niere, Diinndarm und in peripheren
Leukozyten ausschlieBlich PST exprimiert wird [152,153]. Beide Polysialyltransferasen
werden in der Maus ab Tag 8 der Embryonalentwicklung (E8) exprimiert. Die Expressions-
hohe der STX unterliegt dabei deutlicheren Schwankungen als die der PST. Sie nimmt bis
E12 stark zu, bleibt bis E15 auf diesem Niveau, féllt dann bis zum postnatalen Tag 10 (P10)
auf ca. 1/4 ab und ist im adulten Tier (>P26) nicht mehr nachzuweisen. Die Transkription von
PST wird dagegen nur moderat hochreguliert, erreicht aber zur maximalen Expression an E12
ungefdhr die gleiche Intensitit wie STX, fallt dann bis P10 langsam auf ca. die Hélfte ab und
persistiert im Unterschied zu STX im adulten Tier auf diesem Niveau [151]. Eine dquivalente

Studie bestétigt zwar die zuvor geschilderten Expressionsprofile, kommt aber bei dem
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Vergleich der Expressionshéhen zu dem Schluss, dass STX an E12 in 10fachem Uberschuss
vorliegt [154].

PST und STX unterscheiden sich auch in ihren Affinititen fiir die verschiedenen NCAM-
Isoformen [155]. STX bevorzugt NCAM-140 und NCAM-180, PST dagegen polysialyliert
vornehmlich NCAM-120 und NCAM-140. Studien an N-Glykosylierungsmutanten von
NCAM wiesen zudem der humanen PST eine Préferenz fiir die 6. und der humanen STX eine
Priferenz fiir die 5. N-Glykosylierungsstelle zu [156]. Diese und andere Studien kommen
weiterhin libereinstimmend zu dem Schluss, dass PST das prozessivere Enzym darstellt und
somit deutlich langere PSA-Ketten synthetisiert als STX [148,152,155,157]. Aufgrund der
Unterschiede in der Expression, den Akzeptorspezifititen und der Prozessivitit liegt der
Schluss nahe, dass beide Polysialyltransferasen unterschiedlich reguliert werden und
individuelle Funktionen im Organismus ausiiben. Da PST und STX aber auch innerhalb einer
Zelle exprimiert werden, konnten sie sich hier gegenseitig ergdnzen und kooperativ in die

Polysialylierung eingreifen.
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I 3 Zielsetzung der Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit lagen iiber strukturbestimmende und aktivititsrelevante Elemente der
eukaryontischen Polysialyltransferasen PST und STX keine experimentellen Daten vor.
Homologievergleiche hatten gezeigt, dass beide Enzyme alle Charakteristika der Sialyl-
transferasen aufweisen. Polysialyltransferasen besitzen somit eine Typ II-Membrantopologie
und enthalten die hochkonservierten Sialylmotive L, S und VS. Am Beispiel der Mono-
sialyltransferase ST6Gall konnte nachgewiesen werden, dass das L-Sialylmotiv essentiell fiir
die Bindung des Donorsubstrates CMP-Neu5Ac und das S-Sialylmotiv sowohl an der
Bindung des Donor- als auch des Akzeptorsubstrates beteiligt ist. Zwei in den Sialyl-
transferasen auftretende hochkonservierte Cysteine, deren Beteiligung an einer Disulfidbriicke
schon mehrfach postuliert aber nie bewiesen wurde, sind ebenfalls in den Polysialyl-

transferasen vorhanden.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, Primérstrukturelemente in den Polysialyltransferasen zu
identifizieren, die an der Ausbildung einer funktionellen Konformation massgeblich beteiligt
sind. Ein geeignetes Fundament fiir diese Struktur-Funktionsanalyse bildete die Komplemen-
tationsgruppe 2A10, deren Klone aufgrund eines Defektes im PST-Gen ihre Fihigkeit zur
PSA-Synthese verloren haben. Durch die molekulare Analyse der PST-mRNAs aus diesen
Klonen sollten essentielle Aminosduren oder Sequenzabschnitte identifiziert werden. Die
weitere Charakterisierung der Mutanten durch in vivo- und in vitro-Aktivititstests sollte dann
Informationen iiber einen moglichen Katalysemechanismus liefern. Nach der Ubertragung der
2A10-Mutationen in die STX, sollten die entsprechenden STX-Mutanten ebenfalls analysiert
und die Ergebnisse in Relation zur PST gestellt werden.

Ein weiterer Zugang bestand in der gezielten Mutagenese von hochkonservierten
Aminosduren der Polysialyltransferasen, wie z.B. den Cysteinen. Mit dieser Analyse sollten

Riickschliisse auf die Disulfidbriickenstruktur der Polysialyltransferasen moglich werden.
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I MATERIAL UND METHODEN

11 Material

I1 1.1 Zelllinien

CHO-K1 (C6)
COS-1

NIH 3T3

: Hamster-Ovarien-Zelllinie, Subklon C6 (ATCC CRL 9618)
: Affen-Nieren-Zelllinie (CV-1-Fibroblasten), transformiert mit SV40 (ATCC CRL

1650)

: Maus-Fibroblasten-Zelllinie (ATCC CRL 1685)

Komplementationsgruppe 2A10 (Subklone: 1C5, 1D7, 1E6, 1G4, 1HS8, 2A10, 2B12, 2D5, 2D8, 2E11, 2GS, 3A7,
3C7, 3F3,4C4, 4D11, 4E8, 5C3, 5C9, 5F4, 6B8, 6ES, 7F11, 7G11, 7G9, 8C6, 8F8, 8GS5, 9C8, 9DS, 9G2) :

CHO-K1-Zellen, die nach chemischer Mutagenese aufgrund eines defekten PST-
Gens keine PSA-Expression aufweisen [137].

Komplementationsgruppe Lec 2 (Subklone 1E3, 8GS) :

2A10-ProtA-NCAM

2A10-PST-MH

2A10-STX-MH

9E10

CHO-K1-Zellen, die aufgrund eines defekten CMP-NeuSAc-Transporter-Gens
keine PSA-Expression aufweisen [158].

: 2A10-Zellen (Subklon 2A10 der Komplementationsgruppe 2A10), stabil

transfiziert mit ProtA-NCAM (Fusionsprotein aus dem IgG-bindenden Teil von
ProteinA und NCAM-140, Plasmid: pBT4)

: 2A10-Zellen (s.0.), stabil transfiziert mit PST-MycHis (Fusionsprotein aus

Hamster-PST und MycHis-Epitop am C-Terminus, Plasmid: pPST-MycHis)

. 2A10-Zellen (s.0.), stabil transfiziert mit STX-MycHis (Fusionsprotein aus Maus-

STX und MycHis-Epitop am C-Terminus, Plasmid: pSTX-MycHis)

: Maus-Hybridom, das den anti-Myc-Antikdrper 9E10 (IgG1) sezerniert [159].

I1 1.2 Zellkulturmedien und —zusatze

a -MEM GibcoBRL
DMEM Seromed
DMEM HAM's F12 Seromed
SMIF GibcoBRL
OptiMEM GibcoBRL
HybridoMED DIF Seromed
Fotales Kilberserum GibcoBRL/Sigma
L-Glutamin (200 mM) GibcoBRL
Natriumpyruvat (100 mM) GibcoBRL
Penicillin (5000 U/ml) / Streptomycin (5000 U/ml) GibcoBRL
Trypsin/EDTA (0,5% Trypsin, 0,2% EDTA in Hepes-Puffer) GibcoBRL
HT-Zusatz (50x): Hypoxanthin (5§ mM) / Thymidin (0,8 mM) GibcoBRL

I1 1.3 Bakterienstamm

E. coli DH5a

. F, ¢80dlacZAM15, A(laCZY-A-argF)U169, recA, endAl, hsdR17(rx, mg),

supE44, \', thi-1, gyrA, relAl
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Il 1.4 Bakterienmedien

LB-Medium : 1% Bacto Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, pH 7,5
LB-Agar-Platten : LB-Medium mit 1,5% Bacto-Agar

Il 1.5 Oligonukleotide und Primer

Oligonukleotide wurden im Rahmen dieser Arbeit u.a. fiir das Einbringen von Epitopsequenzen in Vektoren
verwendet. Primer sind Oligonukleotide, die bei der zielgerichteten Mutagenese mittels PCR, bei der RT-PCR
und bei Sequenzierungen eingesetzt wurden. Alle Oligonukleotide wurden von den Firmen Amersham
Pharmacia Biotech und MWG Biotech bezogen. Die folgenden Sequenzen sind in 5’ - 3’-Richtung aufgefiihrt.

Restriktionsschnittstellen sind kursiv dargestellt.

Epitop-kodierende Oligonukleotide:

Sequenz
HABgl2s GAT CTT ACC CTT ATG ACG TCC CCG ATT ACG CCA GCC TGC
HANotlas GGC CGC AGG CTG GCG TAA TCG GGG ACG TCA TAA GGG TAA
FlagM5s CGC CAC CAT GGA CTA CAA GGA TGA TGA TGA TAA GG
FlagM5as GAT CCC TTA TCA TCA TCA TCC TTG TAG TCC ATG GTG GCG GTAC

RT-PCR-, PCR- und Sequenzierprimer:

Sequenz Ziel
KB9 AAT ACG ACT CAC TAT AGG Vektor
BGH TAG AAG GGC ACA GTC GAG G Vektor
AB6 GCT CTA GAT TAT TGC TTC ATG CAC TTC PST
AH29 TTG CTT CAT GCA CTT CCC TG PST
AH30 TCC ACG CTC CCT TCG CAA PST, 5°-UTR
CB14 TTT AAA GTT CTT GGA TGC STX
CBI15 GTC ATA ATA GTG ATACTTG STX
CB34 CTC GGT CAT CCA GCG GGCCTTT STX
MAI1 CCG TAC GAA GCT TGG TA pSecTag B
MA26 ACA CCT ACT CAG ACA ATG pSecTag B
ME17 ACG TGA TGT CTC TGT GG PST
ME21 ATG CGC TCC ATT AGA AAA CGG PST
ME22 TTA TTG CTT CAT GCA CTT CCC TGT GGT PST
ME25 AGT TTG CTG CGG ATG TG PST
MES51 GAC CTG ATT CTG GGA TCT CGG PST, 5’-UTR
MES52 GGT GGA TTC CCA TGG ACT TCC PST, 3°-UTR
MES53 AAG AGA AGG TGC CGG AGC TG PST, 5’-UTR
MES54 GAT GCT GAA CCC CAG CCT TG PST, 3°-UTR
MM17 TTG CTT CAT GCA CTT CCC PST
MM24 GCT CTA GAT TAT TGC TTC ATG CACT PST
MM26 GAA GAT CTG CCA GAA CTG AGG AGC AC PST
MM29 CGC TGA TCA GTC GAC ATC GGG AAT TCT GGA GGC STX
MM30 GCT CTA GAC GTA GCC CCA TCA CAC TG STX
MM32 GCT CTA GAT TAC GTA GCCCCATCAC STX
MWS5 CCG CTC GAG CGC TCC ATT AGA AAA CGG PST

MW6 GCT CTA GAT TAT TGC TTC ATG AAC TTC CCT PST/C356F
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MW7

MW18
MW19
MW28
MW29

Sequenz
CCT GTT TCT AAA TCT CCA GAA GC

GGG GTA CCT TGA GCA GAT CACTTG TC
GGG GTA CCG CTG GCT CAA CCATCT TC
CCG CTC GAG CAG CTG CAG TTC CGG AGC
GCT CTA GAT TAC GTA GCC CCA TCA AAC

Mutageneseprimer fur Maus-STX:

MAI16
MA17
MAI18
MA19
MW20
MW21
MW22
MW23
MW24
MW25
MW26
MW27
MW32
MW33
MW41
MW42a

Sequenz

CGA GTT TTC CAC GAT GGC
CCATCG TGG AAA ACT CGG G
CAA GAG GCT GGT GGT TG
CAACCACCAGCCTCTTGAT
GAC CTA GTG ATC ATG AACC
GGG GTT CAT GAT CAC TAG
CAC ATC AAA GGA CCA ACC
GTG GTT GGT CCT TTG ATG
CCACACCGTGCCCTITG

CCA AGG GCACGGTGT G
CGG CCA GTT TGATGG G
GCC CCATCA AACTGG CC
GCC CTT GAA ATT CAA GG
GGC CTT GAA TTT CAA GG
GGC CTC TTG ATA TAC ACC
CAG GGT GTA TAT CAA GAG

Mutageneseprimer fir Hamster-PST:

MA20
MAZ21
MA22
MA23
MA24
MA25
MW8
MW9
MW10
MWI1
MWI12
MWI13
MW14
MWI15
MW16
MW17
MW30
MW31
MW34
MW35

Sequenz

ATC AAA GGA CCC AGC AC

GCT GGG TCC TTT GAT GG

TTC ATG GCC AAA GGA GGA

TCC TTT GGC CAT GAA AGC

GGG AAG TTC ATG AAG CAA

CTT CAT GAA CTT CCC TGT

GGT TTA AGA CCG CTG CTG TTG
CAA CAA CAG CAG CGGTCT TAA A
GAC AGT GGA GCT GGC AAG G
CTCCTT GCC AGCTCCACT G

GTA ATC AGG GCC AAT CTA GCT
GAG CTA GAT TGG CCC TGA TTA
CAC CAG ATT TGC TGA TGA AAT TC
GTG AAT TTC ATC AGC AAA TCT GG
CCA CAG GGA AGG CCATGA AG
GCT TCA TGG CCT TCC CTG TG
GAA TGC CAT TAA AAT TCA AAA
GGG TTT TGA ATT TTA ATG G

GCC TCC TCA TAT ACA CAC

CCA GTG TGT ATA TGA GGA G

Ziel

PST

PST

PST

STX
STX/C371F

Mutation
G161E
G161E
G296S
G296S
T2041
T2041
R292G
R292G
M348V
M348V
C371F
C371F
E351K
E351K
M2991
M2991

Mutation
R277G
R277G
V230A
V230A
C356F
C356F
Cl42A
Cl142A
C156A
C156A
C169A
C169A
C292A
C292A
C356A
C356A
E336K
E336K
M2841
M2841
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MW36
MW37
MW38A
MW39
MW40
MW43
MWw44
MW45
MW46

Sequenz Mutation
GCA TGA AGC GAT CTA GAG Q359R
CCT CTA GAT CGC TTC ATG Q359R

GC TCTAGA CTT ACT GCA CTT CCC TG K358stop
CAG GGA AGA GCA TGA AG C3568
GCT TCA TGC TCT TCC C C356S
CTC ACA GAC TGC CAT TAG M333L
ATT CTA ATG GCA GTCTGT G M333L
GCT CTA GAG GCG CAC TTC CCT GTG GTC AG M357Astop
GCT CTA GAG CAC TTC CCT GTG GTC AG C356stop

Il 1.6 Vektoren und Plasmide

pBlueScript SK(-)
pcDNA3
pSecTag B
pGEM-T Vektor
pME7

pAH24
pBSLSTX

pBT4

pCMVlacZ

pBS/GAPDH
pFlagB1

pSTX-MycHis

pPST-MycHis

: Klonierungsvektor und prokaryontischer Expressionsvektor (Stratagene)
: eukaryontischer Expressionsvektor (Invitrogen)
: eukaryontischer Expressionsvektor (Invitrogen)

: Dieser bereits linearisierte Vektor kann direkt zur Ligation von PCR-Fragmenten

mit 3’A-Uberhingen, welche z.B. durch PCR mit Tag-DNA-Polymerase entstehen,

benutzt werden (Promega).

. eukaryontischer Expressionsvektor (pABE) mit der vollstindigen cDNA der

Hamster-PST

: pBlueScript SK(-) mit kodierender Sequenz der Hamster-PST
: pBluescript SK(-) mit vollstdndiger cDNA der Maus-STX

: Dieses auf dem eukaryontischen Expressionsvektor pProtA basierende Plasmid

kodiert ein Fusionsprotein aus NCAM-140 und dem IgG-bindenden Teil von
ProteinA.

: Dieses Plasmid enthilt das Gen fiir die 3-Galaktosidase und wird zur Uberpriifung

der Transfektionseffizienz benutzt.

: pBlueScript SK(-) mit GAPDH-Sequenz der Ratte
: Dieser Vektor unterscheidet sich von pcDNA3 nur durch die iiber die Restriktions-

schnittstellen Kpnl und BamHI ecingefiigte Flag-Epitopsequenz inklusive
Startkodon. Dieser Vektor ermoglicht die eukaryontische Expression von Fusions-

proteinen mit N-terminalem Flag-Epitop.

. Dieses Plasmid enthdlt die um die ersten 93 Nukleotide verkiirzte kodierende

Sequenz der Maus-STX hinter der Igk-Signalsequenz im Vektor pSecTag B. Es
ermoglicht die rekombinante Expression einer 16slichen Form der STX (Deletion

der AS 1 bis 31) mit zusétzlichem MycHis-Fusionsanteil am C-Terminus.

. Dieses Plasmid enthidlt die um die ersten 75 Nukleotide verkiirzte kodierende

Sequenz der Hamster-PST hinter der Igk-Signalsequenz im Vektor pSecTag B. Es
ermdglicht die rekombinante Expression einer 16slichen Form der PST (Deletion

der AS 1 bis 25) mit zusdtzlichem MycHis-Fusionsanteil am C-Terminus.

Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Plasmide:

Bei der Benennung der hier aufgefiihrten Plasmide wird folgendes System angewendet:

1. Im Gegensatz zu den Proteinen werden die Plasmide, welche diese Proteine kodieren, durch ein voran-

gestelltes ,p” im Namen gekennzeichnet.
2. PST steht fiir die 16sliche Form der Hamster-PST (ST8SialV), die von pPST-MycHis kodiert wird.
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STX steht fiir die 16sliche Form der Maus-STX (ST8Siall), die von pSTX-MycHis kodiert wird.

TM-PST steht fiir die Transmembranform der Hamster-PST, die von pFlagHA-PST (s.u.) kodiert wird.
TM-STX steht fiir die Transmembranform der Maus-STX, die von pFlagHA-STX (s.u.) kodiert wird.
Aminosdureaustausche, durch die sich die Mutanten vom Wildtyp unterscheiden, werden nach einem
Schrégstrich (/) folgendermafBlen aufgefiihrt: AXB (A bezeichnet die Wildtyp-AS, X die Position der AS im
Wildtypprotein und B die in der Mutante anstelle von A anzutreffende AS)

A

pPST44 : Dieses von pPST-MycHis abgeleitete Plasmid kodiert eine um die ersten 43 AS
verkiirzte Form der PST (1. AS: Leucin**).
pPSTS59 : Dieses von pPST-MycHis abgeleitete Plasmid kodiert eine um die ersten 58 AS
verkiirzte Form der PST (1. AS: Alanin®).
pPST/C142A, pPST/G146E, pPST/C156A, pPST/C169A, pPST/T1891, pPST/V230A, pPST/V230A/R277G,
pPST/R277G, pPST/G281S, pPST/M2841, pPST/C292A, pPST/M333V, pPST/M333L, pPST/E336K,
pPST/C356F, pPST/C356A, pPST/C356S, pPST/Q359R :
Diese Plasmide unterscheiden sich vom Ursprungsplasmid pPST-MycHis nur durch

die im Plasmidnamen angegebene(n) Mutation(en).

pPST/C356stop . Dieses Plasmid kodiert eine um die letzten 3 AS (M*7-K***-Q**%) verkiirzte Form
der 16slichen PST-MycHis.

pPST/M357Astop : Dieses Plasmid fiithrt zur Expression der l6slichen Form der PST-MycHis mit
verindertem C-Terminus (M>>"-K***-Q*” ist ersetzt durch A*").

pPST/K358stop : Dieses Plasmid kodiert eine um die letzte AS verkiirzte Form der PST-MycHis.

pSTX/G161E, pSTX/T204I, pSTX/R292G, pSTX/G296S, pSTX/M2991, pSTX/M348V, pSTX/E351K,

pSTX/C371F : Diese Plasmide unterscheiden sich vom Ursprungsplasmid pSTX-MycHis nur

durch die im Plasmidnamen angegebene Mutation.

pFlagHA : Dieser Vektor unterscheidet sich von pFlagB1 durch eine zusitzliche HA-Epitop-
sequenz, die mittels der Oligonukleotide HABgI2s und HANotlas zwischen die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl eingefiigt wurde. Die so entstandene
BamHI/BglII-Schnittstelle ist nun fiir beide Enzyme nicht mehr zugénglich. Dieser
Vektor eignet sich zur Expression von Fusionsproteinen mit einem N-terminalen
FlagHA-Epitop.

pFlagHA-PST : Dieser Vektor enthélt die komplette kodierende Sequenz der Hamster-PST, welche
tiber die Schnittstellen Xhol und Xbal in den Vektor pFlagHA eingefiigt wurde. Er
dient damit zur eukaryontischen Expression der membranstindigen Form der PST
(TM-PST) mit N-terminalem FlagHA-Epitop.

pTM-PST/G146E, pTM-PST/T1891, pTM-PST/V230A/R277G, pTM-PST/R277G, pTM-PST/G281S, pTM-

PST/M2841, pTM-PST/M333V, pTM-PST/E336K, pTM-PST/C356F:
Diese Plasmide unterscheiden sich von pFlagHA-PST nur durch die im Namen
aufgefiihrte(n) Mutation(en).

pFlagHA-STX : Dieser Vektor enthélt die komplette kodierende Sequenz der Maus-STX, welche
tiber die Schnittstellen Xhol und Xbal in den Vektor pFlagHA eingefiigt wurde. Er
dient damit zur eukaryontischen Expression der membranstindigen Form der STX
(TM-STX) mit N-terminalem FlagHA-Epitop.

pTM-STX/G161E, pTM-STX/T2041, pTM-STX/R292G, pTM-STX/M2991, pTM-STX/G296S, pTM-

STX/M348V, pTM-STX/E351K, pTM-STX/C371F:
Diese Plasmide unterscheiden sich von pFlagHA-STX nur durch die im Namen

aufgefiihrte Mutation.
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I 1.7 Enzyme

Alkalische Phosphatase (1 U/ul)

Amersham Pharmacia Biotech

PNGaseF (N-GlukosidaseF) (1000 U/ul) Roche
Exoneuraminidase aus Vibrio cholerae Roche
RNaseA aus Rinderpankreas (50 U/mg) Roche
RNase-freie DNasel Promega
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) GibcoBRL/Roche
T3-RNA-Polymerase (10 U/pl) Roche
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) Sigma
Pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/pl) Stratagene
SUPERSCRIPT II, RNase H Reverse Transkriptase GibcoBRL
BamHI, Bglll, BstXI, EcoRI, Esp3I (BsmBI), HindIII, KpnI, Notl, Sall, Xbal, Xhol NEB
Endo NE : Die Endoneuraminidase NE (Endo NE) stammt aus E. coli KI1-Phagen der Gruppe E

[160,161]. Dieses Enzym erkennt 02,8-verkniipfte Sialinsduren ab einem Polymeri-

sationsgrad von acht und spaltet ein Oktamer zwischen dem dritten und vierten Rest.

Il 1.8  Antikorper

Priméarantikorper:

735 : Dieser monoklonale Antikérper (mAk) der Subklasse IgG2a erkennt PSA ab einem Polymerisations-
grad von acht [162].
H28 : Dieser mAk aus der Ratte (IgG2a) erkennt alle Isoformen des murinen NCAMs [163] (Dianova).

KDI1 : Dieser mAk (IgG1l) erkennt den C-Terminus der NCAM-Isoformen 140 und 180 und wurde von M.
Husmann hergestellt [164].

12CA5 : Dieser mAk (IgG2b) erkennt das HA-Epitop "YPYDVPDYASL" (Roche).

9E10 : Dieser mAk (IgG1) ist gegen das Myc-Epitop "EQKLISEEDL" gerichtet.

M5 : Dieser mAk (IgG1) erkennt das Flag-Epitop "MDYKDDDDK" (Sigma).

3167 : Dieser mAk (IgGl) erkennt den N-Terminus der Maus-STX und wurde von M. Miihlenhoff
hergestellt und charakterisiert.

3169  : Dieser mAk (IgGl) erkennt den zentralen Bereich der Maus-STX und wurde von M. Miihlenhoff
hergestellt und charakterisiert.

3187 : Dieser mAk (IgGl) erkennt den C-Terminus der Maus-STX und wurde von M. Miihlenhoff
hergestellt und charakterisiert.

Das polyklonale Kaninchen-Serum gegen die katalytische Untereinheit der o-Mannosidasell wurde von K.
Moremen (University of Georgia, Athens, GA) zur Verfligung gestellt [165].

Das polyklonale Kaninchen-Serum gegen den zytoplasmatischen Teil des Calnexins wurde von B. Sodeik
(Medizinische Hochschule Hannover) zur Verfligung gestellt [166].

Anti-Digoxigenin-Ig-Alkalische Phosphatase-Konjugat (Fab-Fragmente) [750 U/ml] (Roche)

Sekundarantikorper:

anti-Maus-Ig-Alkalische Phosphatase-Konjugat Dianova
anti-Maus-Ig-DTAF-Konjugat Dianova
anti-Kaninchen-Ig-TRITC-Konjugat Dianova
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Il 1.9 Standardpuffer und -l6sungen

AP-Puffer : 100 mM Tris-HCL, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH 9,4

BCIP-Stammlésung : 25 mg/ml BCIP in 100% DMF

GEBS(2x) 1 20% Glycerol, 50 mM EDTA, 0,05% Bromphenolblau, 0,5% Sarcosyl

GEBS(5x%) : 50% Glycerol, 125 mM EDTA, 0,125% Bromphenolblau, 1,25% Sarcosyl

Laemmli-Puffer(2x) : 250 mM Tris-HCI pH 6,8, 20% (v/v) Glycerin, 5% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-ME,
0,1% (w/v) Bromphenolblau

Laemmli-Puffer(5x) : 600 mM Tris-HCI pH 6,8, 40% (v/v) Glycerin, 10% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-ME,
0,4% (w/v) Bromphenolblau

NBT-Stammlosung : 50 mg/ml NBT in 70% DMF

PBS : 10 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl

PBS fiir Zellkultur : 10 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, pH 7,4

PBS/EDTA : 2mM EDTA in PBS fiir Zellkultur

RNA-Auftragspuffer : 50% Formamid, 2,2M Formaldehyd, 10 mM EDTA, 20% Glycerol, 0,2%
Bromphenolblau, 50 pg/ml Ethidiumbromid

SSC(20x) : 3 M Na(l, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

TBE : 100 mM Tris-HCI, 100 mM Borséure, 2,5 mM EDTA, pH 8,0

TBS : 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4

TE : 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8

Il 1.10 Molekulargewichtsmarker

DNA-Marker:

,1kb-Ladder’ [1 pg/pl] GibcoBRL
[kb]: 0,075;0,134; 0,154; 0,201; 0,22; 0,298; 0,344; 0,396, 0,506; 0,517; 1,018; 1,636;
2,054; 3,054; 4,072; 5,09; 6,108; 7,126; 8,144; 9,162; 10,18; 11,198; 12,216

,100 bp-Ladder’ [1 pg/pl] GibcoBRL
[bp]: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 2072

A-DNA/HindIII-Fragments’ [0,5 ug/pl] GibcoBRL

[kb (ng DNA in 10 pl Marker)]: 0,135 (5); 0,56 (11); 2,03 (41); 2,23 (47); 4,63 (89);
6,68 (137); 9,41 (194); 23,13 (476)

RNA-Marker:

,0,24 - 9,5 kb RNA Ladder’ [1 pg/ul] GibcoBRL
[kb]: 0,24;1,35;2,37; 4,4; 7,46; 9,49

Protein-Marker:

,SDS-PAGE Molecular Weight Standards Low Range’ BioRad
[kDa]: 14,4; 21,5; 31; 45; 66,2; 97,4

,SDS-PAGE Molecular Weight Standards High Range’ BioRad
[kDa]: 45; 66,2; 97,4; 116; 200
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,["*C]-Methylated Proteins’ [5 pCi/ml]
[kDa]: 14,3; 30; 46; 66; 97,4; 100; 220

I 1.11 Kits

,DIG RNA Labeling Kit’

,High Pure Plasmid Isolation Kit’

,Oligotex mRNA Kit’

,Rapid DNA Ligation Kit’

,QIAprep Spin Plasmid Kit’

,QIAquick Gel Extraction Kit’

,QIAquick PCR Purification Kit’

,GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit’
,Plasmid Kit (Midi/Maxi)’

,T7-Sequencing Kit’

,Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit’

,LABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit’

,PGEM-T Vector Systems’

Il 1.12 Gerate

Blotkammer Fast-Blot B33
Brutschrank
373 DNA Sequencer Stretch
ELISA-Reader Titertek Multiskan MCC/340
Easy Enhanced Analysis System (Easy RH-3, Videokamera 429K)
Filtron
FPLC LCC 500/P-500
Gelkammer Agarosegele
Geltrockner: Modell 583
SGD 4050
GeneAmp PCR System 2400
Heizblock Modell 583
Hybridisierungsofen
MiniGel-Elektrophoresekammer
Peristaltic Pump P-1
Phosphoimager Bas 1000
Phosphoimager Plate
Photometer, Ultraspec 111
Sequencing Gel Electrophoresis System Model S2
SpeedVac-Concentrator
UV-Stratalinker
Zentrifugen : Biofuge 13
Kiihlzentrifuge Modell J2-21
Minifuge T
Ultrazentrifuge

Amersham Pharmacia Biotech

Roche

Roche

Qiagen

Roche

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Amersham Pharmacia Biotech
Qiagen

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
PE Biosystems

Promega

Biometra

Heraeus

Applied Biosystems

Flow Laboratories

Herolab

GelmanSciences

Amersham Pharmacia Biotech
Hoefer

BioRad

Savant

PE Biosystems

Grant

Heraeus

Biometra

Amersham Pharmacia Biotech
Fujix

Fuji

Amersham Pharmacia Biotech
GibcoBRL

Savant

Stratagene

Heraeus, Sepatech

Beckmann

Heraeus, Sepatech

Beckmann
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I1 1.13 Chemikalien

a-[*’S]-dATP (400 Mbg/ml)
2-Mercaptoethanol
ABDF

Aceton

Acrylamid 40% (37,5:1)
Acrylamid 40% (29:1)
Acrylamid 40% (19:1)
Agarose, ultra PURE
Ampicillin (Binotal)
APS
BCA-Proteinreagenz
Blockingreagenz

BCIP

Borat, Natriumsalz
BSA (Fraktion V)
BSA-Proteinstandard
Calciumchlorid

CSPD

Cytidin 5’-monophospho['*C]Sialinsiure (10,5 GBq/mmol)

DEPC

Dimethylpimelimidat, Dihydrochlorid

DMF
DMSO

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
dNTPs (je 100 mM ATP, CTP, GTP, TTP in H,0), ultrapure

Dodecylsulfat, Natriumsalz
Effectene Transfektionsreagenz
Essigsdure (100 %)

Ethanol (absolut)

Ethanolamin

Ethidiumbromid

EDTA, Dinatriumsalz
Formaldehyd (37%ige Losung)

Glutardialdehyd (25%ige Losung in Wasser)

Glycerol (wasserfrei)
Glycin

Isopropanol
Jodactetamid
Kaliumacetat
Kaliumchlorid

Levamisol, Hydrochlorid

LipofectAMINE Transfektionsreagenz

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Amersham Pharmacia Biotech
Merck
Molecular Probes
Riedel de Haén
Applichem
Roth
GibcoBRL
GibcoBRL
Bayer

BioRad

Pierce

Roche
Fluka/Roth
Merck
Applichem
Pierce

Merck

Roche
Amersham Pharmacia Biotech
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Merck
Amersham Pharmacia Biotech
Merck

Qiagen

Merck

Baker

Aldrich

Roche

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma

Riedel de Haén
Fluka

Merck

Merck

Sigma
GibcoBRL
Applichem
Merck
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Manganchlorid Merck
Methanol Baker
Moviol Calbiochem
Natriumacetat Merck
Natriumazid Merck
Natriumcacodylat (,Dimethylarsinic acid”) Sigma
Natriumchlorid Merck
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumhydrogenphosphat Merck
Natriumhydroxid Riedel de Haén
Natriumthiosulfat Sigma
NBT Fluka
NP-40 Roche
Paraformaldehyd Baker
PEG-1500 Sigma
Phenol/Chloroform/Amylalkohol (25:24:1) Roth
PMSF Sigma
Ponceau S, Natriumsalz Sigma
ProteinG-Sepharose Roche
Repel-Silan Amersham Pharmacia Biotech
Roti-Blue Roth
Salzsdure, konz. Riedel de Haén
SuperFect Transfektionsreagenz Qiagen
TEMED Serva
Trasylol (Aprotinin) (1,4 mg/ml) Bayer
Trichloressigsdure Merck
TCEP Molecular Probes
Tris Serva
Triton X-100 Fluka
Trypanblau (0,4 %) Sigma
Tween 20 Fluka
X-Gal Roth
Il 1.14 Sonstige Materialien

Centricon-30-Mikrokonzentratoren Amicon
Celluloseacetatfilter (0,8 pm) Sartorius
Celluloseacetat-Filtrationseinheit (0,22 Um, steril) Corning
Chromatographiepapier, 3 MM Whatman
Deckglaschen (0 12 mm) Jirgens
Diaflo Ultrafilter XM-50 Amicon
Einmal-Injektionskaniilen (O 0,8 mm) Braun
Filterpapier 3 MM Whatman
FugiSep Maxi (30000 kDa) Intersep
Hyperfilm MP Amersham Pharmacia Biotech
Kryordhrchen Corning

Leersaulen

Amersham Pharmacia Biotech
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Mikrotiterplatten, PS-Mikroplatten 96 K Greiner
Millex GV Filter (0,22 um steril) Milipore
Nitrocellulose (0,1 pm Porengrof3e) Schleicher & Schuell
Polypropylenréhrchen Greiner
Polystyrolréhrchen Greiner
Qiabrane Nylonmembran (positiv geladen) Qiagen
Reaktionsgefafle (1,5 ml) Sarstedt
Reaktionsgefafie (15 ml) Greiner
Reaktionsgefifie (50 ml) Greiner
Universalindikatorpapier, pH 0 - 14 Macherey-Nagel
Zellkulturflaschen Greiner
Zellkulturplatten Greiner
Zellkulturschalen Greiner

I 2 Methoden

Il 21  Molekularbiologische Methoden

Il 2.1.1  Isolierung von Plasmid-DNA

II 2.1.1.1 Schnelltest zur Uberpriifung der PlasmidgrdBe

100 pul Bakterienkultur wurden mit 50 pl Phenol/Chloroform (1:1) und 10 pl Auftragspuffer (0,25% Brom-
phenolblau, 40% Glycerol) versetzt, kréaftig durchmischt (Vortex, 10 s) und zentrifugiert (14500xg, 3 min, RT).
30 pl des Uberstandes wurden im Agarosegel aufgetrennt (II 2.1.3) und die GroBe der Plasmid-DNA {iberpriift.

II 2.1.1.2 Analytische Plasmidprédparation

1,5 bis 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft und iliber Nacht
bei 37°C und 200 upm vermehrt. Die Bakterien wurden bei 7000xg sedimentiert und das Pellet in 100 ul
Puffer 1 (50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaseA) resuspendiert. Durch Zugabe von 100 ul
Puffer 2 (1% SDS, 0,2 M NaOH) und vorsichtiges Durchmischen wurden die Bakterien lysiert (5 min, RT).
AnschlieBend wurden die Proteine durch Zugabe von 150 pl gekiihltem Puffer 3 (3 M Kaliumacetat pH 5,5) und
5 min Inkubation auf Eis geféllt und pelletiert (14500xg, 10 min, RT). Der Uberstand wurde mit einem Volumen
Isopropanol versetzt und die DNA fiir mindestens 30 min bei -70°C prézipitiert. Nach der Sedimentation der
DNA (14500xg, 15 min, 4°C) wurde das Pellet mit kaltem 70%igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentri-
fugation und Trocknung der DNA im Vakuum wurde diese in 20 pl TE oder H,O bidest. aufgenommen.

IT 2.1.1.3 Mini-Plasmidpréparation

Die Préparation von Plasmid-DNA im MaBstab bis zu 10 pg wurde mit dem ,High Pure Plasmid Isolation Kit’
nach der Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. Dazu wurden die Bakterien einer 5 ml Ubernachtkultur
sedimentiert (14500xg, 1 min, RT) und das Pellet in 250 pl ,Suspension Buffer’ resuspendiert. Nach Zugabe von
250 pl ,Lysis Buffer’ wurde vorsichtig gemischt und 5 min bei RT lysiert. Danach erfolgte die Zugabe von
350 pl ,Binding Buffer’ und nach Zentrifugation (14500xg, 10 min, 4°C) der Auftrag des Uberstandes auf die
Séule. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (14500xg, 1 min, RT) wurde die an die Séule gebundene
DNA mit 700 pl ,Wash Buffer’ gewaschen und anschlieBend mit 50 ul ,Elution Buffer’ eluiert.
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IT 2.1.1.4 Midi-Plasmidpréparation

Diese Praparation eignet sich fiir die Aufreinigung von bis zu 100 pg Plasmid-DNA. Sie wurde mit dem ,Qiagen
Plasmid Kit’ nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Dazu wurden 100 ml LB-Medium inklusive
100 pg/ml Ampicillin mit einigen Kolonien oder mit 50 ul einer Vorkultur angeimpft und die Bakterien iiber
Nacht bei 200 upm und 37°C vermehrt. Die Bakterien wurden sedimentiert (6000xg, 15 min, 4°C) und das Pellet
in 4 ml ,Buffer P1’ resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml ,Buffer P2’ wurden die Losungen gut durchmischt und
5 min bei RT lysiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 4 ml kaltem ,Buffer P3’ gestoppt und nach weiteren
15 min auf Eis wurden die Zelltriimmer und Proteine durch Zentrifugation (20000xg, 30 min, 4°C) abgetrennt.
Der Uberstand wurde abgenommen und gegebenenfalls erneut zentrifugiert. Die Siule (QIAGEN-Tip 100)
wurde durch Zugabe von 4 ml ,Buffer QBT equilibriert und nach dem Auftrag des Uberstandes zweimal mit
10 ml ,Buffer QC’ gewaschen. Die Elution der DNA erfolgte mit 5 ml ,Buffer QF’. AnschlieBend wurde die
DNA mit 3,5 ml Isopropanol gefallt und pelletiert (20000xg, 30 min, 4°C). Das DNA-Pellet wurde mit 70%igem
Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, im Vakuumofen getrocknet und in 250 ul TE oder H,O bidest.

aufgenommen.

Il 2.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsdurelosungen (DNA und RNA) wurde photometrisch durch
Aufnahme der UV-Absorption bei 260, 280 und 320 nm in einer Quarzglasmikrokiivette bestimmt. Die
Berechnung der Konzentration basiert auf folgenden Richtwerten: doppelstringige DNA mit 50 pg/ml und
einzelstrangige DNA bzw. RNA mit 40 pg/ml weisen bei einer Wellenldnge von 260 nm und einer Schichtdicke
von 1 cm Extinktionswerte von 1,0 auf. Die Reinheit der DNA- bzw. RNA-L&sung wurde iiber den Quotienten
Es60/Eag0, der bei optimaler Reinheit 2,0 betrigt, bestimmt. Sehr geringe DNA-Konzentrationen wurden im

Agarosegel durch Vergleich mit A-HindIII-Marker abgeschétzt.

Il 2.1.3  Auftrennung von DNA mittels Agarosegelelektrophorese

DNA-Proben wurden mit GEBS versetzt und in horizontalen Gelen mit Agarosekonzentrationen zwischen 0,5
und 2,0% aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 5 V/ecm mit TBE als Lauf-
puffer. Die Gele wurden nach der Auftrennung in Ethidiumbromid-Losung (50 plg/ml) angeférbt, und die DNA
anschlieend durch Aktivierung des interkalierten Farbstoffes unter UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht. Zur

Dokumentation wurde das ,Easy Enhanced Analysis System’ der Firma Herolab benutzt.

Il 2.1.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden diese nach der Auftrennung im Agarosegel mit
Ethidiumbromid angeférbt und die entsprechenden Banden unter UV-Licht ausgeschnitten. Zur Extraktion aus
der Gelmatrix wurde zu Beginn dieser Arbeit der ,QIAquick Gel Extraction Kit” und spéter der ‘GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit’ verwendet. Die Gelstiicke wurden je nach Gewicht mit dem entsprechenden
Volumen an ,Buffer QG’ bzw. ,Capture Buffer’ versetzt. Nachdem sich die Gelstiicke durch Inkubation bei 50
bis 60°C vollstindig aufgelost hatten, wurde bei Verwendung des Qiagen-Kits ein Volumen Isopropanol
zugegeben. Die DNA-Ldsungen wurden auf die jeweiligen Sdulen aufgetragen und zentrifugiert (14500xg,
1 min, RT). Das Filtrat wurde verworfen und die S&ulen mit 750 ul ,Buffer PE’ bzw. 500 pl ,Wash Buffer’
durch erneute Zentrifugation gewaschen. Dieses Filtrat wurde ebenfalls verworfen und die Qiagen-Séulen eine
weitere Minute zentrifugiert. Die Elution der DNA erfolgte mit 50 ul H,O bidest. oder TE-Puffer (14500xg,
1 min, RT).
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Il 2.1.5 Phenol/Chloroform-Extraktion

Um DNA von Proteinkontaminationen zu reinigen, wurde der auf 100 pl mit H,O bidest. aufgefiillte Ansatz mit
einem Volumen Phenol/Chloroform/Amylalkohol-Gemisch (25:24:1) versetzt, griindlich gemischt und zur
Phasenrennung zentrifugiert (14500xg, 5 min, RT). Die obere, wissrige Phase wurde abgenommen und die DNA
daraus prazipitiert (I 2.1.6).

Il 2.1.6 Prazipitation von DNA

Die wissrige DNA-Losung wurde mit 1/10 Volumen Natriumacetat-Losung (3 M Natriumacetat pH 5,2) und
dem dreifachen Volumen an kaltem (-20°C) 96%igem Ethanol versetzt. Die DNA wurde dann iiber Nacht bei
-20°C oder fiir 30 min bei -70°C prézipitiert. Nach der Sedimentation der DNA (145000xg, 30 min, 4°C) wurde
das Pellet in kaltem 70%igem Ethanol gewaschen und erneut sedimentiert (14500xg, 10 min, 4°C). Das DNA-
Pellet wurde im Vakuum getrocknet und in H,O bidest. oder TE aufgenommen.

Il 21.7 Restriktionsspaltung von DNA

Plasmid-DNA und PCR-Fragmente wurden mit den jeweiligen Enzymen im entsprechenden Puffer (NEB 1 bis
4) nach Herstellerangaben verdaut. Die Inkubationszeiten lagen dabei je nach Enzym zwischen 1 h, z.B. fiir
EcoRI, und 24 h. Bei analytischen Spaltungen von Plasmid-DNA wurden 1 bis 4 ul DNA-Losung mit 2,5 bis
5 U des entsprechenden Enzyms versetzt. Bei préparativen Restriktionsspaltungen wurden 1 bis 5 ug DNA und 5
bis 10 U Enzym verwendet, wobei das Volumen der eingesetzten Enzymlosung maximal ein Zehntel des
Gesamtreaktionsvolumens betrug. Die Inaktivierung der Enzyme erfolgte, soweit moglich, bei 85°C fiir 15 min.
Zur Uberpriifung der Verdaus wurden Aliquots der Restriktionsansitze mit GEBS versetzt und im Agarosegel
analysiert (Il 2.1.3). Bei préparativen Spaltungen wurde der Gesamtansatz mit GEBS versetzt, im Agarosegel

aufgetrennt und die gewiinschten DNA-Fragmente anschlieend aus dem Gel extrahiert (II 2.1.4).

Il 2.1.8 Dephosphorylierung

Um inter- und intramolekulare Reaktionen von linearisierten Vektoren bei Ligationen zu vermeiden, wurden
diese zuvor mit Alkalischer Phosphatase versetzt. Dazu wurden 2 pg linearisierter Vektor mit 1 U Alkalischer
Phosphatase in Dephosphorylierungspuffer (50 mM Tris-HCl pH 8,5, 0,1 mM EDTA) und einem Gesamt-
volumen von 20 ul fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Uberdies wurden Dephosphorylierung und Restriktions-
spaltung auch gleichzeitig durchgefiihrt. Dazu wurde dem Restriktionsansatz 1 U Alkalische Phosphatase

zugesetzt.

Il 2.1.9 Ligation

20 fmol linearisierter und gegebenenfalls dephosphorylierter Vektor wurden mit 60 bis 100 fmol des zu
ligierenden Fragmentes in 10 bis 20 ul T4-DNA-Ligase-Puffer (50 mM Tris-HCI pH 7,8, 10 mM MgCl,, | mM
ATP, 10 mM DTT, 5 pg/ml BSA) mit 1 U T4-DNA-Ligase iiber Nacht bei 16°C ligiert. In einigen Féllen
wurden Ligationen mit dem ,Rapid DNA Ligation Kit” durchgefiihrt. Nach den Angaben des Herstellers wurden
der Vektor und das zu ligierende Fragment in einem molaren Verhéltnis zwischen 1+1 und 145 bei einer DNA-
Gesamtmenge von ca. 200 ng in 10 pl ,Dilution Buffer (1x)’ zusammengegeben. Nach Zugabe von 10 pl ,T4-
DNA-Ligation-Buffer’ und 1 pul T4-DNA-Ligase wurde 5 bis 30 min bei RT ligiert. Zur Klonierung von DNA-
Fragmenten mit 3'A-Uberhéingen wurde das ,pGEM-T Vector-System’ benutzt. Der Ligationsansatz bestand
dabei aus 0,7 pul Vektor (50 ng/ul), 1 ul T4-DNA-Ligase und der zu ligierenden DNA in ,2x Rapid Ligation
Buffer’. Die Ligation wurde entweder bei RT fiir 1 h oder iiber Nacht bei 16°C durchgefiihrt, bevor der Ansatz

in E. coli transformiert wurde.
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Il 2.1.10 Hybridisierung und Ligation von Oligonukleotid-Adaptern

Jeweils 10 pl der zu hybridisierenden, am 5’-Ende phosphorylierten Oligonukleotide (100 pmol/ul in T4-DNA-
Ligase-Puffer) wurden zusammengegeben und 2 min auf 95°C erhitzt. Es folgte eine Abkiihlungsphase auf
50°C, die ca. 20 min dauerte. Nach Sminiitiger Inkubation bei 50°C begann die weitere Abkiihlung auf RT. Zur
Ligation wurden 1 bis 2 pl einer 1:1000-Verdiinnung des Hybridisierungsansatzes (entsprechend 50 bis 100 fmol
Oligonukleotid-Adapter) und 5 bis 10 fmol geschnittener Vektor eingesetzt. Die Reaktion wurde in T4-DNA-
Ligase-Puffer und mit 1 U T4-DNA-Ligase durchgefiihrt.

Il 2.1.11 Herstellung CaCl,-kompetenter E. coli

100 ml LB-Medium wurden mit 500 pl einer Vorkultur von E. coli DH5a angeimpft und die Bakterien bis zu
einer ODgyo von 0,4 bei 37°C vermehrt (200 upm). Die Bakterienkultur wurde 5 min auf Eis inkubiert, pelletiert
(4000xg, 10 min, 4°C) und in 40 ml eiskalter MgCl,-Losung (100 mM) resuspendiert. Nach erneuter Zentri-
fugation (4000xg, 10 min, 4°C) wurden die Bakterien in 40 ml CaCl,-Losung (50 mM) aufgenommen, wie zuvor
beschrieben zentrifugiert und das erhaltene Pellet in 4 ml CaCl,-Losung (50 mM) erneut aufgenommen. Nach
20miniitiger Inkubation auf Eis wurden 400 pl Glycerin zugesetzt, die Suspension a 200 ul aliquotiert und bei

-70°C eingefroren.

Il 2.1.12 Transformation

200 pl CaCly-kompetente E. coli wurden auf Eis aufgetaut, mit 10 ng Plasmid-DNA oder dem Ligationsansatz
versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien 90 s auf 42°C erwérmt und anschlieend
weitere 20 min gekiihlt (0°C). Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37°C
geschiittelt. 100 ul der Bakteriensuspension wurden direkt auf LB-Agar-Platten, denen 100 mg/ml Ampicillin
zugesetzt worden war, ausgestrichen. Der restliche Ansatz wurde pelletiert und die Bakterien in 100 pl LB-

Medium aufgenommen und ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

Il 2.1.13 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR lassen sich aus geringsten DNA-Mengen definierte Abschnitte in vitro vervielféltigen. Die
DNA-Polymerasen benétigen zum Synthesestart kurze doppelstrangige DNA-Bereiche, die durch
Hybridisierung mit synthetischen sequenzspezifischen Oligonukleotiden (Primern) gebildet werden (komplette
Liste der verwendeten Primer unter II 1.5). Fiir jede Amplifikation wird somit ein Primer, der an den
kodierenden Strang bindet (,antisense’-Primer), und ein Primer, der an den nicht-kodierenden Strang bindet
(,sense’-Primer), bendtigt. Ein Verdopplungszyklus beinhaltet die folgenden Phasen: Hitzedenaturierung der
DNA, Hybridisierung der Primer und Synthese der Tochterstringe (Elongation). Verwendet wurde die
hitzestabile Taq- oder Pfu-DNA-Polymerase. Ein Standardreaktionsansatz (100 pl) setzte sich folgendermalien

zusammen:

10 bis 50 ng DNA-Matrize

100 pmol Primer 1 (,sense’)

100 pmol Primer 2 (,antisense’)

10 ul 10x PCR-Puffer (inkl. MgCl,)
je 200 nmol dATP, dGTP, dCTP, dTTP
2,5/5U0 Tag- / Pfu-DNA-Polymerase

ad 100 pl H,0 bidest.
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In einer PCR-Maschine (GeneAmp PCR System 2400, PE Biosystems) wurden 25 bis 40 Reaktionszyklen
durchgefiihrt. Das Standardtemperaturprofil sah folgendermaBien aus:

* Initale Denaturierung 2 min 94°C
e 25-40 Zyklen:
Denaturierung 30 s 94°C
Hybridisierung 45 s 40 - 68°C
Elongation 60  s/kb 72°C (Tag-DNA-Polymerase)
oder 120 s/kb 72°C (Pfu-DNA-Polymerase)
*  Terminale Elongation 10 min 72°C

Die Hybridisierungstemperatur wurde so gewahlt, dass sie unter der Schmelztemperatur (T,,) der verwendeten

Primer lag. T,,, wurde anhand folgender Naherungsformel bestimmt:

T [°C] = (Anzahl der AT-bp) x 2 + (Anzahl der GC-bp) x 4

Il 2.1.14 Mutagenese mittels PCR

Die zielgerichtete Mutagenese von einzelnen oder mehreren Aminoséuren einer bekannten Sequenz wurde im
Fusions-PCR-Verfahren durchgefiihrt (Verfahren auch beschrieben in [167]). Dazu wurden pro Mutation zwei
Mutageneseprimer bendtigt, von denen einer aus der verdnderten Nukleotidsequenz des kodierenden Strangs
(5’-3’) und der andere aus der komplementiren Sequenz bestand. In Bezug auf die Position der zu
mutierenden Sequenz haben beide Primer jeweils einen 3’-Uberhang. Im ersten Schritt wurden nun zwei
Mutagenese-PCRs durchgefiihrt; die eine mit dem Mutageneseprimer des kodierenden Stranges und einem
,antisense’-Primer, der an die Wildtypsequenz bindet, dic andere mit dem Mutageneseprimer des nicht-
kodierenden Stranges und einem Wildtyp-,sense’-Primer. Die Mutagenese-PCRs wurden mit Pfu-DNA-Poly-
merase, die eine geringere Fehlerrate als die Taq-DNA-Polymerase aufweist, und mit der Wildtypsequenz als
Matrizen-DNA durchgefiihrt. Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden im Agarosegel aufgetrennt (II 2.1.3) und
anschliefend daraus aufgereinigt (I 2.1.4). In der Fusions-PCR wurden diese Fragmente dann anhand ihres
kurzen komplementiren Bereiches, der die gewiinschte Mutation enthélt, hybridisiert und unter Zusatz von Pfu-
DNA-Polymerase und den zuvor verwendeten Wildtyp-Primern amplifiziert. Das so generierte DNA-Fragment,
welches sich von der Wildtypsequenz nur durch die eingefiigte Mutation unterscheidet, wurde im Agarosegel
aufgetrennt, extrahiert und nach Restriktionsspaltung (I 2.1.7) in einen geeigneten Vektor ligiert (Il 2.1.9).
Nach der Transformation in E. coli (Il 2.1.12) wurden mehrere Klone analysiert und der eingefiigte Bereich des

Plasmids zur Kontrolle sequenziert (I 2.1.15).

Il 2.1.15 Sequenzierung doppelstrangiger DNA

IT 2.1.15.1 Radioaktive Sequenzierung

Die radioaktive Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA erfolgte nach der Dideoxymethode [168] unter
Verwendung des ,T7-Sequencing Kits” bzw. des ,Thermo Sequenase cycle sequencing Kits’. Pro Reaktion
wurden 1,5 bis 2 pg DNA aus Mini- bzw. Midi-Plasmidpréparationen in maximal 8 pl Volumen eingesetzt. Zur
Denaturierung wurden 2 pl 2 M NaOH-Losung zugesetzt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von
3 pul 3 M Natriumacetat pH 4,6, 7 ul H,O bidest. und 60 pl absolutem Ethanol wurde die DNA 15 min bei -70°C
gefillt und sedimentiert (14500xg, 10 min, 4°C). Die DNA wurde in 70%igem Ethanol gewaschen, zentrifugiert
(14500xg, 10 min, 4°C) und im Vakuum getrocknet. Das Pellet wurde in 10 ul H,O bidest. geldst, 2 pl
,Annealing Buffer’ bzw. ,Reaction Buffer’ und 1 pl Primer (1,2 uM bzw. 0,5 uM) hinzugegeben und bei 37°C
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fiir 20 min bzw. bei 70°C fiir 2 min hybridisiert. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch langsam auf RT
abgekiihlt. Zur Sequenzierungsreaktion wurde jedem Hybridiserungsansatz eine Mischung aus 3 pl ‘Labelling-
Mix’ bzw. ,Cycle Mix’, 0,25 bzw. 0,5 ul o-[*>S]-dATP (2,5 bzw. 5 uCi) und 2 pl T7-Polymerase bzw. Thermo-
sequenase zugegeben und anschlieBend fiir 5 min bei RT bzw. 55°C inkubiert. Die Terminationsreaktionen
fanden fiir 5 min bei 37°C mit 2,5 pl vorgewdrmten ddNTPs bzw. fiir 5 bis 10 min bei 55 bis 70°C mit 4 pl
ddNTPs statt und wurden durch Zugabe von 5 bzw. 4 ul ,Stop Solution’ beendet. Vor dem Auftrag auf ein
Sequenzgel wurden die Proben 5 min bei 95°C bzw. 10 min bei 70°C denaturiert. Die denaturierten Produkte der
Sequenzierungsreaktionen wurden in 8%igen Polyacrylamidgelen (40% Acrylamid, 2% N,N'-Methylendiacryl-
amid, 7 M Harnstoff) der GroBe 0,4 mm x 31 cm x 38,5 cm in einer Sequenzgel-Kammer mit TBE als Lauf- und
Gelpuffer aufgetrennt. Nach 60 min Vorlauf (75 Watt) wurden die Proben aufgetragen (3,5 ul je Spur) und bei
einer konstanten Leistung von 70 Watt aufgetrennt. Die Gele wurden anschlieBend 2 h unter Vakuum bei 80°C

getrocknet und iiber Nacht auf einem Rontgenfilm exponiert.

IT 2.1.15.2 Automatische Sequenzierung

Im letzten Jahr dieser Arbeit wurde die radioaktive Sequenzierung mit [*>S]-markiertem dATP durch die
automatische Sequenzierung mit fluoreszenzmarkierten Dideoxynukleotiden ersetzt. Dazu wurde der ,ABI
PRISM Dye Terminator Cycle Seqencing Ready Reaction Kit’ eingesetzt. Pro Reaktion wurden ca. 500 ng
doppelstringige DNA aus einer Mini- oder Midi-Plasmidpréparation mit 5 pmol Primer und 4 pl ,Terminator
Ready Reaction Mix’ in 10 ul Gesamtvolumen fiir die Sequenzreaktion in der PCR-Maschine zusammen-
gegeben. Die PCR und die weitere Behandlung der Proben wurde entsprechend den Herstellerangaben durch-
gefiihrt. Dazu wurden die markierten DNA-Fragmente durch Zugabe von 10 ul H,O bidest., 50 pul 96%igem
Ethanol und 2 pl 3 M Natriumacetat pH 5,2 fiir 30 min bei -70°C gefillt, sedimentiert (14500xg, 20 min, 4°C),
mit 200 pl 70%igem Ethanol gewaschen, erneut pelletiert und anschlieBend in der SpeedVac getrocknet. Vor
dem Auftrag auf das Gel (8% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 13,5 M Harnstoff) wurden die DNA-Fragmente in
4 ul ,Loading Buffer’ aufgenommen und fiir 2 min bei 95°C denaturiert. Zur Gelelektrophorese, Datenerfassung
und Auswertung wurde der 373 DNA Sequencer Stretch benutzt.

Il 2.1.16 Isolierung von gesamt-RNA

Bis zu 2x10’ Zellen wurden nach einmaligem Waschen in PBS in 7 ml GSCN-Lésung (4 M Guanidiniumiso-
thiocyanat, 25 mM Natriumacetat pH 5,2, 1% [-Mercaptoethanol) lysiert und durch Ultraturrax-Behandlung
(Ultraturrax Modell T25, 30 sec, 24000 upm) oder durch wiederholtes Aufziehen durch eine Injektionskaniile
mit 0,8 mm Durchmesser homogenisiert. Das Homogenat wurde {iber einen CsCl-Kissen (5 ml 96% CsCl in
20 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA) geschichtet und 18 h bei 35000 upm (18°C, SW40-Rotor, Beckmann)
ultrazentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde in 250 pl TE aufgenommen und nach der Bestimmung der RNA-

Konzentration zur Isolierung von mRNA eingesetzt.

I1 2.1.17 Isolierung von mRNA (poly(A*)-RNA)

Polyadenylierte RNA oder mRNA wurde mit Hilfe des ,Oligotex mRNA Kits’ affinitdtschromatographisch tiber
oligo(dT)-beschichtete Polystyrene-Latex-Partikel aus gesamt-RNA aufgereinigt. Dazu wurde bis zu 1 mg
gesamt-RNA mit den entsprechenden Mengen an ,Buffer OBB’ und Oligotex-Suspension versetzt, fiir 3 min bei
70°C und fir 10 min bei RT inkubiert. Das Oligotex-mRNA-Pellet wurde nach Resuspendierung in ,Buffer
OW2’ auf die Sdulen iibertragen. Nach zwei weiteren Waschschritten wurde die mRNA mit 70°C warmem
,Buffer OEB’ von der Siule eluiert. Nun folgte ein weiterer Aufreinigungsschritt, bei dem die zuvor in 200 pl
eluierte mRNA erneut mit Oligotex-Suspension isoliert wurde. Das Elutionsvolumen betrug in der zweiten
Aufreinigung 22 pl, von denen 2 pl zur photometrischen Konzentrationsbestimmung verwendet wurden.

Doppelt aufgereinigte mRNA wird im folgenden als poly(A")-RNA bezeichnet.
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Il 21.18 RT-PCR

IT 2.1.18.1 cDNA-Synthese

Die ¢cDNA-Synthese wurde mit der reversen Transkriptase SUPERSCRIPT II nach Herstellerangaben durch-
gefiihrt. Dazu wurden 0,5 bis 2 ug poly(A")-RNA und 1 bis 10 pmol des PST-spezifischen RT-Primers ME52
oder ME54 (sieche I 1.5, Tab. 2 und Abb. 6) in 12 pl Gesamtvolumen fiir 10 min auf 70°C erhitzt, auf Eis
abgekiihlt und kurz zentrifugiert (14500xg, 1 min, 4°C). Zusitzlich wurde eine Negativkontrolle ohne mRNA
und eine Positivkontrolle mit Wildtyp-mRNA (Lec2 oder CHO-K1) mitgefiihrt. Nach Zugabe von 4 ul ,First
Strand Buffer’ (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM MgCly), 2 ul 0,1 M DTT, 1 ul ANTP-Mix (je
10 mM dNTP) wurde gemischt, die Probe kurz zentrifugiert (14500xg, 1 min, 4°C) und der Reaktionsansatz auf
42°C vorgewédrmt. Nach 2 min wurde 1 pl Superscript II (200 U/ul) hinzugegeben und 50 weitere Minuten bei
42°C inkubiert, bevor die Reaktion durch Erhitzen auf 70°C (15 min) beendet wurde. Nach der Hitze-
inaktivierung wurde der cDNA-Erststrang durch Anwendung des ,QIAquick PCR Purification Kits’
aufgereinigt. Dazu wurde der cDNA-Synthese-Ansatz mit 5 Volumina ,Buffer PB’ versetzt und in eine Séule
iiberfiihrt. Nach Zentrifugation (14500xg, 1 min, RT) wurde die Sdule mit 750 pl ,Buffer PE’ gewaschen
(14500xg, 1 min, RT), erneut zentrifugiert und die DNA in 30 pl ,Buffer EB’ eluiert.

II 2.1.18.2 PCR

Der erste Schritt der RT-PCR, die reverse Transkription oder cDNA-Synthese, wurde wie zuvor beschrieben (11
2.1.18.1) durchgefiihrt. Der so gewonnene cDNA-Erststrang wurde durch PCR (siche dazu auch II 2.1.13) in
DNA-Doppelstrang umgewandelt und vervielféltigt. Dabei wurden die in Tab. 2 aufgefiihrten Primerkom-
binationen, welche alle zur Amplifikation der gesamten kodierenden Sequenz der PST fiihren, verwendet (zur
Sequenzinformation sieche II 1.5). Die Lage der Primer in der PST-cDNA ist in Abb. 6 dargestellt. Die PCR
wurde mit 2 bis 6 ul des gereinigten cDNA-Erststrangs als Matrize und mit Taq-DNA-Polymerase durchgefiihrt.
Die Kontrollen der cDNA-Synthese, eine neue Negativkontrolle, die H,O statt des cDNA-Ansatzes enthielt, und
eine Positivkontrolle, die 1pul des Vektors pME7 in 1:100000-Verdiinnung beinhaltete, wurden parallel
mitgefiihrt. Die Zyklusparameter der PCR waren folgendermafBen:

e Initale Denaturierung 5 min 94°C
e 40 Zyklen:
Denaturierung 45 s 94°C
Hybridisierung 45 s 62°C
Elongation 80 s 72°C
e  Terminale Elongation 10 min 72°C

Im Anschluff an die PCR wurde jeder Reaktionsansatz mit 10 pl GEBS(5x) versetzt und in einem 0,8%igen
Agarosegel aufgetrennt (II 2.1.3). Nach Inkubation des Gels in Ethidiumbromid und Visualisierung der DNA
unter UV-Licht wurden entsprechende Gelstiicke in den Bereichen, wo das PCR-Amplifikat erwartet wurde,
ausgeschnitten und die enthaltenen DNA-Fragmente daraus extrahiert (II 2.1.4). Nach einer zweiten Amplifika-
tionsrunde unter gleichen PCR-Bedingungen, in die ebenfalls die bisherigen Negativkontrollen, die Positiv-
kontrolle der cDNA-Synthese und eine neue Positiv- sowie Negativkontrolle (s. 0.) eingesetzt wurden, erfolgte
die Auftrennung des Reaktionsansatzes im Agarosegel. Vor einer weiteren Verarbeitung der Proben wurden die
Kontrollen auf eventuelle Kontaminationen iiberpriift. AnschlieBend wurden die cDNA-Banden ausgeschnitten
und die DNA daraus isoliert. Durch Verwendung von Tag-DNA-Polymerase in beiden PCRs und die dadurch
entstandenen 3'A-Uberhéinge wurde die direkte Ligation der aufgereinigten PCR-Fragmente in den pGEM-T
Vektor ermoglicht (I 2.1.9).
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Primer- RT- 1. PCR 2. PCR
kombination Reaktion 5'-Primer 3'-Primer 5'-Primer 3'-Primer

1 MES54 ME21 ME22 ME21 ME22
2 MES54 MES53 ME22 ME21 ME22
3 MES54 AH30 MM17 MES53 AH29
4 MES52 ME21 ME22 ME21 ME22
5 MES52 AH30 AH29 AH30 AH29
6 MES52 AH30 AH29 MES53 MM17
7 MES52 MES51 MES54 MES53 MW7
8 MES52 MES51 MES54 MES53 MES54
9 MES52 MES51 MES54 MES53 MW7
10 MES52 MES53 MW7 MES53 MW7

Tab.2: Primerkombinationen, die zur reversen Transkription und anschlieBenden Amplifikation der PST-
cDNAs verwendet wurden.

71
AGAGACCCTG GCCTGGCTAG TGCAAACTGC GCGGCAGGGEC GCTGGGCAGC CTGGAGAACC CAGAGAGCTC 140

, ME51 C AH30 ~
CACCGCAGAC CATCCTAGOG ACCTGATTCT GGGATCTOGG CTCCACGCTC CCTTCGCAAT TTTCAGATTT 210
, ME53 >
CTCTCCCTCG ATTATTTCCC CAAAACGGAA CCTTTATACC AAGAGAAGGT GOCGGAGCTG GGGCAACCAG 280
, VE21 -
GACTTTOOOG GGCACCCAAG ATGOGCTCCA TTAGAAAACG GTGGACCATC TGCACTATAA GTCTACTTCT 350

—<<<

!
v AH29
1331 «— L IMVE22
ACAACAGAGG AGCACTAAAA CTGACCACAG GGAAGTGCAT GAAGCAATAA AGCACATATT GAAGGATCAA 1400

MAT VE54
< d —
AACTGGATAG AAACTTTTTC TAAAGATGCT TCTGGAGATT TAGAAACAGG ATCCAAAACA AGGCTGGEGT 1470

P ME52 ,
TCAGCATCCA CACTGACTGA ATAGCTGAAA TGGAAGTCCA TGGGAATCCA CCACCAGCTG ATGAAATACC 1540

Abb. 6: Schematische Darstellung der Zielsequenz von RT-PCR-Primern. Es wurden verschiedene
Kombinationen eingesetzt, die alle zur Amplifikation des gesamten kodierenden Bereiches der PST
fithren. Aufgefiihrt ist nur der Bereich der PST-cDNA, in dem die Primer hybridisieren. Die gesamte
cDNA-Sequenz ist im Anhang unter VI 1 dargestellt.

Il 2.1.19 Auftrennung von RNA in Formaldehyd-Agarosegelen

RNA wurde in 1%igen Agarosegelen mit 0,5 M Formaldehyd aufgetrennt. Der Gel- und Laufpuffer bestand aus
20 mM MOPS pH 7,0, 10 mM Natriumacetat und 1 mM EDTA. Die RNA-Proben wurden vor dem Auftrag mit
einem Volumen RNA-Auftragspuffer versetzt, fir 5 min auf 65°C erhitzt und auf Eis abgekiihlt. Die

Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 3,5 V/cm.
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I 2.1.20 Northern Blot

4 pg der poly(A")-RNA wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (Il 2.1.19) und das Gel anschlieBend zweimal
fiir 15 min in SSC(20x) #quilibriert. Der Ubertrag der RNA auf eine positiv geladene Nylonmembran, die zuvor
erst in DEPC-behandeltem H,O und dann in SSC(20x) geschwenkt worden war, erfolgte iiber Nacht bei RT
durch Kapillartransfer mit SSC(20x) als Transferpuffer.

Die Blotapparatur wurde folgendermaf3en aufgebaut:

Q Gewicht
Glasplatte

Fliissigkeitsbriicke

3 Whatman-Papiere

| RNA-Gel
Nylonmembran

3 Whatman-Papiere

SSC (20x) I Filterpapiere

Nach Abschluss des Transfers wurde die Nylonmembran getrocknet und die RNA durch UV-Bestrahlung
kovalent darauf fixiert (UV-Stratalinker).

Il 2.1.21 Methylenblaufarbung

Der RNA-Molekulargewichtsmarker wurde durch Methylenblaufarbung auf der Nylonmembran dargestellt. Die
Markerspur wurde dazu abgetrennt, fiir 5 min bei RT in Methylenblau-Losung (0,5% Methylenblau, 0,3 M
Natriumacetat pH 5,2) gefarbt und anschlieBend mit H,O entfarbt.

Il 2.1.22 Herstellung von Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Das Digoxigenin-System stellt eine Alternative zur radioaktiven Markierung von DNA- und RNA-Sonden dar.
Die Sonden werden iiber den enzymatischen Einbau von Uridin-Nukleotiden, die kovalent an Digoxigenin (Dig)
gekoppelt sind, markiert und nach der Hybridisierung mit Hilfe eines hochaffinen anti-Digoxigenin-Antikoérpers,
der an Alkalische Phosphatase gekoppelt ist, detektiert. Zur Herstellung einer Dig-markierten PST-,antisense’-
Sonde mit dem ,DIG-RNA Labeling Kit” wurden ca. 5 pg des Plasmids pAH24 mit HindIII linearisiert (II
2.1.7), durch Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt (Il 2.1.5) und prézipitiert (Il 2.1.6). Das Pellet wurde in
10 pul DEPC-behandeltem H,O geldst und der Reaktionsansatz nach Zugabe von 2 ul ,10x Transcription buffer’,
40 U T3-RNA-Polymerase, 2 ul ,NTP labeling mixture(10x)’ und 20 U ,RNase inhibitor’ mit DEPC-H,O auf
20 ul aufgefiillt. Die Umschreibung der DNA in RNA erfolgte bei 37°C fiir 2 h. Die DNA-Matrize wurde
anschlieBend durch Zugabe von 2 pul RNase-freier DNasel (10 U/pl) und Inkubation fiir 15 min bei 37°C
entfernt. Die DNase-Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pl 0,5M EDTA pH 8,0 gestoppt und die in vitro-
transkribierte DIG-markierte RNA mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Volumen 96%igem
Ethanol gefallt. Das RNA-Pellet wurde einmal mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 ul
DEPC-H,O gelost. Die Markierungseffizienz der hergestellten Dig-RNA-Sonde wurde durch den Vergleich mit
einer markierten Kontroll-RNA bestimmt. Verdiinnungsreihen beider Proben wurden auf einer Nylonmembran
fixiert (UV-Stratalinker) und direkt durch Inkubation mit dem anti-Dig-AP-Konjugat und Férbung mit
NBT/BCIP-Substratlosung (175 pg/ml BCIP bzw. 350 pg/ml NBT in AP-Puffer) entwickelt. Die Spezifitit der
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hergestellten Sonde wurde durch ihr Hybridisierungsverhalten in Bezug auf Kontrollplasmide (z.B. pBlueScript)
wie zuvor beschrieben getestet. Die Herstellung einer Dig-markierten GAPDH-Sonde erfolgte unter
Verwendung des Plasmids pBS/GAPDH nach gleichem Protokoll.

Il 2.1.23 Hybridisierung

Auf einer Nylonmembran immobilisierte RNA wurde mit Dig-markierten RNA-Sonden hybridisiert. Dazu
wurde die Membran zunichst fiir mindestens 1 h in HSDS-Losung (50% Formamid, SSC(5x), 50 mM Natrium-
phosphat, 7% SDS, 0,1% N-Laurylsarcosine, 2% Blocking Reagenz) bei 65°C im Hybridisierungsofen oder
eingeschweilit im Wasserbad prahybridisiert. Die Hybridisierung mit der Sonde erfolgte fiir 16 h bei 65°C in
HSDS-Losung. Die Sonden wurden zuvor auf 65°C angewdrmt. Nach der Hybridisierung wurde die Membran
zweimal fiir 15 min bei RT in SSC(2x) mit 0,1% SDS und einmal fiir 30 min bei 68°C in SSC(0,1x) mit 0,1%
SDS gewaschen. Nach Aquilibrierung der Membran in Maleinsiure-Puffer (100 mM Maleinsiure pH 7.5,
150 mM NaCl) wurde diese fiir 60 min bei RT in 1% Blockingreagenz in Maleinséure-Puffer abgesittigt und
anschlieBend mit anti-Dig-AP-Konjugat in Absittigungslosung (1:10000) fiir 30 min bei RT inkubiert. Die
Membran wurde zweimal bei RT fiir 15 min in Maleinséure-Puffer mit 0,3% Tween 20 gewaschen und fiir 5 min
in AP-Puffer dquilibriert. Die Detektion der hybridisierten Dig-markierten RNA-Sonde erfolgte mit CSPD (II
2.1.24).

Il 2.1.24 Chemilumineszenzreaktion mit CSPD

Die Dephosphorylierung des CSPD durch die Alkalische Phosphatase fithrt zu Emmission von Licht mit einer
Wellenldnge von 477 nm. Zur Detektion der anti-Dig-AP-Konjugate wurde die in AP-Puffer dquilibrierte Nylon-
membran (II 2.1.23) fiir 2 min bei RT mit CSPD-Lésung (CSPD, 1:100 in AP-Puffer oder ,CSPD ready to use’)
versetzt. Zur Verstirkung der Signalintensitit wurde die Membran fiir 30 min auf 37°C erwdrmt. Die

anschlieende Exposition auf einem Rontgenfilm dauerte je nach Signalstiarke zwischen 15 s und 60 min.

Il 2.2  Zellbiologische Methoden

Il 22.1  Kultivierung von Zellen

Alle Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. CHO-Zellen wurden in DMEM HAM’s F12 unter Zusatz
von 1 mM Natriumpyruvat und 5% fotalem Kélberserum (FCS) kultiviert. Lec2-Zellen wurden in a—MEM,
supplementiert mit 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat und 10% FCS, NIH 3T3 Zellen in DMEM mit
10% FCS und 1 mM Natriumpyruvat kultiviert. Das Kulturmedium fiir COS-Zellen war DMEM mit 5% FCS
und 2 mM L-Glutamin. Zudem wurde allen Medien Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 U/ml)
zugesetzt. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen passagiert (alle 3 bis 4 Tage). Das Abldsen
adhérenter Zellen erfolgte mit PBS/EDTA oder Trypsin/EDTA.

Il 2.2.2 Auftauen von Zellen

Nach der Entnahme aus dem Stickstofftank wurden die Zellen zunéchst wenige Minuten auf Trockeneis gelagert,
dann bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und schlieBlich tropfenweise mit dem zehnfachen Volumen Auftau-
medium (Kulturmedium mit doppelter FCS-Konzentration) verdiinnt. Nach der Sedimentation (200xg, 10 min,
RT) wurden die Zellen in frischem Auftaumedium resuspendiert, in Zellkulturflaschen iiberfiihrt und weiter
kultiviert.
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Il 2.2.3 Einfrieren von Zellen

Adhérente Zellen wurden mit PBS/EDTA oder Trypsin/EDTA vom Boden der Zellkulturflasche abgeldst und
sedimentiert (200xg,10 min, RT). Das Zellpellet wurde in Einfriermedium (Kulturmedium mit insgesamt 20%
FCS und 10% DMSO) resuspendiert, in Kryoroéhrchen iiberfithrt und in Stickstoffdampf oder bei —70°C in
Styropor langsam vorgefroren. Nach mindestens 24 h wurden die Zellen zur langfristigen Lagerung in fliissigen
Stickstoff iiberfiihrt.

Il 2.2.4  Kultivierung von CHO-Zellen zur Gewinnung von rekombinanten Proteinen

Stabil transfizierte CHO-Zellen wurden zur Gewinnung von rekombinanten Proteinen in DMEM HAM’s F12
vermehrt und parallel auf bis zu 40 Zellkulturflaschen (700 ml) verteilt. Nach Erreichen einer konfluenten Zell-
schicht wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit proteinfreiem SMIF-Medium kultiviert. Sobald sich eine
pH-Wert-Anderung des Medium abzeichnete, was ein Anzeichen fiir die Stoffwechselaktivitit der Zellen war,
wurde das Medium abgenommen und durch neues SMIF-Medium ersetzt. Der so gewonnene Zellkulturiiber-
stand wurde von Zelltriimmern und sonstigen Partikeln befreit (3000xg, 10 min, 4°C) und bei -20°C eingefroren.

Dieser Vorgang konnte je nach Vitalitit der Zellen bis zu 15mal wiederholt werden.

Il 225 Kultivierung von Hybridoma-Zellen zur Antikérpergewinnung

Hybridoma-Zellen wurden entweder wie unter II 2.2.2 beschrieben oder durch sequentielle 1:2-Verdiinnung in
einer 24-Loch-Platte aufgetaut. Das Auftaumedium bestand aus DMEM mit 20% FCS und HT-Zusatz.
Gegebenenfalls wurde dem Medium Interleukin-6 zugegeben. Die Zellen wurden nun schrittweise von FCS
entwohnt und schlieflich in HybridoMED DIF vermehrt. Nach dem Erreichen von einem Zellsuspensions-
volumen zwischen 1 und 2 Liter wurde kein neues Medium mehr zugegeben und weiter kultiviert bis der
Grofiteil der Zellen tot war. Das Medium wurde dann von Zelltriimmern befreit (3000xg, 10 min, 4°C) und bei

-20°C eingefroren.

Il 2.2.6 Solubilisierung von Zellen

Die zu lysierenden Zellen wurden pelletiert (6000xg, 1 min, RT) und einmal mit PBS gewaschen. Nach Zugabe
von einem geeigneten Volumen (z.B. fiir Zellen einer konfluenten 22-mm-Vertiefung 50 pl, fiir Zellen einer
konfluenten 10-cm-Schale 500 ul) an Lysepuffer (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM MgCl, 1% NP-40, 1 mM
PMSF, 100 U/ml Aprotinin) wurde 20 min auf Eis unter wiederholtem kraftigen Schiitteln (Vortex) lysiert.
AnschlieBend wurden die Zelltriimmer sedimentiert (14500xg, 20 min, 4°C) und der Uberstand entweder direkt
analysiert oder darin enthaltene Proteine durch Immunprézipitation (I 2.3.7) isoliert.

Il 2.2.7 Fusion von Zellen

Die zu fusionierenden Zellen wurden im Verhéltnis 1:1 zusammengegeben und ausgesét. Fiir die Fusion in einer
6-Loch-Platte wurden dazu pro Zellsorte je 4x10° Zellen verwendet. Nach Kultivierung iiber Nacht wurden die
Zellen zweimal mit HBSE-Puffer (20 mM Hepes, 145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM EDTA) gewaschen und
dann fiir genau 45 s mit einer 50%igen Losung von PEG-1500 in Medium versetzt. Zur vollstdndigen Entfernung
des PEG-1500 wurden die Zellen zweimal mit Medium gewaschen. Die Analyse erfolgte nach weiterer

Kultivierung fiir 2 Tage.
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Il 2.2.8 Transiente Transfektion von Zellen

IT 2.2.8.1 Transfektion mit Lipofect AMINE [169]

LipofectAMINE ist ein Liposomenreagenz aus polykationischen Lipiden, die nach Ultraschallbehandlung in
wissriger Losung positiv geladene Liposomen bilden, welche dann die DNA nahezu 100%ig aus der Losung
aufnehmen. Der nach auBlen positiv geladene Liposomen/DNA-Komplex fusioniert nach Adsorption an die Zell-
oberfliche mit der Plasmamembran, wodurch die DNA direkt in das Zytoplasma gelangt. Dazu wurden 2,4x10°
Zellen pro 10-cm-Schale am Vortag der Transfektion ausgesat und kultiviert. Ein Gemisch aus 6 ug DNA, 24 ul
LipofectAMINE und 400 pl OptiMEM wurde fiir 15 bis 45 min bei RT inkubiert. Die idealerweise zu 80%
konfluenten Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und abschlieBend bei 37°C und 5% CO, mit dem Trans-
fektionsgemisch versetzt. Die Reaktion wurde nach 6 h durch Zugabe von Kulturmedium mit doppelter FCS-
Konzentration gestoppt. 24 h nach Transfektionsbeginn wurde das Medium gewechselt und die Zellen fiir
weitere 48 h kultiviert. Bei Transfektionen in kleinerem MaBstab wurden die DNA-, LipofectAMINE- und
OptiMEM-Mengen entsprechend der zu transfizierenden, bewachsenen Oberfldche reduziert.

IT 2.2.8.2 Transfektion mit SuperFect

Das SuperFect Transfektionsreagenz besteht aus aktivierten, stark verzweigten Dendrimeren, die in positiv
geladenen Aminogruppen enden. Das Reagenz bildet mit der DNA eine kompakte Struktur, die an negativ
geladene Zelloberflichen (z.B. sialylierte Glykoproteine) bindet. Dieses Transfektionsreagenz zeichnet sich
gegeniiber Lipofect AMINE durch eine verminderte Zytotoxizitit aus. Dazu wurden 2x10* NIH 3T3 Zellen am
Vortag der Transfektion in die Vertiefungen einer 12-Loch-Platte ausgesit und kultiviert. Fiir Immun-
fluoreszenzen lieB man die Zellen direkt auf Deckgldschen anwachsen. Das Transfektionsgemisch wurde
folgendermafBen hergestellt: pro Ansatz wurden 42 pl DMEM ohne Zusdtze mit 0,84 pg DNA und 2,08 ul
SuperFect versetzt, 10 s lang kréftig vermischt (Vortex) und nach kurzer Zentrifugation mit 250 pl Kultur-
medium verdiinnt. Dieses Transfektionsgemisch wurde auf die 40 bis 60% konfluenten und mit PBS
gewaschenen Zellen gegeben. Nach 3 h wurde das Transfektionsgemisch entfernt, die Zellen erneut mit PBS

gewaschen und diese anschlieBend in Kulturmedium fiir 4 bis 16 h kultiviert.

II 2.2.8.3 Transfektion mit Effectene

Bei der Transfektion mit Effectene wird die DNA in einem ersten Schritt mit positiv geladenen ,Enhancer’-
Molekiilen vorinkubiert und dadurch stark kondensiert. Diese komprimierten DNA-,Enhancer’-Komplexe
werden in einem zweiten Schritt von kationischen nicht-liposomalen Lipiden umschlossen, welche dann durch
Endozytose von den Zellen aufgenommen werden. Im Gegensatz zu den anderen Reagenzien ermoglicht
Effectene die Transfektion in Gegenwart von Serum. Dazu wurden 2x10* NIH 3T3-Zellen am Vortag der Trans-
fektion in die Vertiefungen einer 12-Loch-Platte direkt auf Deckgldschen ausgesdt und i{iber Nacht kultiviert.
Eine Mischung aus 55 pl ,Buffer EC’, 0,21 ug DNA und 1,76 pl ,Enhancer’ wurde kréftig vermischt (Vortex)
und wenige Minuten bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von 1,7 pl Effectene wurde erneut gemischt (Vortex,
10's), und nach 10 min bei RT 250 ul Kulturmedium hinzugegeben. Die zu 40 bis 60% konfluenten Zellen
wurden einmal mit PBS gewaschen und mit 700 ul Kulturmedium versetzt, bevor das Transfektionsgemisch
hinzugegeben wurde. 24 h nach der Transfektion konnten die Zellen analysiert werden. Ein weiterer Medien-

wechsel war nicht nétig.

Il 22.9 Immunzytochemie

PSA auf Zelloberflachen kann mit Hilfe des Antikdrpers 735 dargestellt werden. Die zu testenden Zellen wurden
dazu einmal mit PBS gewaschen und mit Methanol/Aceton (1:1) fiir 5 min bei RT fixiert. Nach dem Entfernen



MATERIAL UND METHODEN 40

der Fixierlosung wurden die Zellen kurz bei RT getrocknet und anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Nach
30miniitigem Absittigen unspezifischer Bindungen mit 2% Magermilch in PBS wurden die Zellen 60 min mit
dem priméren Antikdrper (mAk 735, 1:2000 in 2% Magermilch in PBS) inkubiert. Auf das viermalige Waschen
der Zellen mit PBS folgte eine 30miniitige Inkubation mit dem sekundiren Antikdrper (anti-Maus-Ig-AP-
Konjugat, 1:2000 in 2% Magermilch in PBS). Die Zellen wurden anschlieBend dreimal mit PBS und einmal mit
AP-Puffer gewaschen. Die Alkalische Phosphatase wurde durch Inkubation mit Substratlosung (175 pg/ml BCIP
bzw. 350 pg/ml NBT und 5 pM Levamisol in AP-Puffer) nachgewiesen. Unter dem Lichtmikroskop konnte man
die PSA-positiven Zellen nach ca. 60 min durch eine violette Farbung erkennen.

Il 2.2.10 Zytochemischer Nachweis von 3-Galaktosidase

Zur Kontrolle und Optimierung von Transfektionseffizienzen wurden Parallelansétze mit dem Vektor
pCMVlacZ, der das Gen fiir die prokaryontische [-Galaktosidase trdgt [170], transfiziert. Der qualitative
Aktivitdtsnachweis des Enzyms erfolgte zytochemisch. Plasmidtragende Zellen sind durch die B-Galaktosidase
in der Lage, X-Gal in Galaktose und Indoxyl-Molekiile, welche durch Oxidation den blauen Farbstoff Indigo
ergeben, zu spalten. Hierzu wurden die Zellen nach dem Waschen mit PBS fiir 10 min in Glutardialdehyd-
Losung (0,625% Glutardialdehyd in PBS) fixiert und nach zweimaligem Waschen mit PBS bei 37°C mit
Substrat-Losung (1 mg/ml X-Gal, 5 mM K;3[Fe(CN)¢], 5 mM Ky[Fe(CN)g], 2 mM MgCl, in PBS) lichtgeschiitzt
inkubiert. Nach mehreren Stunden konnte die Transfektionseffizienz im Lichtmikroskop anhand blau gefarbter

Zellen abgeschitzt werden.

I1 2.2.11 Immunfluoreszenz

Nach der Transfektion mit SuperFect (II 2.2.8.2) oder Effectene (II 2.2.8.3) wurden die auf Deckgldschen
gewachsenen NIH 3T3-Zellen dreimal mit PBS gewaschen und in 4% Paraformaldehyd fiir 20 min bei RT
fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in 0,2% Triton X-100 in PBS fiir 10 min bei RT
permeabilisiert und erneut dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die unspezifischen Bindungs-
stellen durch Inkubation (15 min, 37°C) mit 20% Pferde-Serum in PBS abgesittigt. Die Anlagerung des pri-
miren Antikorpers (anti-Flag M5 5 pg/ml, anti-aMannosidasell-Serum 1:2000, anti-Calnexin-Serum 1:100 in
20% Pferde-Serum in PBS) erfolgte fiir 1 h bei 37°C. Vor und nach der 60miniitigen Inkubation mit dem sekun-
dédren Antikdrper (1:250 in 20% Pferde-Serum in PBS) bei 37°C im Dunkeln wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen. Vor dem Fixieren der Deckgldschen in Moviol, wurden diese mehrmals vorsichtig in Wasser

gewaschen. Die Objekttrager wurden lichtgeschiitzt bei RT getrocknet und konnten bei 4°C gelagert werden.

I1 2.3 Proteinbiochemische Methoden

Il 23.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte in der SDS-PAGE. Der Polyacrylamidanteil der 0,8 mm dicken
Gele betrug im Sammelgel (125 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS) 3% und im Trenngel (375 mM Tris-HCl
pH 8,8, 0,1% SDS) zwischen 7 und 12%. Dazu wurde eine 40%ige Acrylamid/Bisacrylamid-Stammldsung
(29:1) verwendet. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 1/100 Volumen 10%iger Ammoniumpersulfat-
Losung und 1/1000 Volumen TEMED gestartet. Zur Denaturierung wurden die Proben mit Laemmli-Puffer
versetzt und entweder fiir 5 min im siedenden Wasserbad oder zur Erhaltung der hitzelabilen PSA-Ketten fiir
20 min auf 60°C erhitzt. Die Auftrennung erfolgte zunéchst bei 8 V/cm und nach Erreichen des Trenngels bei
20 V/cm in Elektrophoresepuffer (50 mM Tris-HCI, 380 mM Glycin, 0,1% SDS). Anschlielend wurden die auf-
getrennten Proteine entweder auf Nitrocellulose iibertragen oder mit Hilfe einer Silberfarbung oder Roti-Blue-
Féarbung im Gel sichtbar gemacht. Radioaktive Gele wurden direkt getrocknet und auf einem Rontgenfilm

exponiert.
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Il 2.3.2 Silberfarbung

Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 15 min in einer Losung aus 30% Ethanol und 10% Essigséure fixiert.
Es folgte eine zweite 15miniitige Fixierung in einer Mischung aus 30% Ethanol, 0,5 M Natriumacetat, 0,5%
Glutardialdehyd und 0,2% Natriumthiosulfat. Dann wurde das Gel dreimal fir je 20 min in H,O bidest.
geschwenkt und anschlieBend fiir genau 5 min in Silbernitrat-Losung (0,1% AgNO;, 0,01% Formaldehyd)
gebadet. Nach kurzem Waschen des Gels in H,O bidest. erfolgte die Entwicklung mit einer Losung aus 2,5%
Na,CO; und 0,01% Formaldehyd. Die Reaktion wurde durch Abspiilen mit Wasser und Schwenken des Gels in
0,05 M EDTA gestoppt.

Il 2.3.3 Roti-Blue-Farbung

Roti-Blue ist eine kolloidale Coomassie-Losung, die zur spezifischen Anfiarbung von Proteinen in Polyacryl-
lamidgelen geeignet ist. Zur Farbung wurden die Proteingele fiir 2 h in Roti-Blue in 20% Methanol geschiittelt.
Die Entfernung der Farbkomplexe aus der Gelmatrix fand anschlieBend durch Schwenken des Gels fiir ca. 1 h in
25% Methanol statt.

Il 2.3.4 Western Blot

Durch SDS-PAGE (I 2.3.1) aufgetrennte Proteine wurden im ,SemiDry’-Verfahren auf eine Nitrocellulose-
membran iibertragen. Das Proteingel wurde dazu in einer ,Fastblot’-Kammer auf eine Nitrocellulosemembran,
welche sich zwischen jeweils drei Lagen Filterpapier befand, Iuftblasenfrei aufgelegt. Die Membran und die
Filterpapiere waren zuvor mit Blotpuffer (50 mM Tris-HCl, 40 mM Glycin) getrdnkt worden. Der Protein-
transfer fand tiber 1,5 h bei 2 mA/cm® statt. AnschlieBend wurde die Membran zur Uberpriifung des Transfers
und zur Darstellung der Molekulargewichtsmarker in Ponceau S-Losung (0,2% w/v Ponceau S in 3% TCA)

gefarbt, die Markerbanden markiert und der Farbstoff anschlieBend unter flieBendem Wasser wieder entfernt.

Il 23.5 Immunfarbung von Western Blots

Zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen wurde die Nitrocellulosemembran nach Western Blot und
Ponceau S-Farbung fiir 30 min bei RT oder iiber Nacht bei 4°C in 2% Magermilch in PBS geschwenkt. Danach
erfolgte die Inkubation der Membran mit dem priméren Antikorper, welche entweder bei RT fiir 1 bis 2 h oder
bei 4°C iiber Nacht durchgefiihrt wurde. Antikdrperverdiinnungen (5 pg/ml bei gereinigten mAks, 1:1000 bis
1:3000 bei Antikorpern aus Ascites) wurden mit 2% Magermilchpulver in PBS angesetzt. Nach dreimaligem
Waschen der Membran mit PBS wurde die Losung mit dem sekundédren Antikdrper (anti-Maus-Ig-AP-Konjugat
1:2000) auf die Membran gegeben und ca. 1h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS und
einmaligem Waschen mit AP-Puffer wurden die spezifisch markierten Proteine auf der Membran mit
Substratlosung (175 pg/ml BCIP bzw. 350 ug/ml NBT in AP-Puffer) angefarbt. Die Farbreaktion wurde nach 10
bis 60 min durch Spiilen mit Wasser gestoppt.

Il 23.6 Kopplung von Antikérpern an ProteinG

Zur Kopplung von Antikérpern an ProteinG-Sepharose wurden je 2 mg Antikorper in 10 ml PBS iiber Nacht bei
4°C an 1 ml gequollene ProteinG-Sepharose angelagert. Nach dreimaligem Waschen mit 200 mM Natrium-
tetraborat pH 9,0 erfolgte die kovalente Kopplung durch 30miniitige Inkubation mit Dimethylpimelimidat
(20 mM, in 200 mM Natriumtetraborat pH 9,0). Die Reaktion wurde durch zweimaliges Waschen und
anschlieBende zweistiindige Inkubation mit 0,2 M Ethanolamin pH 8,0 gestoppt. Alle Inkubationen wurden unter
leichtem Schwenken ausgefiihrt. Nach abschlieBendem zweimaligem Waschen in PBS wurden die an Sepharose
gekoppelten Antikérper bei 4°C in PBS mit 0,02% NaNj; gelagert.
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Il 2.3.7 Immunprazipitation

Die Immunprézipitation diente zur spezifischen Anreicherung von Proteinen aus Zellsolubilisaten oder aus
verdiinnten Losungen, wie z.B. Zellkulturiiberstdnden. Dazu wurden ca. 20 pl mit Antikérper kovalent beladene
Sepharose (bezogen auf das Volumen der gequollenen Sepharose) in einem Volumen von 1,5 ml der zu extra-
hierenden Losung (z.T. wurde mit PBS aufgefiillt) bei 4°C fir 1 bis 2 h oder iiber Nacht unter leichtem
Schwenken inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die Sepharosematrix zweimal
mit PBS gewaschen. Alle Zentrifugationsschritte wurden fiir 30 s bei 5000xg durchgefiihrt. Anschlieend
wurden die Proben entweder mit 20 pl Laemmli(2x)-Probenpuffer versetzt und in der SDS-PAGE (II 2.3.1)
analysiert oder enzymatischen Behandlungen unterzogen.

Il 2.3.8 Endo NE-Verdau

Fir die spezifische Depolymerisation von PSA mit der Endoneuraminidase NE (Endo NE) wurden
Zellsolubilisate oder immunprézipitierte Proteine fiir 30 min bei 37°C mit 2 pl (50 pg/ml) Endo NE in PBS

verdaut.

I1 2.3.9 Exoneuraminidase-Verdau

Zum schrittweisen enzymatischen Abbau von Polysialinsdure wurde Exoneuraminidase aus Vibrio cholerae
eingesetzt. Das Enzym wurde in einer 1:10- bis 1:20-Verdiinnung in der Gegenwart von 2 mM CacCl, bei 37°C

fiir 30 min mit dem zu desialylierenden Protein versetzt.

Il 2.3.10 PNGaseF-Verdau

PNGaseF ist ein Enzym, welches selektiv N-glykosidisch gebundene Kohlenhydratstrukturen vom Proteingeriist
abspaltet. Zum Verdau wurde PNGaseF (25 U/ug = 1 U/ul) entweder direkt oder aus einer Vorverdiinnung in
50 mM Phosphatpuffer pH 7,4 mit 12,5 mM EDTA und 50% Glycerin eingesetzt. Die Endkonzentration an
Enzym im Ansatz betrug zwischen 0,005 und 0,1 U/ul. Die Inkubationszeiten bei 37°C wurden zwischen 1 min
und 18 h variiert. Die Analyse des Verdaus erfolgte durch SDS-PAGE (II 2.3.1) und Silberfirbung (I 2.3.2)
oder Western Blot (II 2.3.4, 11 2.3.5).

Il 23.11 Alkylierung mit ABDF [171]

ABDF ist ein Alkylierungsreagenz, welches mit Thiol-Gruppen (z.B. freien Cysteinen) ein fluoreszierendes,
sdurestabiles Konjugat bildet, dessen Detektion unter UV-Licht mdglich ist. In Kombination mit einem
Reduktionsmittel, z.B. TCEP, lassen sich dann die Disulfidbriicken eines Proteins quantitativ bestimmen. Zur
Alkylierung wurde das Protein (Endkonzentration 0,2 mg/ml) mit ABDF (10x-Stammldsung: 40 mM ABDF in
DMSO) in Alkylierungspuffer (100 mM NaBO;, 2 mM EDTA, 3% SDS, pH 8) versetzt und 15 min bei 37°C
inkubiert. Bei gleichzeitiger Reduktion und Alkylierung wurde dem Ansatz TCEP (20x-Stammldsung: 40 mM
TCEP in DMSO) zugesetzt. Bei sequentieller Reduktion und Alkylierung wurde das Protein mit TCEP bei 60°C
fir 10 min reduziert und dann ABDF zugegeben. Zur Sichtbarmachung des Proteinmarkers unter UV-Licht
musste dieser ebenfalls alkyliert werden. Die Proben wurden durch SDS-PAGE (II 2.3.1) aufgetrennt und die
fluoreszierenden Proteine unter UV-Licht visualisiert. Zur Uberpriifung der Gesamtproteinmenge wurde das

SDS-Gel anschlieBend mit Roti-Blue (IT 2.3.3) oder Silbernitrat (Il 2.3.2) gefirbt.
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Il 2.3.12 Ankonzentrierung von Proteinen (Filtron)

Zur Ankonzentrierung von Proteinen aus bis zu 101 Zellkulturiiberstand wurde das Filtron-Gerdt der Firma
Gelman Science und eine ,10K open’-Kassette mit einer Ausschlussgrofle von 10 kDa verwendet. Die Kassette
wurde in 0,3 M NaOH mit 0,05% Natriumazid bei 4°C gelagert. Nach dem Einbau der Kassette wurde das Gerét
inklusive aller Schlduche griindlich gespiilt. Der durch Zentrifugation (4000xg, 10 min, 4°C) partikelfreie und
filtrierte (0,8 pm) Zellkulturiiberstand wurde nun auf 100 bis 250 ml je nach Ausgangsmenge ankonzentriert.
Das Konzentrat wurde abgelassen und das Gerét zweimal mit ca. 50 ml PBS im Normalbetrieb (~2 bar, interne
Schleife) nachgespiilt. Der Nachspiilpuffer wurde mit dem Konzentrat vereinigt und darin enthaltene Prézipitate
durch Zentrifugation (4000xg, 10 min, 4°C) entfernt. Das Gerdt wurde nun intensiv mit Wasser und mit 1 M
NaOH im Normalbetrieb gespiilt, bis auf der Kassette keine Riickstinde (z.B. Farbstoffe) mehr nachweisbar

waren.

Il 2.3.13 Proteinaufreinigung

IT 2.3.13.1 Antikorper

Zur Aufreinigung von Antikérpern wurde ein Verfahren angewendet, bei dem der Auftrag des Zellkultur-
iiberstandes auf die ProteinG-Sepharose-Saule iiber Nacht bei 4°C mit Hilfe einer Schlauchpumpe durchgefiihrt
wurde. Das Spiilen der Séule und die Elution der Antikérper erfolgte anschlieBend an der FPLC-Anlage. Zur
Aufreinigung des Antikorpers wurde ca. 1 1 HybridoMED-Zellkulturiiberstand im Wasserbad bei 37°C aufgetaut
und filtriert (0,8 um). Die in 20% Ethanol gelagerte Saulenmatrix wurde langsam mit filtriertem PBS gespiilt.
AnschlieBend wurde der Zellkulturiiberstand bei einer Durchflussrate von ca. 1 ml/min bei 4°C iiber Nacht auf
die Séule aufgetragen. Nach dem Einbau der beladenen Siule in die FPLC-Anlage wurde diese mit 1 M
Phosphatpuffer pH 7 (filtriert und entgast) bei 1 ml/min gespiilt bis die Grundlinie erreicht war. Dann wurde mit
0,1 M Glycinpuffer pH 2,7 (filtriert und entgast) eluiert und Fraktionen a 1 ml aufgefangen. Die Fraktionen, in
denen Protein detektiert worden war, wurden zusammengegeben, mit 1 M Tris-Puffer pH 9,5 neutralisiert und
nach Zusatz von 0,02% Azid bei 4°C gelagert. Die Sdule wurde zuerst mit ca. 10 ml Glycinpuffer und dann mit
ca. 25 ml Phosphatpuffer gespiilt, aus der FPLC-Anlage ausgebaut und {iber Nacht wie zuvor beschrieben erneut
mit Antikdrper beladen. Dazu wurde der schon einmal extrahierte Zellkulturiiberstand verwendet. Dieser
Vorgang wurde so oft wiederholt, bis im Elutionsprofil kein Protein mehr zu detektieren war. Die gesammelten
Fraktionen wurden vereinigt, die Proteinkonzentration bestimmt (II 2.3.14) und durch Ankonzentrierung im
FugiSep mit einer Ausschlussgrofie von 30 kDa auf ca. 1 mg/ml eingestellt. AnschlieBend wurde erneut die
Proteinkonzentration iiberpriift, die Antikérper-Losung aliquotiert und bei —70°C gelagert. Zusatzlich wurde der
aufgereinigte Antikorper in der SDS-PAGE analysiert (II 2.3.1).

I 2.3.13.2 MycHis-Fusionsproteine

Zur Aufreinigung von MycHis-Fusionsproteinen aus dem Zellkulturiiberstand von stabil transfizierten 2A10-
Zellen wurde eine Sdule mit 3 bis 4 ml 9E10-gekoppelter ProteinG-Sepharose benutzt. Die Anlagerung des
durch Zentrifugation (4000xg, 10 min, 4°C) partikelfreien und filtrierten (0,8 pm) Zellkulturiiberstandes an die
Gelmatrix fand nach intensiver Spiilung der Séule mit PBS je nach Volumen des zu extrahierenden Materials
iiber Nacht bei 4°C und einer Durchflussrate von ca. 1 ml/min oder im ,Batch’-Ansatz mit anschlieender
Abtrennung der Gelmatrix in einer Leersdule statt. Die beladene Séule wurde dann bei 4°C mit 10 Siulen-
volumina PBS und 10 S&ulenvolumina Hochsalz-PBS (insgesamt 500 mM NaCl) gewaschen. Alle Séulen-
durchldufe wurden aufgefangen und Aliquots (1,5 ml) davon zur spiteren Analyse abgenommen. Die Elution
erfolgte manuell mit 0,1 M Glycinpuffer pH 2,7 in Fraktionen & 1 ml, die sofort mit 1 M Tris-Puffer pH 9,5

neutralisiert wurden. Vor dem Einfrieren wurden jeder Fraktion Aliquots entnommen und zur spéteren Analyse
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mit Laemmli-Puffer versetzt. Die Sdule wurde intensiv mit PBS gewaschen, bevor der schon einmal extrahierte
Zellkulturiiberstand erneut angelagert wurde. Die in den 1,5 ml-Aliquots der Waschpuffer und die in den
Aliquots des Zellkulturiiberstandes vor und nach der Extraktion vorhandene Menge an Fusionsprotein wurde
durch Immunprézipitation mit 9E10-ProteinG-Sepharose (II 2.3.7), SDS-PAGE (II 2.3.1) und Western Blot
bestimmt (Il 2.3.4, II 2.3.5). Die Aliquots der Fraktionen wurden ebenfalls durch SDS-PAGE und Western
Blot, sowie durch SDS-PAGE und Silberfiarbung (II 2.3.2) analysiert. Die Aufreinigung wurde so oft wieder-

holt, bis kein Fusionsprotein mehr im Zellkulturiiberstand vorhanden war.

Il 2.3.14 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Proteinbestimmung wurde das BCA-Proteinreagenz verwendet. Dieses Reagenz eignet sich zur photo-
metrischen Bestimmung der Proteinkonzentration und beruht auf der Reduktion von Cu**- zu Cu'-Ionen, die
durch Proteine in alkalischem Milieu vorangetrieben wird. Die Cu'-Ionen gehen mit zwei BCA-Molekiilen
(BCA fiir ,Bicinchonic Acid’) einen wasserloslichen Komplex ein, dessen Absorptionsmaximum bei 562 nm
liegt. Gemaf3 der Herstelleranweisung wurden die Reagenzien A und B kurz vor Gebrauch im Verhéltnis 50 + 1
gemischt und 200 pl Gebrauchsreagenz mit je 10 pul Probenverdiinnung (50 bis 200 pg/ml) bzw. Standard (fiinf
verschiedene BSA-Verdiinnungen im Konzentrationsbereich von 25 bis 200 pg/ml) versetzt und fiir 30 min bei
55°C inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgte in 96-Loch-Mikrotiterplatten bei 540 nm. Je Standard-

verdiinnung wurden Vierfachwerte, je Probenverdiinnung Doppelwerte aufgenommen.

Il 2.3.15 Test auf Polysialylierungsaktivitat in vitro

Die Aktivitdt der Polysialyltransferasen PST und STX lésst sich iiber den Einbau des radioaktiv markierten
Substrates [“C]-CMP-Neu5Ac in ihr Produkt PSA qualitativ bestimmen. Beide Enzyme bilden PSA zum einen
an ihrem natiirlichen Akzeptor, dem Neuralen Zelladhédsionsmolekiil (NCAM-Polysialylierung) und zum
anderen in einer autokatalytischen Reaktion an sich selbst (Autopolysialylierung). In beiden Fillen wurden die
reagierenden Proteine zuvor durch Immunprizipitation (I 2.3.7) aus dem Zellkulturiiberstand von transient
transfizierten 2A10-Zellen (I 2.2.8.1) an Sepharose gebunden, bevor ['*C]-CMP-Neu5Ac als Substrat zuge-
geben wurde. Der Nachweis erfolgte iiber SDS-PAGE (II 2.3.1) und Autoradiographie. Jeder Test wurde
mindestens einmal komplett wiederholt.

IT 2.3.15.1 Autopolysialylierung

Im Test auf Autopolysialylierung wurden die im Zellkulturiiberstand von transient transfizierten 2A10 Zellen
enthaltenen MycHis-Fusionsproteine mit ca. 20 ul gequollenen 9E10-ProteinG-Sepharose-Partikeln bei 4°C fiir
1 bis 2 h immunprézipitiert. Durch sequentielle Immunprézipitationen wurden bis zu 6 ml Zellkulturiiberstand
zur Anreicherung des Fusionsproteins extrahiert. Alle Zentrifugationen zum Pelletieren der Gelmatrix erfolgten
fir 30 s bei 5000xg und RT. Nach Abschluss der Immunprézipitation wurde das Gelmaterial dreimal mit
Cacodylatpuffer (10 mM Natriumcacodylat, 10 mM MnCl,, pH 6,0) gewaschen. Die Enzymreaktion wurde
durch Zugabe von 1/10 Volumen CMP-["*C]Neu5Ac (25 pCi/ml bzw. 291 mCi/mmol) in ca. 60 ul Cacodylat-
puffer gestartet. Nach zweistiindiger Inkubation bei 37°C unter kraftigem Schiitteln wurden die Sepharose-
Partikel zweimal mit PBS gewaschen. In einigen Féllen folgte ein Verdau mit Endoneuraminidase NE in ca.
50 ul PBS (I 2.3.8). Diese Proben wurden dann erneut mit PBS gewaschen. SchlieSlich wurde bei allen Proben
der Uberstand komplett abgenommen und 20 pl Laemmli-Puffer(2x) mit 5% B-ME hinzugegeben. Vor dem
Auftrag auf ein 7%iges SDS-Gel wurden die Proben 30 min bei 65 °C denaturiert.
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IT 2.3.15.2 NCAM-Polysialylierung

Zum Test auf NCAM-Polysialylierungsaktivitdt wurde zusatzlich zu den Polysialyltransferasen eine 16sliche
Form des NCAM-140 mit ProteinA-Fusionsanteil an die Gelmatrix angelagert. ProteinA bindet in diesem Fall an
den Fc-Teil der 9E10-Antikorper, die ebenfalls das Polysialyltransferase-MycHis-Fusionsprotein gebunden
haben. ProteinA-NCAM wurde entweder aus frischem Zellkulturiiberstand transient transfizierter 2A10-Zellen
(Plasmid: pBT4) oder aus dem bei -20°C zwischengelagerten Zellkulturiiberstand stabil transfizierter 2A10
Zellen (2A10-ProtA-NCAM) immunprézipitiert. Nach der Immunprézipitation (2 h, 4°C) wurden die Gel-
Partikel dreimal mit Cacodylatpuffer, wie zuvor fiir die Autopolysialylierung beschrieben, gewaschen und
weiterbehandelt. In Abb. 7 ist der Ablauf des Aktivititstest schematisch dargestellt.
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O ProteinG
&€ aMyc-Antikérper

ProteinA- l @
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PST-MycHis /
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Autopolysialylierung NCAM-Polysialylierung

Abb. 7:  Schematische Darstellung des in vitro-Tests auf Auto- und NCAM-Polysialylierungsaktivitét.
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I ERGEBNISSE

I11 1 Molekulare Analyse der Komplementationsgruppe 2A10

Die Komplementationsgruppe 2A10 ist vor Beginn dieser Arbeit in unserem Labor aus CHO-
K1-Zellen durch chemische Mutagenese und Selektion der PSA-negativen Klone hergestellt
worden. Da CHO-K1-Zellen funktionell haploid sind, spiegeln sich alle Mutationen im
Phanotyp der Zellen wieder [172]. Die Komplementationsgruppe 2A10 besteht aus 31
Subklonen, die aus neun unabhidngigen Mutageneseansitzen hervorgegangen sind. 2A10-
Zellen wurden darauthin zur Klonierung der Polysialyltransferase (auch PST-1 oder
ST8SialV) benutzt [137].

Die molekulare Analyse der Komplementationsgruppe 2A10 sollte nun dazu dienen,
Mutationen im PST-Gen, welche zu einem funktionell inaktiven Enzym fithren und somit auf

essentielle Aminosduren hinweisen, zu identifizieren.

111 1.1 RNA-Praparation und Northern Blot-Analyse

Um Informationen iiber die Expression von PST-Transkripten in Zellen der Komplemen-
tationsgruppe 2A10 zu erhalten, wurden alle Subklone im Northern Blot analysiert. Als
Kontrollzelllinie wurden CHO-K1- oder CHO-Zellen der Komplementationsgruppe Lec2
verwendet. Zellen der Komplementationsgruppe Lec2 haben ein defektes Gen fiir den CMP-
NeuSAc-Transporter [158]. Zur Darstellung von PST-Transkripten im Northern Blot war es
notwendig, hochgereinigte mRNA (poly(A")-RNA) zu verwenden. Dazu wurde aus ca. 1x10°
Zellen jedes 2A10-Klons, was ungefahr 10 konfluent bewachsenen 750-ml-Zellkulturflaschen
entspricht, iiber  Guanidiniumisothiocyanat-Extraktion —und anschlieBende  CsClI-
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation die gesamt-RNA isoliert (Il 2.1.16). Die Isolierung der
hochreinen poly(A")-RNA aus ca. 1 mg gesamt-RNA erfolgte durch zweimalige Anwendung
des ,Oligotex mRNA Kits’ (I 2.1.17). Tab. 3 gibt eine Ubersicht iiber die pro Klon
eingesetzten Zellmengen sowie die erzielten gesamt-RNA- und poly(A")-RNA-Ausbeuten.

2A10-Klon eingesetzte Ausbeute an eingesetzte Ausbeute an
Anzahl an Zellen gesamt-RNA gesamt-RNA poly(A+)-RNA

[x10°] [mg] [mg] [ng]
CHO-K1 1,24 0,99 0,99 2,6
Lec2 (1E3) 0,43 0,56 0,56 11,2
1C5 1,12 1,8 1 n.b.
1D7 0,93 2,9 0,96 6,5
1E6 1,2 1,4 1 6,2
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2A10-Klon eingesetzte Ausbeute an eingesetzte Ausbeute an
(Fortsetzung) Anzahl an Zellen gesamt-RNA gesamt-RNA poly(A")-RNA

[x10°] [mg] [mg] [ne]
1G4 1,08 1,3 1 5,2
1H8 0,95 1 1 9,6
2A10 1,5 2 1 6,6
2B12 1,3 1,3 1 3,3
2D8 1,03 1 1 6,6
2D5 0,98 2 1 3
2E11 1,36 1,3 0,63 6,6
2G8 1,1 1,2 0,98 11
3A7 1,04 1,5 0,75 5
3C7 1,7 1,5 0,75 6,1
3F3 1,1 1 1 9,3
4C4 1,3 1,8 0,9 25
4D11 1,2 1,8 0,9 3,1
4E8 0,6 0,44 0,44 9,4
5C3 0,96 2,16 1,08 3,5
5C9 0,7 1,2 1 11,8
5F4 1,2 1,4 1 10
6B8 0,83 2,3 1 31 (?)
6E5 1 1,1 1,02 11
7F11 1,3 1 1,05 4.8
7G9 1,3 1,4 1,02 11
7G11 1,1 1,8 0,9 5,8
8C6 1,2 3 1 11,2
8F8 1,3 1,7 0,85 4,3
8G5 0,9 2.3 1,17 7
9C8 1,3 0,69 0,69 19,6
9D8 1,3 1,5 1 5
9G2 0,72 1,5 0,75 4,1

Tab.3: Isolation von mRNA aus Klonen der Komplementationsgruppe 2A10 und aus Kontrollzellen.

Aufgefiihrt sind die eingesetzte Anzahl an Zellen, die Ausbeute an gesamt-RNA und die Ausbeute an

poly(A")-RNA.
Die Ausbeuten an gesamt-RNA aus ca. 1x10® Zellen lagen im Bereich zwischen 1 und 3 mg,
die an poly(A")-RNA aus ca. 1 mg gesamt-RNA zwischen 3 und 10 pg. Davon abweichende
Ausbeuten an poly(A")-RNA basieren auf Messungenauigkeiten, die durch zu geringe
Nukleinsdurekonzentrationen in den zur Messung stark verdiinnten Losungen bedingt wurden.
Die Konzentration von Proben, die auB3erhalb des oben erwidhnten Konzentrationsbereiches
lagen, wurde nach Elektrophorese im Agarosegel erneut abgeschitzt. Fiir eine Northern Blot—
Analyse wurden nun pro Klon je 4 pg poly(A")-RNA auf einem Formaldehyd-Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt (I 2.1.19) und auf eine Nylonmembran iibertragen (I 2.1.20).
Nach der UV-Fixierung erfolgte die Hybridisierung der Northern Blots mit Digoxigenin-
markierten PST-RNA-Sonden (II 2.1.22, IT 2.1.23) und die Detektion der gebundenen
Sonden durch Chemilumineszenz (Il 2.1.24) und Exposition auf einem Rontgenfilm. Nach
griindlichem Spiilen in DEPC-H,0 wurden die Blots zur Uberpriifung der Menge und
Qualitdt der aufgetragenen RNA mit einer Digoxigenin-markierten GAPDH-RNA-Sonde
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erneut hybridisiert, entwickelt und exponiert. Zur Veranschaulichung der poly(A")-RNA-
Qualitdt ist in Abb. 8 ein unter UV-Licht aufgenommenes Formaldehyd-Agarosegel und der
daraus hervorgegangene Northern Blot nach GAPDH-Hybridisierung aufgefiihrt. Hier ist
erkennbar, dass die Verunreinigungen mit ribosomaler RNA, welche bei ca. 4,4 und 1,8 kb im
Gel migrieren, relativ gering waren, und dass die Proben bis auf die Positivkontrolle (wt) in
vergleichbaren Mengen aufgetragen wurden. Dieser Befund ldsst sich auch durch die

GAPDH-Signale bei ca. 1,4 kb bestétigen.

[kb]

wt

1E6
1H8
2G8
3F3
5F4
6ES5
7G9
8G5
9C8
wt

1E6
1HS8
2G8
3F3
5F4
6E5
7G9
8G5
9C8

RNA-Gel GAPDH-Blot

Abb. 8: Vergleich der mRNA-Menge und -qualitit im Formaldehyd-Agarosegel und im Northern Blot. Pro
Klon wurden je 4 ug poly(A")-RNA im Gel elektrophoretisiert und die aufgetrennte RNA durch
Interkalation mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht. Nach dem Ubertrag auf eine
Nylonmembran wurde mit einer GAPDH-spezifischen Sonde hybridisiert und entwickelt.

In Abb. 9 sind die Northern Blots aller mRNA-positiven Klone der Komplementationsgruppe
2A10 dargestellt. Uberraschenderweise wiesen nur vier von insgesamt 31 Subklonen der
Komplementationsgruppe 2A10 die fiir PST spezifischen Signale bei 6,5 und 2,2 kb auf. Es
handelt sich dabei um die Klone 2A10, 2B12, 7G11 und 9C8. Klon 8F8 zeigt fiir die grofere
Bande ein Hybridisierungssignal bei 6,1 kb, das auf eine im Bezug zum Wildtyp verkiirzte
PST-mRNA schlieBen ldsst. Fiir Klon 9G2 und die anderen hier nicht aufgefiihrten 25 Klone
konnte kein PST-Transkript nachgewiesen werden. Von den positiven 2A10-Klonen weist
lediglich Klon 7G11 ein in der Signalstirke mit dem Wildtyp vergleichbares Signal auf. Die
Expressionshéhe der PST-Transkripte in den Klonen 2A10, 2B12 und 9C8 war dagegen stark
vermindert, wie der Vergleich mit den GAPDH-Signalen bei 1,4 kb verdeutlicht. Fiir Klon
8F8 fillt nur das Hybridiserungssignal bei 6,1 kb in Bezug zum Wildtyp schwécher aus; die
kleinere Bande bei ca. 2,2 kb zeigt dagegen Wildtypintensitit.
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Abb.9: Northern Blot-Analyse zum Nachweis von PST-mRNA in Klonen der Komplementationsgruppe
2A10. Pro Klon wurden je 4 pg poly(A")-RNA mit einer PST- und einer GAPDH-spezifischen Sonde
sequentiell hybridisiert. Gezeigt ist eine Zusammenstellung aller positiven mRNA-Signale (2A10,
2B12, 7G11, 8F8, 9C8), die in insgesamt vier unabhéngigen Experimenten erhalten wurden.

111 1.2 Fusion von 2A10-Zellen

Die Tatsache, dass in der Northern Blot-Analyse auffallend viele Klone der Komplemen-
tationsgruppe 2A10 (26 von 31) kein Hybridisierungsignal fiir PST zeigten, gab Anlal} zu
folgender Hypothese: In diesen Klonen kdnnte ein Protein, das die Transkription reguliert,
durch Mutation so veridndert worden sein, dass es die Synthese von PST-mRNA inhibiert.
Diese Verdanderung hitte allerdings einen dominant PSA-negativen Phinotyp erzeugen
miissen, da sich diese Klone sonst bei der Einordnung der PSA-negativen Zellklone in Kom-
plementationsgruppen von den Klonen mit PST-Defekt unterschieden hitten. Zur Uber-
priifung dieser Hypothese wurden nun einige Subklone der Komplementationsgruppe 2A10
(3A7, 6B8, 8C6), die kein Northern Blot-Signal zeigten, mit CHO-Zellen der Komplemen-
tationsgruppe Lec2 (Subklon 8GS8), die einen Defekt im CMP-Neu5Ac-Transporter-Gen
aufweisen, fusioniert (Il 2.2.7). Die Oberflachenfarbung der fusionierten Zellen mit dem anti-
PSA-Antikorper 735 (I 2.2.9) war fiir alle drei Experimente positiv. Die Beteiligung eines
Transkriptionsregulators mit dominantem, inhibierendem Einflul auf die PSA-Expression

kann daher zumindestens fiir die 2A10-Klone 3A7, 6B8 und 8C6 ausgeschlossen werden.
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111 1.3 RT-PCR

Da die RT-PCR im Vergleich zum Northern Blot eine sensitivere Methode zum Nachweis
von mRNAs darstellt, wurde parallel versucht, PST-Transkripte aus 2A10-Klonen in cDNA
umzuschreiben, anschlieBend durch PCR zu amplifizieren und dann zu analysieren (II
2.1.18). Die PST-spezifische reverse Transkription von 0,5 bis 2 pug poly(A")-RNA wurde
unter Verwendung der Primer ME52 und ME54 wie unter II 2.1.18.1 beschrieben durch-
gefiihrt (mehr Informationen {iber die Primer in Abb. 6). Die anschlieBende Vervielfiltigung
der PST-cDNAs erfolgte durch eine PCR mit 40 Zyklen, welche nach der Aufreinigung
betreffender PCR-Fragmente iiber ein Agarosegel zur erneuten Amplifikation noch einmal
wiederholt wurde. Jeder Schritt fiir sich und die Gesamtreaktion wurden durch entsprechende
Positiv- und Negativkontrollen tiberpriift (I 2.1.18.2). Die RT-PCR wurde unter Verwen-
dung von unterschiedlichen mRNA-Qualititen, mRNA-Konzentrationen und Primerkombina-
tionen flir jeden Klon mehrfach durchgefiihrt. Auch nach der zweiten Amplifikationsrunde
wiesen nur wenige Klone die Banden fiir die amplifizierten PST-cDNAs im Agarosegel auf.
Es handelte sich dabei um die Klone 2A10, 2B12, 2D§, 4C4, 5C3, 7G11, 7F11, 9C8 und 9DS.
Die Resultate der RT-PCR fiir die Klone 1C5, 1G4, 2B12 und 2D5 sind in Abb. 10 dar-
gestellt. Die Signale fiir die Amplifikate der PST-cDNA des Wildtyps und des Klons 2B12
sind bei ca. 1100 bp im Gel deutlich zu erkennen. Fiir die iibrigen Klone konnte keine PST-

mRNA nachgewiesen werden.

wt 1cs |m| 164 2B12 [M] 2D5 ||kb]
g~ |
b e - 3
s e )
1= et 16
. |1
0,5

Abb. 10: RT-PCR der Klone 1C5, 1G4, 2B12 und 2D5 im Vergleich zum Wildtyp (wt). Verwendet wurde
Primerkombination 7 (Tab. 2). M bezeichnet den Marker.

Klon 8F8 zeigt ein vom Wildtyp abweichendes Bandenmuster (Abb. 11). Neben der Bande
bei 1,1 kb kann eine zusitzliche, stirkere Bande bei ca. 900 bp detektiert werden. Beide
Banden wurden ausgeschnitten und getrennt weiter verarbeitet. Die RT-PCRs fiir die Klone
2A10, 4C4, 5C3 und 7F11 waren vor Beginn dieser Arbeit von Arnd Manegold im Rahmen

einer Diplomarbeit durchgefiihrt worden.
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Abb. 11: RT-PCR des Klons 8F8 im Vergleich zum Wildtyp (wt). Verwendet wurde Primerkombination 7
(Tab. 2). M bezeichnet den Marker.

111 1.4 Sequenzierung von cDNAs

Die nach der RT-PCR aus dem Agarosegel extrahierten PST-cDNAs wurden anhand ihrer
von der Tag-DNA-Polymerase synthetisierten 3'A-Uberhiinge direkt in den pGEM-T Vektor
ligiert (Il 2.1.9), in E. coli transformiert (I 2.1.12) und auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin
ausgestrichen. Von mehreren anschlieBend in LB-Fliissigmedium mit Ampicillin angeimpften
Kolonien wurde nun die Plasmid-DNA isoliert (I 2.1.1) und einligierte DNA-Abschnitte
sequenziert (I 2.1.15). Mit Ausnahme des Klons 8F8 wurde in allen Klonen eine oder
mehrere Punktmutationen in den PST-mRNAs nachgewiesen. Die Klone 2A10 und 2B12
weisen den selben Nukleotidaustausch auf, der in einem potentiellen Protein zu einem
frithzeitigen Stopkodon nach der 34. Aminosduren fiihrt. Da beide Klone aus einem
Mutageneseexperiment hervorgegangen sind, ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei 2A10
und 2B12 um identische 2A10-Subklone handelt. Die Klone 4C4 und 7F11 haben ebenfalls
den selben Defekt, der in beiden Fillen zum Aminosiureaustausch Glycin'**—Glutaminsiure
fithrt. Da beide Klone jedoch aus unterschiedlichen Mutageneseexperimenten stammen, kann
ausgeschlossen werden, dass es sich hier um identische Klone handelt. Fiir die Klone 2D8 und
9D8 wurden jeweils zwei Punktmutationen in der PST-cDNA festgestellt. Die PST des Klons
2D8 weist die Aminosdureaustausche Methionin®**—Valin und Cystein***—Phenylalanin auf.
In der PST des Klons 9D8 wurden die Austausche Valin®"— Alanin und Arginin?”’—Glycin
identifiziert. Die Sequenzierungen der PST-cDNAs aus den Klonen 2A10, 4C4, 5C3 und
7F11 waren vor Beginn dieser Arbeit von Arnd Manegold im Rahmen einer Diplomarbeit
durchgefiihrt worden. In Tab. 4 sind die in der Komplementationsgruppe 2A10 auftretenden
Punktmutationen und die daraus resultierenden Aminosiureaustausche in der PST zusammen-

gefasst.
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Klon Nukleotidaustausch Aminosiureaustausch
2A10 C103T Glutamin®—stop
2B12 C103T Glutamin®—stop
2D8 A997G Methionin***—Valin
G1067T Cystein®>°—Phenylalanin
4C4 G437A Glycin'*—Glutaminsiure
5C3 G841A Glycin®™'—Serin
7F11 G437A Glycin'*—Glutaminsiure
7G11 G566A Threonin'®®—Isoleucin
9C8 G1006A Glutaminsiure®**—Lysin
9D8 T689C Valin?*’—Alanin
A829G Arginin*”’—Glycin

Tab. 4: Tabellarische Darstellung der in Klonen der Komplementationsgruppe 2A10 aufgetretenen Punkt-
mutationen in den PST-cDNAs und den daraus resultierenden Aminoséureaustauschen.

Fiir Klon 8F8 wurden beide in der RT-PCR erhaltenen Banden (siche Abb. 11) getrennt aus
dem Gel aufgereinigt, in den pGEM-T Vektor ligiert und in E. coli transformiert. Die Sequen-
zierung der aus der Klonierung der 900 kb-Bande hervorgegangen Plasmide zeigte, dass hier
die Deletion der Nukleotide A** bis G*** die von der Wildtyp-cDNA abweichende GroBe
bedingt. In einem potentiellen Protein wiirden die Aminosduren im Bereich von Lysin®® bis
Arginin'®®, die genau Exon 3 entsprechen, fehlen. Die Klonierung der 1100 kb-Bande fiihrte
zu Plasmiden, die zum einen bei ca. 2,8 und zum anderen bei ca. 3 kb im Gel migrierten. Die
Sequenzierung ergab bei den 2,8 kb groBBen Plasmiden zusdtzlich zur Deletion von Exon 3
einen Einschub von 85 Nukleotiden zwischen Exon 4 und Exon 5. Die Plasmide mit einer
Grofle von ca. 3 kb weisen eine Deletion der ersten 24 Nukleotide von Exon 3 und einen
Einschub von 66 Nukleotiden anstelle der ersten beiden Nukleotide von Exon 4 auf. In beiden
aus der 1100 bp-Bande hervorgegangenen Plasmiden wird durch den Nukleotid-Einschub
eine Verschiebung des Leserahmens induziert. Der Versuch, homologe Sequenzen zu den 85-
bzw. 66-Nukleotid-Einschiiben zu finden (BLAST Search, NCBI PubMed), blieb erfolglos.
Es kann ebenfalls ausgeschlossen werden, dass es sich um Intronsequenz aus dem PST-Gen
handelt. In Abb. 12 sind die fiir den Klon 8F8 nachgewiesenen Defekte in der PST-cDNA

schematisch dargestellt.
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wt-PST-cDNA N- Exon 3 Exon 4 Exon 5 -C
247 504 817
PST-cDNA in 8F8
(900 bp-Bande) N- Exon 3 ‘ Exon 4 Exon 5 -C
247 504 799
PST-cDNA in 8F8
(1100 bp-Bande, N- Exon 3 Exon 4 Exon 5 ‘-C

2,8 kb Plasmid)
247 799
> Verschiebung des Leserahmens

66 Nt
PST-cDNA in 8F8

(1100 bp-Bande, N- | Exon3 |

3 kb Plasmid) ‘ ‘
247 272 504 506 799

> Verschiebung des Leserahmens

Exon 4 Exon 5 -C

Abb. 12: Schematische Darstellung der Defekte in PST-cDNAs des Klons 8F8, die nach Klonierung und
Sequenzierung der RT-PCR-Banden bei 900 bzw. 1100 kb festgestellt wurden.

In Abb. 13 ist der Verlauf und das Ergebnis der Analyse der Komplementationsgruppe 2A10

anhand eines FlieBdiagramms zusammengefasst.

31
2A10 Klone
‘ | v
5 26
Klone mit Northern Blot Signal: Klone ohne Northern Blot Signal
2A10, 2B12, 7G11, 8F8, 9C8 v ' v
5 21
Klone mit RT-PCR Signal: Klone ohne
2D8, 4C4, 5C3, 7F11, 9D8, RT-PCR Signal
v
4 4
verschiedene Defekte verschiedene Defekte
| [
y
2A10, 7G11: 8F8: 9C8: 2D8: 4C4, 5C3: 9Ds:
2B12: ||Thr189lle|| Exon3- || Glu336Lys| | Met333Val/ TF11: Gly281Ser||Vval230Ala/
GIn35Stop Deletion Cys356Phe |[Gly146Glu Arg277Gly

Abb. 13: FlieBdiagramm zur Ubersicht iiber den Verlauf der Analyse der Komplementationsgruppe 2A10.
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Die Analyse von 31 Klonen der Komplementationsgruppe 2A10 durch RT-PCR hat demnach
in 10 Fillen zu einem Produkt gefiihrt. Fiir die restlichen 21 Klone konnte keine PST-mRNA
nachgewiesen werden. In neun Klonen beruht der Defekt auf Punktmutationen und in einem
Klon (8F8) liegt die Deletion eines kompletten Exons vor. Von den neun Klonen mit Punkt-
mutationen weisen zweimal zwei Klone (2A10/2B12 und 4C4/7F11) den gleichen Defekt auf,
womit nach dem Abzug der Klone, die eine Stop-Mutation tragen (2A10/2B12), noch sechs
Klone zur weiteren Analyse zur Verfligung standen. Von diesen sechs Klonen weisen
wiederum zwei Klone jeweils zwei Mutationen auf, was eine Gesamtsumme von acht zu
untersuchenden Mutationen ergibt.

Abb. 14 veranschaulicht die Lage der durch 2A10-Mutationen betroffenen Aminosiuren im

230 6

PST-Protein. Man erkennt, dass bis auf Valin®® und Cystein®® nur Positionen in der

Umgebung der Sialylmotive und Aminosduren direkt in den Motiven betroffen sind.

146

Glycin'*®, Glycin®®' und Glutaminséure®® sind sogar Bestandteil des L-, S- bzw. VS-Sialyl-

motives.

Stop

Glu
¢

----------- 139Phe Lys Thr{Cys Ala Val Val|Gly"“’[Asn Ser Gly Ile Leu Leu Asp Ser Gly

Cys Gly Lys Glu Ile Asp Ser His Asn Phe Val Ile Arg Cys Asn Leu Ala Pro Val Val

Ile

Glu Phe Ala Ala Asp Val Gly Thr Lys Ser|Asp Phe Tle Met Asnyoq -

Gly Ser
------ »m1Asn Lys Val Pro Ile Lys|Arg?”’ Gly*"!
[T A o o o GO L Tyr Gy 7 1 1
Val Lys Phe

Met*? Phe Lyss3s —— 35:Gly Lys Met Lys Glnso

L Ll [] O]

Transmembranregion L-Sialylmotiv S-Sialylmotiv VS-Sialylmotiv

Abb. 14: Schematische Darstellung der durch 2A10-Mutationen bedingten Aminosdureaustausche im PST-
Protein unter Beriicksichtigung der Sialylmotive.
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L-Sialyl notiv

ST3Gl | Maus 1390CAW G NSGNLKDSSYGPEI DSHDFVLRMNKAPT- VG-FEADVGSRTTHH L Vig?
ST3Gl Il Maus 152CAW G NSGNLRGSGYGQEVDSHNFI MRMNQAPT- VGFEKDVGSRTTHH F Moo
ST3Gl |11 Maus 156Cl 1 V. G NGGVLANKSLGSRI DDYDI VI RLNSAPV- KGFERDVGSKTTLR | Tao7
ST3Gl V Maus 167CVW G NGG LHGLEL GHALNQFDWVI RLNSAPV- EGYSEHVGNKTTI R M Tig;
ST6Gal | Maus 181CAVW S SAGSLKNSQLGREI DNHDAVLRFNGAPT- DNFQRDVGTKTTI R L Va9
ST6Gal NAc |1 Maus 150CAW G NGGE LNGSRQGKI DAHDYVFRLNGAI T- EAFERDVGTKTSFY G Figs
ST6Gal NAc |11 Maus 78CAVW G NGG LNGSRQGXKI DAHDYVFRLNGAI T- EAFERDVGTKTSFY G Fiz
ST6Gal NAc |V Maus 124CAW S NSGQMLGSGLGAQ DGAECVLRWNQAPTV- GFEEDVGQRTTLR V 1 172
ST6Gal NAc V Maus 9sCALV T SSGHLLRSQQGPHI DQTECVI RMNDAPTR- GYGLDVGNRTSLR V | 143
ST8Sia | Human 138CAW G NGGE LKKSGCGRQ DEANFVMRCNLPPLSSEYTKDVGSKSQLY T Agsr
ST8Sia | Maus 137CAW G NGG LKMSGCGRQ DEANFVVRCNLPPLSSEYTRDVGSKTQLV T Aggs
ST8Sia || Human 157CAl'V G NSGVLLNSGCGQE! DAHSFVI RCNLAPV- QEYARDVGLKTDLY T Myos
ST8Sia Il Maus 157CAl V' G NSGVLLNSGCGQEI DTHSFVI RCNRAPV- QEYARDVGLKTDLY T Myos
ST8Sia || Xenopus 157CAl'V G NSGE LLNSGCGKEI DSHDFVI RCNLAPV- EEYAKDVGTKTNLY T Mos
ST8Sia |1l Human 162CAVW G NSG LTFI QCGREI DKSDFVFRCNFAPS- EAFQRDVGRKTNLT T Faio
ST8Sia I Il Maus 162CAVW G NSG LTGSQCGQEI DKSDFVSRCNFAPT- EAFHKDVGRKTNLT T Fao
ST8Sia |V Hunman 142CAW G NSG LLDSECGKEI DSHNFVI RCNLAPV- VEFAADVGTKSDFI T Moo
ST8Sia |V Maus 142CAW G NSG LLDSGCGKEI DSHNFVI RCNLAPV- VEFAADVGTKSDFI T Moo
ST8Si a |V Hanst er 142CAW G NSG LLDSGCGKEI DSHNFVI RCNLAPV- VEFAADVGTKSDFI T Mgo
ST8Si a |V Huhn 142CAW G NSG LLDSGCGKEI DTHDFVI RCNLAPV- VEFAADVGNKSDFI T Mgo
ST8Si a V Hunan 16aCAW G NGGE LKNSRCGREI NSADFVFRCNLPPI SEKYTVDVGVKTDW T Vi3
AA- Aust ausch in 2A10 E |
S-Sialylmotiv

ST3Gal | Maus 264~ - PST G I LS| FSI H CDEVDLYGF- GADSz00
ST3Gal || Maus 277~ - PST G M_VLFFALHVCDEVNVYGF- GADS;03
ST3Gl |11 Maus 200- - PTL G SVAVTMALHGCDEVAVAGF- GYDMVh2s
ST3Gl V Maus 311- - PTI G VI AWLATHLCDEVSLAG- GYDL337
ST6Gal | Maus 318~ - PSS G MLA | | MMTLCDQVDI YEF- LPSK344
ST6Gal NAc |1 Maus 302~ - PST G ALMLLTALHTCDQVSAYGF- | TNNs2s
ST6Gal NAc |11 Maus 211S Y LST G WFTFI LAVDACYSI HVYGM NET Y240
ST6Gal NAc |V Maus 257S F LST G WFTM PALELCEEl VWYGWSDSY2g6
ST6Gal NAc V Maus 28T WLST G WFTMT| ALELCDRI DVYGWPPDF 257
ST8Sia | Hunman 271K R LST G LFLVSAALGLCEEVAI YGFWPFSV300
ST8Sia | Maus 270K R LST G LFLVSAALG.CEEVSI YGSWPFSV,g9
ST8Sia Il Hunman 200K R PTT G LLMYTLATRFCKQ YLYGFWPFPL 320
ST8Sia Il Maus 200K R PTT G LLMYTLATRFCNQ YLYGFWPFPL 320
ST8Sia Il Xenopus 200K R PTT G | LMYTLATRFCNRI YLYGFWPFPRs20
ST8Sia |1l Human 207K R LST G | LMYTLASAI CEEl HLYGFWPFGF326
ST8Sia IIl Maus 207K R LST G | LMYTLASAI CEEl HLYGFWPFGF326
ST8Sia |V Hunman 276K R PST G LLMYTLATRFCDElI HLYGFWPFPKz05
ST8Sia |V Maus 276K R PST G LLMYTLATRFCDElI HLYGFWPFPK305
ST8Si a |V Hanst er 276K R PST G LLMYTLATRFCDElI HLYGFWPFPK305
ST8Si a |V Huhn 276K R PST G LLMYTLATRFCDElI HLYGFWPFPKz05
ST8Si a V Human 207K R I ST G LI LVTAALELCEEVHLFG-FWAFPM26
AA- Aust ausch in 2A10 G S

VS-Sial yl motiv
ST3Gl | Maus 310TGVHD G DF E YN TTTLAAI NKI Rl FKGRs37 ( X73523)
ST3Gal || Maus 323TGVHD A DF E AHI | DMLAKASKI EVYRGNss0 (X76989)
ST3Gl |1l Maus 34sT—HS | QR E KEFLRKLVKARVI TDLSSG | 374 (NM_009176)
ST3Gal V Maus 35sQVVHN V TT E TKFLLKLLKEGVVEDLSGG | Hggy (Y15003)
ST6Gal | Maus 374NWKH L NE G TDEDI YLFGKATLSGFRNN R Cyo3 (D16101)
ST6Gal NAc |1 Maus 347YANHD L SL E ASLWRDLHNAG LW.YQRs73 (X93999)
ST6Gal NAc |11 Maus 282KVFAK W AK K HRI VFTHPNWI'L Sg03 (Y11342)
ST6Gal NAc |V Maus 320AVFSR W AK K RPI VFAHPSWRAK;s50 (Y15779)
ST6Gal NAc V Maus 300RVFKN W AR T FNI HFFQPDWKPESPAVNH A EGKPVF33s (AB030836)
ST8Sia | Human 310SGFHA M PE E FLQLWYLHKI GALRMQLDP C EDTSLQPTSss6 (X77922)
ST8Sia | Maus 31sTGYHA M PE E FLQLWYLHKI GALRMQLDP C EEPSPQPTSgss (X84235)
ST8Sia Il Human 343ASPHT M PL E FKALKSLHEQGALKLTVGQ C DGATs7s (NM_006011)
ST8Sia Il Maus 343ASPHT M PL E FKALKSLHEQGALKLTVGQ C DGATs7s ( X83562)
ST8Sia Il Xenopus 343AGPHA M PL E FKALKNLHLQGALKLNVGE C EAAT37s (AB0O07468)
ST8Sia Il Human 351QESHQ L PA E FQLLYRVHGEGLTKLTLSH C Aggo (AF004668)
ST8Sia Il Maus 351QESHQ L PA E FQLLYRVHGEGLTKLTLSH C Aggo (A56950)
ST8Sia |V Human 328ASPHR M PL E FKTLNVLHNRGALKLTTGK C VKQss9 (NM_005668)
ST8Sia |V Maus 326ASPHR M PL E FKTLNVLHNRGALKLTTGK C MKQis9 ( X86000)
ST8Si a |V Hanst er 328ASPHR M PL E FKTLNVLHNRGALKLTTGK C MKQss9 (246801)
ST8Si a |V Huhn 328ASPHR M PL E FKTLYVLHNRGALKLTTGK C VKQss (AF008194)
ST8Sia V Human 34sPGGHA M PS E | FNFLHLHSRG LRVHTGT C SCCize (U91641)
AA- Aust ausch in 2A10 \Y K F

Abb. 15: Vergleich der Aminosduresequenzen verschiedener Sialyltransferasen im Bereich der Sialylmotive
mit Hinblick auf die in Klonen der Komplementationsgruppe 2A10 mutierten Positionen. PST-
Positionen, die in 2A10-Zellen mutiert und in anderen Sialyltransferasen identisch sind, wurden fett
gedruckt. In Klammern sind die Zugangsnummern der Sequenzen in der Gen-Datenbank angegeben.
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In Abb. 15 ist ein Sequenzvergleich verschiedener Sialyltransferasen mit Hinblick auf die in
2A10-Zellen mutierten Positionen gezeigt. Von den bisher bekannten 02,8-Sialyltransferasen
wurden diejenigen ausgewdhlt, deren Sequenz vollstindig bekannt ist. Aus der Fiille der
Sialyltransferasen anderer Spezifitdt, von denen zur Zeit mehr als 50 kloniert sind (komplette
Liste im Anhang unter VI 3), wurden die Enzyme aus der Maus ausgewéhlt, da bei diesen die
Homologie zur Hamster-PST am ausgeprigtesten ist. Bis auf die Position Methionin®>® sind
alle anderen durch 2A10-Mutationen betroffenen Aminosduren in der Gruppe der a2,8-Sialyl-
transferasen konserviert. Anstelle von Methionin®® ist in der ST8Sialll ein Leucin zu finden.

336 sind als Bestandteil eines Sialylmotives iiber die

Glycin'*, Glycin®®' und Glutaminsiure
Spezifititsgrenzen hinaus konserviert. Glycin®®' ist sogar in allen aufgefiihrten

Sialyltransferasen vorhanden.

111 2 Charakterisierung der von 2A10-Mutationen abgeleiteten
PST- und STX-Mutanten

111 2.1 Zielgerichtete Mutagenese zum Einfligen von 2A10-Mutationen in
die Wildtypsequenzen von PST und STX

Um die physiologische Bedeutung der in III 1.4 beschriebenen Mutationen zu untersuchen,
wurden identische Nukleotidaustausche in die Wildtypsequenz der PST eingefiigt. Die Punkt-
mutationen der beiden Doppelmutanten (9D8 und 2D8) wurden dabei separat behandelt. Den
2A10-Mutationen entsprechende Aminosdureaustausche wurden ebenfalls in die Wildtyp-
sequenz der STX {ibertragen. Von allen Mutanten wurde zum einen eine Transmembranform,
die aus der kompletten Aminosduresequenz des entsprechenden Enzyms besteht, und zum
anderen eine 16sliche Form, die um den zytosolischen Bereich und die Transmembrandoméne
(PST: Aminosduren 1 bis 25; STX: Aminosduren 1 bis 31) verkiirzt ist, hergestellt. Um die
Aufreinigung und Darstellung der Mutanten zu ermdglichen, wurden Fusionsproteine
generiert. Die Transmembranformen enthalten einen N-terminalen FlagHA-Fusionsteil und
die 16slichen Formen weisen am C-Terminus eine MycHis-Epitopsequenz auf.

Zur Klonierung der Mutanten war es notwendig, zuerst die Wildtypsequenzen von Hamster-
PST und Maus-STX in die entsprechenden Vektoren zu klonieren. Um die Expression der
Transmembranformen in eukaryontischen Zellen zu ermdglichen, wurde pcDNA3 als
Ausgangsvektor verwendet. Uber die Restriktionsschnittstellen Kpnl und BamHI wurde durch
Hybridisierung und Ligation der Oligonukleotide FlagM5s und FlagM5as (Primer siche II
1.5, Methode siehe II 2.1.10) die Flag-Epitopsequenz "MDYKDDDDK" (M ist das Start-

Methionin) eingefiigt. In den so entstandenen Vektor pFlagB1 wurde dann nach gleicher



ERGEBNISSE 57

Methode iiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl mit den Oligonukleotiden
HABgl2s und HANotlas die HA-Epitopsequenz "YPYDVPDYASL" eingebracht. In diesen
Vektor (pFlagHA) wurde anschlieend iiber die Schnittstellen Xhol und Xbal die gesamte
kodierende Sequenz von PST bzw. STX, welche zuvor durch PCR mit den Vektoren pME7
bzw. pBS,STX als Matrize und den Primern MWS5 und AB6 bzw. MW28 und MM32
amplifiziert worden war (I 2.1.13), eingefiigt. Diese Plasmide wurden mit pFlagHA-PST
und pFlagHA-STX bezeichnet. Fiir die Expression der l16slichen Formen mit C-terminalem
MycHis-Fusionsanteil wurde der Vektor pSecTag B verwendet. Die verkiirzten Sequenzen
der Hamster-PST (Nukleotide 76 bis 1077) bzw. Maus-STX (Nukleotide 94 bis 1125) wurden
durch PCR mit pME7 bzw. pBS,,STX als Matrize und den Primerpaaren MM26/MM31 bzw.
MM29/MM30 amplifiziert und tiiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Xbal in
pSecTag B eingefiigt. Die resultierenden Plasmide wurden pPST-MycHis und pSTX-MycHis
genannt. In Abb. 16 sind die von den Plasmiden pFlagHA-PST, pFlagHA-STX, pPST-
MycHis und pSTX-MycHis kodierten Wildtypenzyme schematisch dargestellt.

Transmembranform PST — -
(pFlagHA-PST) N—I Flagl HAI PST (Aminoséduren 2 bis 359) I—C

Transmembranform STX T -

(pFlagHA-STX) N—I Flagl HAI STX (Aminoséduren 2 bis 375) I—C

1gsliche Form PST N PST (Aminoséuren 26 bis 359) [Mye JHis) fe
(pPST-MycHis)

16sliche Form STX o - "
(pSTX-MycHis) N—I STX (Aminoséuren 32 bis 375) IMyc I(Hls)GI—C

Abb. 16: Schematische Darstellung der membranstindigen und 16slichen Fusionsproteine von PST und STX.

Fiir die zielgerichtete Mutagenese der Wildtypsequenzen wurden drei Strategien angewendet.
In vielen Féllen war es moglich, den mutierten Bereich entweder aus der durch RT-PCR
amplifizierten und klonierten cDNA oder aus einer bereits vorhandenen Mutante direkt durch
Restriktionsspaltung herauszuschneiden und in den geeigneten Wildtypvektor zu klonieren.
Diese Strategie wurde zur Generierung folgender Plasmide angewendet (zur Namensgebung

der Plasmide siehe II 1.6):
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Plasmid Ursprungs-DNA | Restriktionsenzyme
pPST/G146E 4C4-cDNA Esp31/BamHI
pPST/T1891 7G11-cDNA Esp31/BamHI
pPST/V230A/R277G 9D8-cDNA BamHI/EcoRI
pPST/G2818S 5C3-cDNA BamHI/EcoRI
pPST/M333V 2D8-cDNA BamHI/EcoRI
pTM-PST/G146E 4C4-cDNA Esp3l/BamHI
pTM-PST/T1891 7G11-cDNA Esp3l/BamHI
pTM-PST/V230A/R277G 9D8-cDNA BamHI/EcoRI
pTM-PST/R277G pPST/R277G BamHI/EcoRI
pTM-PST/G281S 5C3-cDNA BamHI/EcoRI
pTM-PST/M333V 2D8-cDNA BamHI/EcoRI
pTM-STX/G161E pSTX/G161E EcoRI
pTM-STX/T2041 pSTX/T2041 EcoRI
pTM-STX/R292G pSTX/T2041 EcoRI
pTM-STX/G296S pSTX/G296S EcoRI
pTM-STX/M348V pSTX/M348V EcoRI

Tab. 5:

Usprungs-DNA und die verwendeten Restriktionsenzyme.

2A10-Mutanten kodierende Plasmide, die durch Umklonierung generiert wurden. Angegeben sind die

Folgende Mutanten, fiir die eine Umklonierung des mutierten Bereiches nicht moglich war,

wurden durch Fusions-PCR (Il 2.1.14) generiert:

Plasmid 1. PCR 2. PCR Restriktionsenzyme
pPST/V230A MA22/MM17 MA23/ME17 BamHI/EcoRI
pPST/R277G MA29/MM17 MA21/ME17 BamHI/EcoRI
pPST/E336K MW30/MA26 MW31/ME25 BamHI/Xbal
pPST/C356F MA24/MA26 MA25/ME25 BamHI/Xbal
pSTX/G161E MA16/MM30 MA17/MAT11 HindIIl/Pstl
pSTX/T2041 MW20/CB15 MW21/KB9 HindIIl/Pstl
pSTX/R292G MW22/MM30 MW23/MAT11 BamHI/Xbal
pSTX/G296S MA18/MM30 MA19/MAI11 BamHI/Xbal
pSTX/M348V MW24/BGH MW25/CB34 BamHI/Xbal
pSTX/E351K MW32/MA26 MW33/CB34 BamHI/Xbal
pSTX/C371F MW26/BGH MW27/CB34 BamHI/Xbal

Tab. 6:

2A10-Mutanten kodierende Plasmide, die durch Fusions-PCR generiert wurden. Angegeben sind die
Primer, die in der 1. und 2. PCR verwendet wurden, sowie die benutzten Restriktionsenzyme.

Bei der dritten Gruppe von Plasmiden handelt es sich um Transmembrankonstrukte, die

aufgrund der Lage der Mutation am C-Terminus nicht durch Umklonierung aus den I6slichen

Mutanten hergestellt werden konnten. Es wurde daher eine PCR mit dem 16slichen Konstrukt

als Matrize und Primern, iiber die das Stop-Kodon eingefiigt wurde, durchgefiihrt.
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Plasmid PCR Restriktionsenzyme
pTM-PST/E336K ME25/MM24 BamHI/Xbal
pTM-PST/C356F ME25/MM24 BamHI/Xbal
pTM-STX/E351K MM32/CB34 BamHI/Xbal
pTM-STX/C371F MM32/CB34 BamHI/Xbal

Tab.7: 2Al10-Mutanten kodierende Plasmide, die durch PCR generiert wurden. Angegeben sind die
verwendeten Primer sowie die Restriktionsenzyme.

Fiir alle Mutanten wurde entweder der gesamte eingefiigte Bereich, wenn dieser zuvor iiber
PCR amplifiziert worden war, oder bei direkter Umklonierung nur der Bereich um die

Restriktionsschnittstellen und um die Mutation durch Sequenzierung (I 2.1.15) iiberpriift.

111 2.2 Expression in 2A10-Zellen

Zunichst wurde tlberpriift, ob alle Mutanten in eukaryontischen Zellen exprimiert werden
konnen. Diese Untersuchung sollte zudem erste Einsichten iiber die Auswirkungen der
Mutationen auf die Integritit und Stabilitdt der Proteine geben. Dazu wurden die Trans-
membranformen der PST- und STX-Mutanten in 2A10-Zellen (Subklon 2A10) transfiziert (I
2.2.8.1), anschlieBend aus den Zelllysaten iiber den anti-HA-Antikdrper 12CAS5 immun-
prazipitiert (I 2.3.7) und im Western Blot mit dem anti-Flag-Antikérper M5 detektiert (II
2.3.4). Um zusitzlich erste Aussagen liber die Funktionalitit der Mutanten machen zu
konnen, wurden die Zelllysate im Western Blot durch Entwicklung mit dem anti-PSA-
Antikorper 735 auf PSA-Expression untersucht. Die gleichzeitige Entwicklung mit dem anti-
NCAM-Antikorper KD11 ermoglichte den Vergleich der aufgetragenen Proteinmenge. Als
Positivkontrolle wurde der Wildtyp (pFlagHA-PST bzw. pFlagHA-STX) und als Negativ-
kontrolle der leere Vektor (pFlagHA) transfiziert und parallel analysiert.

In Abb. 17 und Abb. 18 sind die Ergebnisse fiir alle PST- und STX-Mutanten aufgefiihrt. Es
wird eindeutig gezeigt (B), dass alle Mutanten von 2A10-Zellen synthetisiert wurden, wenn-
gleich die Expressionshohen geringfiligig unterschiedlich waren. Diese Unterschiede waren
nicht von der Mutation abhdngig, was wiederholte Experimente gezeigt haben, sondern
konnen durch unterschiedliche Transfektionseffizienzen erkliart werden. Das Auftreten von
Doppelbanden bei PST bzw. Dreifachbanden bei STX ist durch nicht vollstindig glyko-
sylierte Vorstufen der Enzyme, die das Endoplasmatische Retikulum noch nicht passiert
haben, zu erkldren. Die in Abb. 18B auftretende Bande bei 45 kDa ist auf STX ohne N-
Glykanstrukturen zurlickzufithren. Abb. 17A und Abb. 18A verdeutlichen, dass nur die
Wildtypenzyme (wt) in der Lage sind, den PST-Defekt von 2A10-Zellen zu komplementieren.
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Interessanterweise konnte auch fiir die Mutante TM-PST/R277G ein PSA-Signal nach-
gewiesen werden, das jedoch im Vergleich zum Wildtyp deutlich schwéicher ausfiel. Der
Unterschied in den Signalintensititen beruhte dabei nicht auf unterschiedlichen Protein-
mengen, wie der Vergleich der NCAM-Banden bei 140 und 180 kDa zeigt. Die iibrigen 2A10-
Mutationen fiihrten sowohl in der PST als auch in der STX zu einem kompletten Funktions-

verlust der Mutanten auf zelluldrer Ebene.
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Abb. 17: Expression der TM-PST-Mutanten in 2A10-Zellen. A) Nachweis von PSA und NCAM im Zelllysat
B) Proteinnachweis im Zelllysat.
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Abb. 18: Expression der TM-STX-Mutanten in 2A10-Zellen. A) Nachweis von PSA und NCAM im Zelllysat
B) Proteinnachweis im Zelllysat.
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111 2.3 Test auf in vitro-Aktivitat

Zur Untersuchung der in vitro-Aktivitdt der Mutanten wurden die 16slichen Formen in 2A10-
Zellen transient transfiziert (I 2.2.8.1) und durch Immunprézipitation mit dem anti-Myc-
Antikorper 9E10 aus dem Zellkulturiiberstand isoliert (I 2.3.7). Fiir einen Reaktionsansatz,
der einer Spur im Gel entspricht, wurden bis zu 6 ml Zellkulturiiberstand nacheinander in
Aliquots a 1,5 ml extrahiert. Im Test auf NCAM-Polysialylierung wurde zusétzlich zur Poly-
sialyltransferase ein ProteinA-NCAM-Fusionsprotein an die Gelmatrix angelagert. Die Poly-
sialylierung wurde durch Zugabe von ['*C]-markierter CMP-Neu5Ac gestartet. Nach zwei-
stiindiger Inkubation wurde die Reaktion gestoppt und die Proben im SDS-Polyacrylamid-Gel
analysiert. Die Exposition der getrockneten Gele auf einem Rontgenfilm fiihrte zur Dar-
stellung der radioaktiv markierten PSA, die entweder an NCAM oder an das Enzym selbst
gebunden vorlag. Die Spezifitit dieses Signals wurde durch einen parallelen Ansatz, der nach
Inkubation mit dem radioaktiven Substrat mit Endo NE versetzt wurde, sichergestellt (siehe II
2.3.8). Die genauere Durchfiihrung des in vitro-Aktivitdtstests ist unter II 2.3.15 beschrieben
und in Abb. 7 schematisch dargestellt. Parallel wurde die Proteinexpression im Zellkultur-
iiberstand und im Zelllysat der transfizierten Zellen kontrolliert. Dazu wurden die rekom-
binanten Proteine mit 9E10-gekoppelter Sepharose zum einen aus dem gleichen Volumen an
Zellkulturiiberstand, das auch fiir die radioaktiven Proben eingesetzt wurde, und zum anderen
aus dem Zelllysat der transfizierten 2A10-Zellen immunprézipitiert. Das auf diese Weise
angereicherte Enzym wurde anschlieend im Western Blot mit 9E10 detektiert. Zusitzlich
wurde das Zelllysat im Western Blot mit 735 und KDI11 auf PSA- und NCAM-Expression
tiberpriift. Alle Mutanten wurde mindestens zweimal in unabhingigen Experimenten getestet.
Die Ergebnisse fiir simtliche PST-Varianten sind in Abb. 19, Abb. 20 und Abb. 21, die fiir
alle STX-Mutanten in Abb. 22 und Abb. 23 aufgefiihrt.

Fiir Wildtyp-PST kann man in allen Experimenten die charakteristischen PSA-Signale, die
sich fiir das autopolysialylierte Enzym iiber einen Molekulargewichtsbereich von 60 bis
300 kDa erstrecken, erkennen (A). Die Heterogenitit des Signals beruht dabei auf PSA-
Ketten mit unterschiedlichem Polymerisationsgrad. Im Test auf NCAM-Polysialylierung
lassen sich nach dem spezifischen Abbau der PSA durch die Endoneuraminidase NE die
Banden fiir das ProteinA-NCAM-Fusionsprotein bei ca. 150 kDa und die fiir die Polysialyl-
transferase bei ca. 60 kDa eindeutig zuordnen (B,+). Das Signal in der Autoradiographie

beruht auf den fiinf radioaktiven Sialinsduren, die von der Endo NE nicht abgespalten werden.
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Das PSA-Signal in der unverdauten Probe (B,-) stellt demnach eine Uberlagerung von

NCAM- und Autopolysialylierung dar.
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Abb. 19: In vitro-Aktivititstest von PST/T1891, PST/R277G und PST/V230A/R277G. A) Autopoly-
sialylierung B) NCAM-Polysialylierung C) Proteinnachweis im Zellkulturiiberstand D) Protein-
nachweis im Zelllysat E) PSA-Nachweis im Zelllysat.

Abb. 19A und B kann man entnehmen, dass die Mutante PST/T1891 im Gegensatz zum
Wildtyp keinerlei Aktivitit beziiglich Auto- und NCAM-Polysialylierung besitzt.
Entsprechend lie8 sich auch in den Zelllysaten keine PSA nachweisen (E), obwohl zum
Wildtyp dquivalente Mengen an Protein aufgetragen wurden, wie der Vergleich der Intensitét
der NCAM-Banden zeigt. Intrazelluldr wurde die Mutante auf Wildtypniveau exprimiert (D).
Die Sekretion von PST/T189I in den Zellkulturiiberstand war nur in diesem Versuch gegen-
iber dem Wildtyp etwas vermindert. In anderen Experimenten, die identische Resultate
beziiglich der Aktivitit lieferten, befand sie sich auf Wildtypniveau.

Die Mutante PST/R277G zeigte im Vergleich zum Wildtyp eine erheblich verringerte
Aktivitét, sich zu autopolysialylieren (Abb. 19A). Die Polysialylierung von NCAM unter-
schied sich dagegen nicht vom Wildtyp (B,-). Vergleicht man im Test auf NCAM-Poly-
sialylierung die Signale fiir PST nach Endo NE-Verdau (B,+ - Banden bei ca. 60 kDa), so

sind die Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante ldngst nicht mehr so deutlich, wie im
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Test auf Autopolysialylierung in Abwesenheit von NCAM (A). Wie das PSA-Signal im
Western Blot des Zelllysates zeigt, ist die Kapazitdt von PST/R277G, in der Zelle PSA zu
synthetisieren, gegeniiber dem Wildtyp beeintrachtigt (E). Die Mutante PST/V230A/R277G
verhielt sich genau wie die zuvor beschriebene Mutante PST/R277G. Daraus ergibt sich, dass
die Mutation Valin®"  Alanin keine Auswirkung auf die Enzymaktivitit hat. Der in vitro-
Aktivititstest fiir die Mutante PST/V230A, der hier nicht gezeigt wird, bestitigte diese
Beobachtung. PST/V230A verhielt sich in allen Tests wie das Wildtypenzym. Die Mutation

Valin®’ = Alanin wurde deswegen im weiteren Verlauf der Analyse nicht beriicksichtigt.

>
Al LEg| B s | &
=121 ™ — ™ e
=| 2| O = b )
EndoNE -1 -1 - |[kDa] - 4+ - +] - +
220 —
., . <« NCAM
| 100 _
. 97 —
- 66 — —— « PST
C
L 66
. « losliche PST
D - 66
< intrazelluléare PST
- 41
E « PSA im Zelllysat
b= m=t == | < NCAM-180 im Zelllysat
= | < NCAM-140 im Zelllysat

Abb. 20: In vitro-Aktivititstest von PST/M333V und PST/C356F. A) Autopolysialylierung B) NCAM-Poly-
sialylierung C) Proteinnachweis im Zellkulturiiberstand D) Proteinnachweis im Zelllysat E) PSA-
Nachweis im Zelllysat.

Wie Abb. 20 verdeutlicht, hatte die Mutation Methionin®>>*—Valin in vitro den gleichen
Effekt auf die PST-Aktivitét, wie die zuvor beschriebene Mutation Arginin277—>Glycin. Auch
hier ist Polysialylierung nur in Anwesenheit von NCAM zu beobachten. Die Fihigkeit,
NCAM und sich selbst zu polysialylieren, war jedoch deutlicher als bei PST/R277G gegen-
iber dem Wildtyp reduziert (A und B). Im Gegensatz zu PST/R277G hatte PST/M333V
zudem das Potential, in der Zelle PSA zu synthetisieren, komplett eingebiif3t (E).

PST mit der Mutation Cystein® *—Phenylalanin besitzt keine enzymatische Aktivitit. Hier

muss allerdings erwédhnt werden, dass die Sekretion dieser Mutante ins Zellkulturmedium
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deutlich reduziert war, obwohl intrazellulir dem Wildtyp entsprechende Proteinmengen
detektiert wurden (C und D). Abb. 21 zeigt die Ergebnisse des in vitro-Tests fiir die Mutanten
PST/G146E, PST/G281S und PST/E336K. Alle Mutanten haben ihre Enzymaktivitit
komplett verloren (A, B, und E), obwohl die Untersuchungen zur Proteinexpression beweisen,

dass die Synthese und Sekretion dieser Mutanten normal verlduft (C und D).
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Abb. 21: In vitro-Aktivitdtstest von PST/G146E, PST/G281S und PST/E336K. A) Autopolysialylierung B)
NCAM-Polysialylierung C) Proteinnachweis im Zellkulturiiberstand D) Proteinnachweis im
Zelllysat E) PSA-Nachweis im Zelllysat.

In Abb. 22 und Abb. 23 sind die Ergebnisse des in vitro-Tests flir alle STX-Mutanten
aufgefiihrt. STX synthetisierte im Vergleich zur PST kiirzere PSA-Ketten, wie man z.B. Abb.
22A und B entnehmen kann. NCAM- und Autopolysialylierung, die bei PST nicht zu
dissoziieren sind, lassen sich fiir STX deutlich unterscheiden (B, -). Die Addition von Sialin-
sdure fithrte bei STX zu einem Molekulargewichtszuwachs von 30 bis 50 kDa; bei PST
konnte dieser dagegen bis zu 150 kDa betragen. Ein weiterer Unterschied zwischen PST und
STX liegt im Expressionsverhalten. STX und die davon abgeleiteten Mutanten wurden im
allgemeinen besser von 2A10-Zellen exprimiert (C). Zudem waren die Schwankungen in der
Expressionshohe fiir die Wildtypenzyme und die Mutanten bei PST groBer als bei STX. Intra-
zelluldr konnte man fiir STX neben der unglykosylierten Form bei ca. 45 kDa bis zu flinf

weitere Banden zwischen 50 und 60 kDa nachweisen (D). Diese Banden beruhen auf partiell
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nicht glykosylierten sich noch im Reifungsprozess befindenden Formen der STX. Bei PST
kann man neben der unglykosylierten Form bei ca. 41 kDa, die auch nicht immer nachzuwei-

sen war, nur zwei bis drei weitere Banden im Bereich um die 50 kDa zuordnen (siche z.B.

Abb. 19D).
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Abb. 22: In vitro-Aktivitétstest von STX/T2041, STX/R292G und STX/M348V. A) Autopolysialylierung B)
NCAM-Polysialylierung C) Proteinnachweis im Zellkulturiiberstand D) Proteinnachweis im
Zelllysat E) PSA-Nachweis im Zelllysat.

Die in Abb. 22 und Abb. 23 dargestellten Aktivitétstests fiir die STX-Mutanten T2041, R292G
und M348V sowie G161E, G296S, E351K und C371F verdeutlichen, dass der Austausch
dieser Aminosduren in der STX nahezu identische Effekte hervorruft wie in der PST. Bis auf
die Mutanten STX/R292G und STX/M348V haben alle STX-Varianten ihre Aktivitit voll-
stindig eingebiilit. STX/C371F zeigte jedoch im Gegensatz zur PST-Mutante keine im Ver-
gleich zum Wildtyp verminderte Sekretion in den Zellkulturiiberstand (Abb. 23C). Fiir diese
Mutante liegt somit der eindeutige Beweis vor, dass sie keine enzymatische Aktivitét besitzt.
Die Mutanten STX/R292G und STX/M348V, welche identische Aktivititsprofile besitzen,
weisen in Ubereinstimmung mit den PST-Varianten einen selektiven und nahezu voll-
stindigen Verlust der Fihigkeit zur Autopolysialylierung auf. Sie zeigten dabei jedoch im
Gegensatz zu den PST-Mutanten, bei denen noch ein sehr schwaches Signal zu erkennen war,

iiberhaupt keinen Einbau radioaktiver Sialinsdure (Vergleich: Abb. 19A und Abb. 20A zu
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Abb. 22A). In Gegenwart von NCAM erhielten auch die STX-Mutanten diese Fahigkeit in
geringem Umfang zuriick (Abb. 22B). Da jedoch schon der STX-Wildtyp in Bezug auf Auto-
polysialylierung weniger aktiv ist als PST, fielen diese Signale fiir die STX-Mutanten eben-
falls deutlich schwicher als fiir PST aus. Die Mutanten von PST und STX unterschieden sich
auch beziiglich ihrer Fahigkeit, in transfizierten Zellen PSA zu synthetisieren. PST/R277G
war dazu noch in der Lage, wenn auch vermindert, STX/R292G dagegen nicht (Vergleich:
Abb. 19E zu Abb. 22E). Dieser Unterschied war zuvor schon in der Analyse der Trans-

membranformen deutlich geworden (siehe III 2.2).
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Abb. 23: In vitro-Aktivititstest von STX/G161E und STX/G296S sowie von STX/E351K und STX/C371F.
A) Autopolysialylierung B) NCAM-Polysialylierung C) Proteinnachweis im Zellkulturiiberstand D)
Proteinnachweis im Zelllysat E) PSA-Nachweis im Zelllysat.

In Tab. 8 sind die Ergebnisse der in vitro-Aktivitétstests fiir alle von 2A10-Mutationen
abgeleiteten PST- und STX-Mutanten zusammengefasst. Es hat sich gezeigt, dass alle
Mutationen in der PST-cDNA, die durch RT-PCR in Klonen der Komplementationsgruppe
2A10 identifiziert worden waren, einen erheblichen Einfluss auf die Aktivitit des resultieren-
den Proteins besitzen. Die einzige Ausnahme bildet der Klon 9D8, der neben der Mutation
Arginin®”’—Glycin, die massgeblich die Aktivitit beeintrichtigt, eine weitere Mutation
Valin®"—Alanin aufweist, die sich nicht auf die Enzymaktivitit auswirkt. Es war also ein

2A10-Klon selektioniert worden, der durch Zufall eine zusitzliche Mutation, die alleine nicht
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zur Selektion gefiihrt hitte, enthdlt. Eine Besonderheit bildet auch der Klon 2D8, bei dem
zwei essentielle Aminosduren betroffen sind. Der Austausch einer dieser Aminosduren hitte
schon zur Selektion dieses Klons ausgereicht. Mit Hinblick auf die Aktivitdtsprofile der
Mutanten kann man zusammenfassend sagen, dass bis auf die zwei Mutationen
Arginin*”’—Glycin und Methionin***—Valin, deren Mutanten noch in der Lage waren, in
vitro in Gegenwart von NCAM zu polysialylieren, alle anderen zu einem komplett

inaktivierten Enzym fiihren.

PST- bzw. STX- Auto- Auto- NCAM- NCAM-
Mutante polysialylierung | polysialylierung | Polysialylierung | Polysialylierung
(in vitro) (in vitro, mit (in vitro) (in transfizierten
NCAM) Zellen)
wt +++ +++ +++ +++
wt ++ ++ ++ +++
T1891 - - - -
T2041 - - - -
Gl146E - - - -
G161E - - - -
V230A +++ +++ 4+ 4+
V230A/R277G (+) + +++ ++
R277G (+) + +++ ++
R292G - () ++ -
G281S - - - -
G296S - - - -
M333V +) + +++ -
M348V - () ++ -
E336K - - - -
E351K - - - -
C356F - - - -
C371F - - - -

Tab.8: Tabellarische Darstellung der in vitro-Aktivititen aller PST- und STX-Varianten mit 2A10-
Mutationen: Skala von +++: maximales Signal bis (+): sehr schwaches Signal , -: kein Signal

Il 2.4 Intrazellulare Lokalisation

Zur Uberpriifung der intrazelluliren Lokalisation der PST- und STX-Mutanten im Vergleich
zu den Wildtypenzymen wurden die entsprechenden Transmembranformen in NIH 3T3-
Zellen transient transfiziert. Die Transfektion wurde entweder mit SuperFect (II 2.2.8.2) oder
Effectene (Il 2.2.8.3) durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, dass Effectene die Zellen weniger
schiadigt, weswegen es bevorzugt eingesetzt wurde. Die Zellen wurden direkt auf Deck-
glaschen ausgesdt, transfiziert, einen Tag spidter mit Paraformaldehyd fixiert und mit
Triton X-100 permeabilisiert. Zur Darstellung der Flag-Epitope wurde der Antikérper M5 und

zur gleichzeitigen Anfirbung des Golgi-Apparates [173] ein a-Mannosidasell-Antiserum
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eingesetzt (I 2.2.11). Die sekundiren Antikdrper waren mit den Fluoreszenzfarbstoffen
DTAF bzw. TRITC gekoppelt. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzen fiir die PST-
Mutanten sind in Abb. 24 aufgefiihrt.
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Abb. 24: Intrazelluldre Lokalisation der PST-Mutanten. Doppelfiarbung der transient transfizierten NIH 3T3-
Zellen mit dem anti-Flag-Antikdrper M5 zur Darstellung der rekombinanten Proteine (linke Spalte)
und einem Antiserum gegen o-Mannosidasell als Golgi-Marker (rechte Spalte).
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Abb. 24 zeigt deutlich, dass alle Mutanten mit Ausnahme von PST/C356F eine dem Wildtyp
entsprechende Lokalisation aufweisen. Die rdumliche Ubereinstimmung ("Ko-Lokalisation")
der Fluoreszenzsignale, die zum einen von den FlagHA-Fusionsproteinen (griine Signale,
linke Spalte) und zum anderen vom Golgi-residenten Enzym a-Mannosidasell verursacht
wurden (rote Signale, rechte Spalte), beweist zudem, dass beide Proteine in der Zelle im
gleichen Kompartiment, dem Golgi-Apparat, vorliegen. Eine Ko-Lokalisation konnte nur fiir
die Mutante PST/C356F nicht nachgewiesen werden. Dieses FlagHA-Fusionsprotein war
nicht wie die anderen nur im Golgi, sondern auch in anderen Kompartimenten vorhanden. Um
den Aufenthaltsort dieser Cysteinmutante in der Zelle genauer zu bestimmen, wurde sie im
Vergleich zum Wildtyp mit einem Antiserum gegen Calnexin, einem Markerprotein fiir das
Endoplasmatische Retikulum, in der Immunfluoreszenz analysiert. Das Ergebnis ist in Abb.
25 dargestellt. Die Signale fiir die PST-Mutante C356F stimmen mit denen fiir Calnexin
iiberein, wohingegen der Wildtyp keine Ko-Lokalisation zeigt. Die Tatsache, dass
PST/C356F nicht korrekt in den Golgi-Apparat transportiert, sondern im ER zuriickgehalten
wurde, erklart auch, dass die 16sliche Form dieser Mutante nicht, oder nur sehr schlecht, von

transfizierten Zellen sekretiert wurde (siehe III 2.3, Abb. 20C).
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Abb. 25: Intrazelluldre Lokalisation der Mutante PST/C356F. Doppelfirbung der transient transfizierten
NIH 3T3-Zellen mit dem anti-Flag-Antikérper M5 zur Darstellung der rekombinanten Proteine (linke
Spalte) und einem Antiserum gegen Calnexin als ER-Marker (rechte Spalte).
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Fiir STX gestalteten sich diese Experimente schwieriger als fiir PST, da die Golgi-Lokali-
sation auch fiir den Wildtyp nicht eindeutig gezeigt werden konnte. Nur sehr wenige
transfizierte Zellen exprimierten STX in so geringen Mengen, dass selektiv nur der Golgi-
Apparat angefarbt wurde. Sehr hiufig konnte das FlagHA-STX-Fusionsprotein auch in
anderen Kompartimenten nachgewiesen werden. Die Gegenfarbung mit dem Calnexin-Anti-
serum identifizierte diese Struktur eindeutig als Endoplasmatisches Retikulum. Weiterhin
bestdtigte eine Farbung mit den anti-STX-Antikorpern 3167, 3169 und 3187, die an den N-
Terminus, den zentralen Bereich bzw. den C-Terminus der STX binden, dass es sich um eine
spezifische Anfarbung der im ER lokalisierten vollstindigen STX handelte, und dass
keineswegs nur Bruchstiicke des Proteins fiir die Anfairbung im ER verantwortlich waren.
Auch fiir PST konnten transfizierte Zellen, die sehr viele Plasmidkopien aufgenommen hatten
und daher das FlagHA-PST-Fusionsprotein iiberexprimierten, nachgewiesen werden. Das
Verhiltnis von Zellen, fiir die eindeutig nur Golgi-Lokalisation der Polysialyltransferase
gezeigt werden konnte, zu iiberexprimierenden Zellen, bei denen neben dem Golgi-Apparat
auch das ER angefirbt wurde, war fiir PST jedoch erheblich groBer als fiir STX. Dieses
Phénomen geht einher mit den schon unter III 2.3 gemachten Beobachtungen, dass STX in
l6slicher Form besser exprimiert wurde als PST. Eine Reduktion der Menge an transfizierter
STX-DNA auf bis zu ein Viertel der Ausgangsmenge oder eine Verringerung der Menge an
Transfektionsreagenz bewirkte allerdings keine Verminderung der Uberexpression, sondern
ab einem Schwellenwert von ca. der Hélfte der Ausgangsmengen (DNA sowie Reagenz) ein
drastisches Absinken der Transfektionseffizienz. Die Transfektion des loslichen STX-
Konstruktes (pSTX-MycHis) fiihrte im Vergleich zur Transmembranform zu einer
deutlicheren Golgi-Fiarbung, was dadurch erklirt werden kann, dass es aufgrund der Sekretion
nicht zu einem Riickstau des iliberexprimierten Proteins im ER kommen konnte. Insgesamt
wurde aber auch fiir die STX-Mutanten eine mit dem Wildtyp tlibereinstimmende Lokalisation
nachgewiesen. Aus den oben genannten Griinden konnte somit fiir STX/C371F im Gegensatz
zur PST-Mutante keine eindeutig vom Wildtyp abweichende Lokalisation gezeigt werden. In
Abb. 26 sind die Ergebnisse fiir die Mutanten STX/R292G und STX/M348V im Vergleich
zum Wildtyp aufgefiihrt. Dabei ist jeweils eine Zelle mit fast ausschlieBlicher Golgi-Férbung

und eine Zelle, bei der das ER schwach mitangeféarbt wurde, dargestellt.
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Abb. 26: Intrazelluldre Lokalisation der Mutanten STX/R292G und STX/M348V. Doppelfirbung der transient
transfizierten NIH 3T3-Zellen mit dem anti-Flag-Antikdrper M5 zur Darstellung der rekombinanten
Proteine (Spalten 1 und 3) und einem Antiserum gegen 0-Mannosidasell als Golgi-Marker (Spalten 2
und 4). In den Spalten 3 und 4 ist jeweils eine Zelle, die das FlagHA-STX-Fusionsprotein
iiberexprimiert, dargestellt.

111 25 Weiterfuhrende Charakterisierung der Mutanten PST/R277G
und PST/M333V

Da sich die Mutationen Arginin®’’—Glycin und Methionin®**—Valin durch die Fahigkeit
ihrer Mutanten, in vitro NCAM zu polysialylieren und in Gegenwart von NCAM auch partiell
zu autopolysialylieren, von den anderen 2A10-Mutationen abheben, wurden diese Mutanten

eingehender analysiert.

111 25.1 Expression von TM-PST/R277G und TM-PST/M333V in 2A10-Zellen

Da die Mutante TM-PST/R277G in der Lage ist, nach Transfektion in 2A10-Zellen zur Re-
Expression von PSA zu fiihren, wenngleich diese im Vergleich zum Wildtyp schwicher
ausfallt, wurde nun untersucht, ob die PSA-Expression von der Menge an transfizierter DNA
abhingig ist. Weiterhin musste iiberpriift werden, ob durch eine Erhohung der Menge an TM-
PST/M333V-DNA im Transfektionsansatz auch fiir diese Mutante auf den Zelloberfldchen
PSA nachgewiesen werden kann. Die zur Transfektion in 2A10-Zellen eingesetzten Mengen

an Plasmid-DNA (pFlagHA-PST, pTM-PST/R277G und pTM-PST/M333V) wurden bis zum
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l6fachen der Werte des Standardprotokolls gesteigert (I 2.2.8.1). Die Zellen wurden nach
drei Tagen durch Immunzytochemie auf PSA-Expression untersucht (I 2.2.9). Es zeigte sich,
dass die PSA-Synthese auch nach Transfektion der 16fachen Menge an pTM-PST/R277G
nicht die Intensitit des Wildtyps erreichte. Es konnte zudem festgestellt werden, dass sowohl
fiir den Wildtyp als auch fiir TM-PST/R277G nach Unterschreiten eines Schwellenwertes, der
bei einem Viertel der liblicherweise transfizierten DNA-Menge lag, die Transfektionseffizienz
drastisch abnahm. Mit TM-STX/M333V transfizierte 2A10-Zellen blieben in allen

Experimenten PSA-negativ.

111 2.5.2 Expression von TM-PST/R277G und TM-PST/M333V in COS-Zellen

Es ist seit lingerem bekannt, dass Zellen, die kein NCAM und keine Polysialyltransferasen
exprimieren, wie z.B. COS-Zellen, nach der Transfektion mit PST auf der Zelloberfliche PSA
tragen. Unklar ist, ob es sich dabei um autopolysialylierte PST, einen bislang unbekannten
polysialylierten Akzeptor oder um unspezifisch gebundene PSA-Ketten handelt. Nun sollte
untersucht werden, ob auch PST-Mutanten, die in vitro autokatalytisch keine PSA
synthetisieren kdnnen, nach Transfektion in COS-Zellen zur Expression von PSA an der Zell-
oberfliche flihren. Dazu wurden die Transmembranformen der Mutanten transient in COS-
Zellen transfiziert und anschlieBend im Western Blot auf PSA-Expression analysiert (II
2281, 1 23.1, 11 234, 11 2.3.5). Parallel wurde die Proteinexpression durch Immun-
prézipitation des Zelllysates mit dem anti-HA-Antikdrper 12CAS (II 2.3.7) und Entwicklung
der Western Blots mit dem anti-Flag-Antikorper M5 {iberpriift.
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Abb. 27: Expression von TM-PST/R277G und TM-PST/M333V in COS-Zellen. A) Proteinnachweis im
Zelllysat B) PSA-Nachweis im Zelllysat.
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Abb. 27A zeigt, dass alle Proteine auch in COS-Zellen gleichméBig exprimiert wurden. Wie
erwartet wies die PSA-Analyse der Zelllysate fiir Wildtyp-PST ein deutliches PSA-Signal
nach (B). Die Mutante TM-PST/R277G zeigte, wie nach der Transfektion in 2A10-Zellen,
eine stark verringerte Aktivitit zur PSA-Synthese. TM-PST/M333V war auch in diesem

Experiment komplett inaktiv.

Il 25.3 Autopolysialylierung von TM-PST/R277G in vivo

Weiterhin sollte untersucht werden, ob es moglich ist, in vivo autopolysialylierte PST auch im
Western Blot darzustellen. Dazu wurde die Transmembranform der Wildtyp-PST im
Vergleich zu den Mutanten TM-PST/R277G und TM-PST/M333V transient in 2A10-Zellen
transfiziert (I 2.2.8.1), anschlieBend aus dem Zelllysat mit 12CAS immunprézipitiert (I
2.3.7) und im Western Blot zur Kontrolle der Proteinexpression mit dem Antikérper M5
detektiert (I 2.3.4, II 2.3.5). An die PST gebundene PSA-Ketten wurden mit dem
Antikorper 735 nachgewiesen. In Abb. 28 kann man schr deutlich das PSA-Signal der in vivo
polysialylierten Wildtyp-PST erkennen (B). Auch an der Mutante TM-PST/R277G war noch
PSA nachzuweisen, wenngleich das Signal im Blot nicht so intensiv wie das des Wildtyps
gefirbt ist und auf kiirzere Ketten hinweist. In jedem Fall bestdtigt dieses Experiment, dass
die Mutante TM-PST/R277G, die unter in vitro-Bedingungen nicht in der Lage ist, sich zu
autopolysialylieren, diese Fahigkeit sowohl in vitro in Gegenwart von NCAM als auch in vivo

partiell aufrechterhlt.
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Abb. 28: In vivo-Autopolysialylierung der Mutanten TM-PST/R277G und TM-PST/M333V in 2A10-Zellen.
A) Proteinnachweis im Zelllysat B) PSA-Nachweis im Zelllysat.

111 2.5.4 Ko-Expression von PST/R277G und PST/M333V in 2A10-Zellen
Im folgenden wurde versucht, durch Ko-Transfektionsexperimente zu kldren, ob sich der

Defekt von PST/R277G und PST/M333V gegenseitig autheben ldsst. Neben der Ko-Trans-



ERGEBNISSE 74

fektion der loslichen Konstrukte von PST/R277G und PST/M333V in 2A10-Zellen und den
entsprechenden Einzeltransfektionen als Kontrolle (I 2.2.8.1) wurde ein paralleler Test
durchgefiihrt, in dem beide Mutanten getrennt hergestellt und erst durch sequentielle Immun-
prizipitation in Kontakt gebracht wurden. AnschlieBend wurde in vitro auf Autopoly-
sialylierung getestet (I 2.3.15.1). Neben der Kontrolle der Proteinexpression im Zellkultur-
iiberstand durch Immunpréizipitation mit 9E10 (I 2.3.7) wurden parallel die Zelllysate im
Western Blot auf PSA-Expression untersucht (II 2.3.4, IT 2.3.5). In Abb. 29 ist das Ergebnis
dieses Experimentes dargestellt. In der Autopolysialylierung war nur der Wildtyp aktiv. Die
ko-transfizierten und ko-immunprézipitierten Kombinationen beider Mutanten wiesen wie die
Mutanten alleine keine entsprechende Aktivitdt auf (Abb. 29A), wobei die gleichméiBige
Expression aller Mutanten im Western Blot bestdtigt wurde (B). Die identische Stirke der
PSA-Signale im Zelllysat von ko-transfizierten 2A10-Zellen und von Zellen, die nur mit
PST/R277G transfiziert wurden, zeigt, dass die Kombination beider Mutanten auch in vivo
nicht zu einer verstirkten PST-Aktivitét fithrte (C). Der Defekt der Mutanten PST/R277G und

PST/M333V lésst sich also in vitro und in vivo gegenseitig nicht wieder aufheben.
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Abb. 29: Ko-Expression der Mutanten PST/R277G und PST/M333V in 2A10-Zellen. A) in vitro-Test auf
Autopolysialylierung. R277G/M333V bezeichnet das Kotransfektionsexperiment, R277G+M333V
bezeichnet das Experiment, in dem die Mutanten erst durch Immunprézipitation zusammengebracht
wurden. B) Proteinnachweis im Zellkulturiiberstand C) PSA-Nachweis im Zelllysat.
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111 255 Ko-Expression von PST/M333V und Wildtyp-PST in 2A10-Zellen

Die Frage, ob zur Autopolysialylierung ein Dimer oder Multimer, in dem sich die Enzyme
gegenseitig polysialylieren, gebildet werden muB, ist bis jetzt ungekldrt. Die Mutante
PST/M333V eroffnet nun in dem Fall, dass deren Multimerisierungsfahigkeit erhalten
geblieben und lediglich die Katalyse beeintrachtigt ist, die Moglichkeit, durch Verdrangungs-
studien eine Komplexbildung zu beweisen. Diese Mutante wiirden dann, wenn sie im
UberschuB vorliegt, den Wildtyp aus dem katalytisch aktiven Multimer verdringen und so die
PSA-Synthese inhibieren. Zuerst wurde versucht, die PSA-Synthese in CHO-K1-Zellen durch
Transfektion steigender Mengen pTM-PST/M333V zu inhibieren (II 2.2.8.1). Die Expression
von TM-PST/M333V zeigte jedoch keinen Effekt. Dieses Ergebnis konnte durch eine zu
grofle Halbwertszeit der PSA-Ketten, welche die Dauer eines Transfektionsexperimentes
iiberschreitet, bedingt sein. Deswegen wurden Ko-Transfektionsexperimente mit Wildtyp-
DNA in 2A10-Zellen durchgefiihrt. Das Verhiltnis der DNA-Mengen von Wildtyp und TM-
PST/M333V wurde dabei bis 1:100 variiert. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde
jedem Transfektionsansatz eine konstante Menge pCMVlacZ, ein Plasmid, welches das Gen
fiir die B-Galaktosidase enthélt, zugegeben. Die Gesamtmenge an DNA und damit auch die
Proteinbiosyntheseaktivitét der Zielzelle wurde durch Supplementation mit einer cDNA-Bank
aus CHO-K1-Zellen konstant gehalten. Parallele Ansdtze wurden nun auf die Expression von
PSA- und B-Galaktosidase iiberpriift (Il 2.2.9, II 2.2.10). Es zeigte sich, dass auch in diesem
Experiment die PSA-Expression durch Zugabe von TM-PST/M333V nicht inhibiert werden
konnte. Die Kontrollen bestétigten, dass die Transfektionseffizienz in allen Experimenten
zwischen 40 und 50% lag. Ein weiteres Experiment, in dem statt TM-PST/M333V die
komplett inaktive Mutante TM-PST/T1891 eingesetzt wurde, bestitigte auch fiir diese

Mutante das Ausbleiben einer Interaktion mit dem Wildtypenzym.

111 2.5.6 Vergleich der in vivo- und in vitro-Aktivitdt von PST/M333V und
PST/M333L

Wie der Vergleich der 02,8-Sialyltransferasen in Abb. 15 zeigt, befindet sich anstelle des
Methionin®*® in der ST8Sialll ein Leucin. Da diese Sialyltransferase auch in der Lage ist, sich
zu autopolysialylieren [148], sollte nun untersucht werden, ob PST mit einem Leucin an
Position 333 ebenfalls aktiv ist. Die Mutante PST/M333L wurde in 16slicher Form durch
Fusions-PCR mit den Primern MW43, MW44, ME25 und BGH (IT 2.1.14), anschlieBendem
Restriktionsverdau mit BamHI und EcoRI und Ligation in den Vektor pPST-MycHis
generiert. PST/M333L wurden dann im Vergleich zu PST/M333V auf in vitro- und in vivo-
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Aktivitdt getestet. In Abb. 30 ist das Ergebnis dargestellt. PST/M333L verhielt sich in allen
Tests exakt wie der Wildtyp. PST/M333V zeigte im Gegensatz dazu das schon unter III 2.3
beschriebene Aktivitatsmuster: keine Autopolysialylierung in vitro (A), geringfligig reduzierte
NCAM-Polysialylierung in vitro (B) sowie keine NCAM-Polysialylierung in vivo (C) bei
Proteinexpression auf Wildtypniveau (D, E). Auch hier ist fiir PST/M333V in vitro in
Gegenwart von NCAM der geringe autokatalytische Einbau von radioaktivem Substrat zu
erkennen (B). Die von PST/M333V an NCAM synthetisierten PSA-Ketten waren im
Vergleich zu den von PST/M333L und dem Wildtyp gebildeten deutlich kiirzer. Weiterhin
erkennt man in der Kontrolle der Proteinexpression im Zellkulturiiberstand (D), dass die
Bande von PST/M333V fokussierter als die Wildtypbande ist. Dieser Befund ist ein Hinweis
auf die auch in vivo ausgebliebene Autopolysialylierung von PST/M333V.
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Abb. 30: In vitro-Aktivititstest von PST/M333V und PST/M333L. A) Autopolysialylierung B) NCAM-Poly-
sialylierung C) Proteinnachweis im Zellkulturiiberstand D) Proteinnachweis im Zelllysat E) PSA-
Nachweis im Zelllysat.

111 2.6 Charakterisierung der Mutanten PST/M2841, STX/M299l,
PST/Q359R

Im Zuge der Sequenzierung der aus Zellen der Komplementationsgruppe 2A10 stammenden
PST-cDNAs (Il 1.4) wurden fiir den Klon 2B12 in einem von drei sequenzierten Plasmiden

neben der Stop-Mutation (Glutamin®>—stop) zwei weitere Punktmutationen entdeckt. Diese
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liegen C-terminal von der Stop-Mutation und wiirden in einem hypothetischen Protein die
Austausche Methionin®**—Isoleucin und Glutamin®*— Arginin bewirken. Da dieser Bereich
des Proteins nicht mehr transkribiert wird und somit fiir den Defekt des Klons 2B12 nicht
verantwortlich sein kann und da zwei weitere Plasmide diese Mutationen nicht aufweisen,
muss davon ausgegangen werden, dass es sich entweder um Fehler der Tag-DNA-Polymerase
oder um die cDNA eines Subklons von 2B12 handelt. Die Auswirkungen dieser Mutationen
auf die Aktivitit der Polysialyltransferasen wurden dennoch untersucht. Dazu wurden beide
Mutationen in die 16sliche Form der PST, und die Methionin-Mutation ebenfalls in die
16sliche Form der STX eingefiigt. Die Ubertragung der Glutamin-Mutation in die STX
eriibbrigte sich, da beide Polysialyltransferasen C-terminal des letzten Cysteins (PST:
Cystein™®, STX: Cystein’’') keine Homologie aufweisen.

Die Konstrukte pPST/M2841 und pPST/Q369R wurden durch Fusions-PCR mit den Primern
MW34, MW35, ME25, BGH bzw. MW36, MW37, ME25, MA26 (Il 2.1.14), anschlieen-
dem Restriktionsverdau mit BamHI und EcoRI bzw. BamHI und Xbal und Ligation in die ent-
sprechenden Schnittstellen von pPST-MycHis generiert. Fiir das Konstrukt pSTX/M2991
wurden die Primer MW41, MW42A, BGH und CB14 sowie die Restriktionsenzyme BamHI
und Xbal verwendet. Die Mutanten wurden transient in 2A10-Zellen transfiziert (II 2.2.8.1),
aus dem Zellkulturiiberstand immunprézipitiert (II 2.3.7) und wie schon unter III 2.3 fiir die
anderen Mutanten beschrieben in vitro und in vivo auf ihre Polysialylierungsaktivitét getestet.
Die Mutante PST/Q359R =zeigte in allen Tests Wildtypaktivitit (nicht gezeigt). Die
Methionin-Mutanten dagegen besitzen ein bisher noch nicht aufgetretenes Aktivitétsprofil.
Die Testergebnisse sind in Abb. 31 aufgefiihrt. Um ausreichende Signalintensitidten zu
erreichen, wurde von den Mutanten die doppelte Menge Zellkulturiiberstand pro Ansatz in die
Immunprézipitation eingesetzt. In vitro zeigten beide Mutanten ein Verhalten, das unter III
2.3 schon fiir die Mutanten PST/M333V bzw. STX/M348V beschrieben wurde: Verlust der
Autopolysialylierungsaktivitit, wobei fiir PST/M2841 deutlicher als fiir PST/M333V eine
geringe Restaktivitdit zu beobachten war, sowie nahezu vollstindige NCAM-Poly-
sialylierungsaktivitdt, die im Fall der PST-Mutante ebenfalls von wiedergewonnener Auto-
polysialylierungsaktivitdt begleitet wurde. In vivo unterschieden sich die Aktivitdten der
Methionin-Mutanten jedoch erheblich. Im Gegensatz zu PST/M333V und STX/M348V, die
jegliche Aktivitédt verloren haben, sind PST/M2841 und STX/M299I in der Lage, den Defekt

der 2A10-Zellen zu komplementieren.
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Abb. 31: In vitro-Aktivitatstest von PST/M2841 und STX/M299I. Von den Mutanten wurde im Vergleich zum
Wildtyp doppelt so viel Zellkulturiiberstand pro Ansatz immunprézipitiert. A) Autopolysialylierung
B) NCAM-Polysialylierung C) Proteinnachweis im Zellkulturiiberstand D) Proteinnachweis im Zell-
lysat E) PSA-Nachweis im Zelllysat.

111 3 Studien zur Eingrenzung der katalytischen Domane der
PST
Mit dem Ziel, den Bereich der PST, der zur Aktivitit notwendig ist, einzugrenzen, wurden N-
und C-terminale Verkiirzungen hergestellt. Da die 16slichen Konstrukte der PST mit
Aminosdure 26 beginnen und aktiv sind, steht fest, dass der zytoplasmatische Teil und die
Transmembrandoméne fiir die Aktivitit nicht wichtig sind. Am N-Terminus wurde die PST
nun weiter verkiirzt. Das Konstrukt PST44 beginnt mit Leucin® und ist um die ersten beiden
Cysteine, von denen der erste in der Transmembranhelix liegt, verkiirzt. Im Konstrukt PST59,

5

welches als erste Aminosdure Alanin® aufweist, fehlt zusitzlich die erste potentielle N-

Glykosylierungsstelle. Die N-terminalen Verkiirzungen sind in Abb. 32 dargestellt.
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Abb. 32: Schematische Darstellung der N-terminalen PST-Verkiirzungen. Cysteine sind fett, potentielle N-
Glykosylierungsstellen fett und kursiv geschrieben.

Die C-terminalen Verkiirzungen basieren auf dem Homologievergleich mit anderen 02,8-
Sialyltransferasen (siche Abb. 15). Die Aminosduresequenzen dieser Enzyme weisen C-
terminal des konservierten Cysteins keine Ahnlichkeit auf. Dieses Cystein ist essentiell, wie
an der Mutante PST/C356F, die keine katalytische Aktivitit besitzt und zudem kaum von den
Zellen sekretiert wurde, deutlich wird (vgl. Abb. 21). Die letzte Aminoséure der PST,
Glutamin®® kann ohne Auswirkungen auf die Aktivitit des Enzyms durch Arginin ersetzt
werden (III 2.6). Ob sie allerdings ganz fehlen darf, wurde anhand der PST-Verkiirzung
PST/K358stop untersucht. Den kiirzesten C-Terminus haben die 02,8-Sialyltransferasen der
Subklasse III. Da ST8Sialll auch in der Lage ist, sich selbst zu polysialylieren, war es nun
interessant, die Aktivitit einer PST, die den C-Terminus dieses Enzyms aufweist
(PST/M357Astop), zu untersuchen. Ob iiberhaupt Aminosduren C-terminal von Cystein®>®
bendtigt werden, sollte die Mutante PST/C356stop kldren. Abb. 33 fasst alle C-terminalen

PST-Verkiirzungen zusammen.

356
PST-Wildtyp: Cys Met Lys dn

PST/K358stop: Cys Met Lys
PST/M357Astop: Cys Al a

PST/C356stop: Cys

Abb. 33:  Darstellung der C-terminalen Verkiirzungen der PST. Aufgefiihrt ist der Bereich ab Cystein®*°.
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111 3.1 Herstellung und Charakterisierung von N- und C-terminal
verkirzten PST-Varianten

Die N-terminalen Verkiirzungskonstrukte pPST44 und pPST59 wurden durch PCR mit den
Primern MW 18 bzw. MW19 und MM 17 amplifiziert (Il 2.1.13) und nach Restriktionsverdau
mit BamHI und Kpnl in pPST-MycHis ligiert (I 2.1.7, I 2.1.9). Die C-terminal verkiirzten
Konstrukte pPST/K358stop, pPST/M357Astop und pPST/C356stop wurden durch PCR mit
den Primerpaaren MW38/ME25, MW45/ME25 und MW46/ME25, anschliefendem
Restriktionsverdau mit BamHI und Xbal und Ligation in pPST-MycHis generiert. Alle PST-
Verkiirzungen wurden transient in 2A10-Zellen transfiziert und nach der Immunprézipitation
aus dem Zellkulturiiberstand auf ihre in vitro-Aktivitit getestet. Parallel wurden die Zelllysate
auf PSA- und Proteinexpression iiberpriift. Der Ablauf des in vitro-Tests fand wie unter 111
2.3 beschrieben statt. Alle N- und C-terminalen PST-Verkiirzungen stimmten in ihrer
Aktivitdt exakt mit dem Wildtyp iiberein (nicht gezeigt). Die ersten 58 und die letzten drei

Aminosduren der PST sind demzufolge fiir die katalytische Aktivitdt nicht notwendig.

111 4 Studien zur Bedeutung der Cysteine in der PST
Die in der PST-cDNA des Klons 2D8 identifizierte Mutation C356F, welche zu einem

kompletten Aktivititsverlust des Enzyms fiihrt, unterscheidet sich von den anderen 2A10-
Punktmutationen dadurch, dass sie die Stabilitdt des resultierenden Proteins oder dessen
Sekretierbarkeit deutlich herabsetzt. Dieser besonders schwere Defekt von PST/C356F wirft
die Frage auf, ob hier die Struktur der mutierten PST durch die Zerstdrung einer Disulfid-
briicke verindert wurde. PST hat insgesamt sieben Cysteine, von denen das erste (Cystein'')
in der Transmembrandoméne lokalisiert ist. Das zweite Cystein® ist fiir die Aktivitit der PST
ebenfalls nicht notwendig, da PST44 komplette katalytische Aktivitét besitzt (siche III 3.1).
Diese ersten beiden Cysteine werden im folgenden nicht weiter beachtet. Von den restlichen
fiinf Cysteinen befinden sich drei im groBen L-Sialylmotiv, eins im kleinen S-Sialylmotiv und
das fiinfte, welches im 2A10-Klon 2D8 mutiert ist, liegt direkt am C-Terminus. Die Cysteine
in der PST sind in der Familie der Sialyltransferasen unterscheidlich hoch konserviert. Im
Gegensatz zu den Cysteinen an den Positionen 142 und 292, die in allen Sialyltransferasen
vorhanden sind, sind die Cysteine an den Positionen 156, 169 und 356 nur in der Unterfamilie
der a2,8-Sialyltransferasen konserviert. Die Lage der Cysteine im PST-Protein ist in Abb. 34
schematisch dargestellt. Diese fiinf Cysteine wurden nun jeweils durch Alanin ersetzt und die

Mutanten charakterisiert.
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Abb. 34: Schematische Darstellung der Cysteine im PST-Protein unter Beriicksichtigung der Sialylmotive.

111 4.1 Herstellung und Charakterisierung der Cysteinmutanten
Alle Cysteinmutanten wurden in loslicher Form durch Fusions-PCR (II 2.1.14), Restriktions-
verdau der PCR-Fragmente und Klonierung in das entsprechend verdaute Plasmid pPST-

MycHis hergestellt. In Tab. 9 sind die zur Mutagenese verwendeten Primer und Restriktions-

enzyme aufgefiihrt.

Konstrukt PCR 1 PCR 2 Restriktionsenzyme
pPST/C142A MW8&/MM17 MW9/MM?26 BamHI/Esp31
pPST/C156A MW10/MM17 MW11/MM26 BamHI/Esp31
pPST/C169A MWI12/MM17 MW13/MM26 BamHI/Esp31
pPST/C292A MW14/MM17 MW15/ME25 BamHI/EcoRI
pPST/C356A MW16/MA26 MW17/ME25 BamHI/Xbal

Tab.9:  Zur Mutagenese der Cysteinmutanten der PST verwendete Primer und Restriktionsenzyme.

Die Charakterisierung der Cysteinmutanten erfolgte zundchst, wie schon zuvor fiir die 2A10-
Mutanten in III 2.3 beschrieben, durch Transfektion der Konstrukte in 2A10-Zellen, Immun-
prizipitation aus dem Zellkulturiiberstand und in vitro-Aktivitétstest bei gleichzeitiger
Kontrolle der Proteinexpression im Medium und in den Zelllysaten. Die ersten Tests zeigten
jedoch, dass die Mutanten wenn iiberhaupt sehr schlecht exprimiert wurden. Der Versuch, alle

Mutanten rekombinant herzustellen, ist in Abb. 35 dargestellt. Aufgefiihrt sind Immun-
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préazipitationen mit dem anti-Myc-Antikorper 9E10, die zum einen mit Zellkulturiiberstand
und zum anderen mit dem Zelllysat der transfizierten 2A10-Zellen durchgefiihrt wurden. Die
Western Blots wurden ebenfalls mit 9E10 entwickelt. Alle Cysteinmutanten mit Ausnahme
von PST/C356A lieBen sich weder im Medium (A) noch intrazelluldr (B) nachweisen.
PST/C356A dagegen wurde in der Zelle auf Wildtypniveau exprimiert aber schlechter ins
Medium sekretiert, wenngleich noch geringe Mengen im Zellkulturiiberstand nachzuweisen
waren. Damit verhidlt sich PST/C356A exakt wie die schon in I 2 beschriebene 2A10-
Mutante PST/C356F. Dieser Versuch wurde in COS-Zellen wiederholt und fiihrte dort zu den

gleichen Ergebnissen.

JIS IS SIS
+— — — —] N o
=]O O |OLO]|O
A - 116
- 97
l6sliche PST — | 66
- 45
B « | 116
- 97
PST im Zelllysat — | Fu - | 66
- 45

Abb. 35: Expression der Cysteinmutanten der PST in 2A10-Zellen. A) Proteinnachweis im Zellkulturiiber-
stand B) Proteinnachweis im Zelllysat.

111 4.2 Herstellung und Charakterisierung von PST/C356S
Um zu untersuchen, ob die Thiol-Gruppe des Cystein®>® auch durch eine Hydroxyl-Gruppe

ersetzt werden kann, wurde die Mutante PST/C356S, welche anstelle des Cysteins ein Serin
aufweist, generiert und analysiert. Die Mutagenese wurde mit den Primern MW39, MW40,
ME25 und MA26 mittels Fusions-PCR durchgefiihrt (I 2.1.14). Die PCR-Fragmente wurden
mit BamHI und Xbal verdaut und in pPST-MycHis ligiert. PST/C356S wurde wie die anderen
Mutanten nach rekombinanter Expression in 2A10-Zellen aus dem Medium immun-
priazipitiert und auf in vitro- und in vivo-Aktivitit bei paralleler Kontrolle der Protein-
expression getestet. Es stellte sich heraus, dass PST/C356S die gleichen Beeintrichtigungen
wie PST/C356F und PST/C356A zeigte: keine Aktivitit, intrazelluldre Expression auf
Wildtypniveau und eine verminderte Sekretion der Mutante ins Medium. Die Thiol-Gruppe

von Cystein®>® lisst sich also nicht durch eine Hydroxyl-Gruppe ersetzten.
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111 5 Rekombinante Herstellung und Reinigung von PST- und
STX-MycHis-Fusionsproteinen
Um ausreichend Material zur weiteren Charakterisierung von PST und STX, z.B. mit dem
Fernziel der Aufklirung der Disulfidbriicken, zur Verfiigung zu haben, wurden die 16slich
exprimierten MycHis-Fusionsproteine beider Polysialyltransferasen aus dem Medium von
stabil transfizierten 2A10-Zellen (2A10-PST-MH, 2A10-STX-MH) aufgereinigt. Zur Gewin-
nung des Zellkulturiiberstandes wurde, wie unter II 2.2.4 beschrieben, das Medium iiber den
adhdrenten Zellen, das die rekombinanten Proteine enthdlt, mehrmals geerntet und der

partikelfreie Uberstand eingefroren.

11 5.1 Aufreinigung der Fusionsproteine nach Ankonzentrierung im
Filtron

In einem ersten Versuch wurde von jedem Fusionsprotein in 15 Ernten ca. 7 Liter Zellkultur-
iiberstand gewonnen, der anschliefend mit dem Filtron, wie unter II 2.3.12 beschrieben, auf
ca. 150 ml ankonzentriert wurde. Die Anlagerung der Fusionsproteine an die Gelmatrix
(9E10-ProteinG-Sepharose) wurde entweder im ,Batch’-Verfahren oder direkt iiber eine Séule
durchgefiihrt. Die Elution fand nach intensivem Spiilen der Sdule mit Glycinpuffer (pH 2,7)
und in Fraktionen & 1 ml, die sofort neutralisiert wurden, statt. Dabei wurden jeweils vor und
nach der Ankonzentrierung und dem Siulenauftrag sowie von den Waschpuffern Proben
entnommen. Die darin enthaltenen Fusionsproteine wurden nach Immunprézipitation mit
9E10-Sepharose zusammen mit Aliquots der Fraktionen in der SDS-PAGE und im Western
Blot analysiert. Der Ablauf der Aufreinigung ist unter I 2.3.13.2 genauer beschrieben.

111 5.1.1 STX-MycHis

Die Ergebnisse der Ankonzentrierung und Aufreinigung des STX-MycHis-Fusionsproteins ist
im folgenden dargestellt. Abb. 36 zeigt die Immunprizipitationen zur Uberpriifung des
Ausgangsmaterials, der Durchldufe und der Waschpuffer. In Spur 1 ist der filtrierte Zell-
kulturiiberstand vor der Ankonzentrierung aufgetragen. Man erkennt die Bande des STX-
MycHis-Fusionsproteins bei ca. 60 kDa. Zur Kontrolle wurde der Durchlauf der Ankonzen-
trierung ebenfalls mit 9E10-ProteinG-Sepharose immunprézipitiert und in Spur 2 des Gels
aufgetrennt. Da kein Signal vorhanden ist, kann man davon ausgehen, dass bei diesem Schritt
keine Verluste an Fusionsprotein aufgetreten sind. Der Vergleich des eingesetzten Zellkultur-
iiberstandes (Spur 1) mit dem Konzentrat (Spur 3) zeigt deutlich, dass ein GroBteil des

Fusionsproteins, das nun in Bereichen zwischen 30 bis 45 kDa im Western Blot zu erkennen
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ist, durch die Ankonzentrierung degradiert wurde. Spuren4 und 5, in denen die Immun-
prézipitationen der Sdulendurchldufe der ersten bzw. der dritten Anlagerung aufgetragen sind,
zeigen, dass auch der dreimal extrahierte Zellkulturiiberstand noch STX-MycHis enthélt und
somit noch einmal angelagert werden konnte. Spuren 6 und 7 verdeutlichen, dass durch
Waschen der Sdule nach der dritten Anlagerung noch ein erheblicher Teil des Fusionsproteins
von der Sdule gespiilt wurde. Da auch die Waschpuffer der ersten beiden Anlagerungen
relativ viel STX-MycHis enthielten, wurden diese zusammen mit dem zuvor schon

angelagerten Zellkulturiiberstand bei der ndchsten Sdulenanlagerung erneut extrahiert.

1 2|34 5 6 7 |Koa
- 97
RO
= 45

= [ ]
- 31
= 21

Abb. 36: Uberpriifung der Durchliufe und Waschpuffer der Aufreinigung des STX-MycHis-Fusionsproteins
(Immunprézipitationen). 1) Zellkulturiiberstand vor der Ankonzentrierung 2) Durchlauf der An-
konzentrierung 3) Konzentrat (zweite Spiilung des Filtrons mit PBS) 4) Zellkulturiiberstand nach
der ersten Anlagerung an die 9E10-Sdule 5) Zellkulturiiberstand nach der dritten Anlagerung 6)
PBS-Waschpuffer der dritten Anlagerung 7) Hochsalz-Waschpuffer der dritten Anlagerung.

In Abb. 37 ist die Analyse der Elution nach der zweiten Sdulenanlagerung dargestellt. Dazu
wurden jeweils 1,4% (13,6 pl) der Fraktionen 2 bis 7 in der SDS-PAGE aufgetrennt und im
Silbergel (A) und im Western Blot (B) iiberpriift. Im Silbergel wird deutlich, dass das
Fusionsprotein konzentriert in einer Hauptfraktion (4) von der Séule eluierte. Ab Fraktion 5
wurde ein weiteres Protein abgeldst, das eine Gréfle von ca. 55 kDa aufweist und im Western
Blot (B) mit 9E10 nicht angefarbt wurde. Die genauere Untersuchung in einem Western Blot
mit anti-STX-Antikérpern ergab, dass es sich bei diesem Protein nicht um ein Abbauprodukt
des STX-MycHis-Fusionsproteins handelt. Im Western Blot der Fraktionen (B) erkennt man
erneut, dass das Fusionsprotein stark degradiert vorlag und nahezu die Hilfte nicht mehr seine

urspriingliche GroBe aufwies.
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Abb. 37: Elutionsprofil des STX-MycHis-Fusionsproteins nach der dritten Anlagerung an die Séule.
Aufgetragen sind jeweils 1,4% (13,6 pl) der Fraktionen 2 bis 7. A) Silbergel B) Western Blot.

111 5.1.2 PST-MycHis

Die Aufreinigung des PST-MycHis-Fusionsproteins erfolgte wie schon unter III 5.1.1 fiir
STX-MycHis beschrieben. Abb. 38 zeigt die Analyse der Immunprizipitationen zur Kontrolle
der Ankonzentrierung und Aufreinigung von PST-MycHis. In Spur 1 erkennt man das
Ausgangsmaterial in einer einzigen Bande bei ca. 66 kDa. Die Analyse des Filtron-Durch-
laufes in Spur 2 zeigt, dass auch hier die Ankonzentrierung ohne Verluste verlief. Spur 3, in
der die Immunprézipitation der dritten Spiilung des Filtrons nach dem Einengen der Probe
aufgetragen wurde, verdeutlicht, dass auch ein Grofteil des PST-Fusionsproteins degradiert
worden war. Desweiteren sind die Analysen der Waschpuffer der ersten und zweiten Auf-
reinigung dargestellt. Neben den Immunprézipitationen der Waschpuffer der ersten
Aufreinigung (Spuren 4 und 5) wurden Aliquots dieser Waschpuffer auch direkt auf das SDS-
Gel aufgetragen und im Western Blot (Spuren 6 und 7) und im Silbergel (Spuren 8 und 9)
analysiert. Im Western Blot ist im Direktauftrag nur die Bande mit dem vollstindigen
Fusionsprotein zu sehen. Die zahlreichen Abbauprodukte wurden erst durch Anreicherung auf
der Sepharosematrix darstellbar. Das Silbergel zeigt, dass durch den ersten Waschschritt sehr
viele unspezifische Proteine von der Sdule gespiilt wurden. Durch den Waschschritt mit
Hochsalz-Puffer wurde keine weitere Reinigung erzielt. Nach der zweiten Anlagerung war die
Konzentration des Fusionsproteins im Sdulendurchlauf (Spur 10) und in den Waschpuffern
(Spuren 11 und 12) so weit erniedrigt, dass nur das nicht-degradierte Material darstellbar war.
Die Menge an Fusionsprotein in 1,5 ml des Durchlaufes und der Waschpuffer entsprach damit
ungefdhr der Menge, die in ca. 14 ul des Waschpuffers aus der ersten Anlagerung vorhanden

war (Direktauftrag: Spuren 6 und 7).
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Abb. 38: Uberpriifung der Durchliufe und Waschpuffer der Aufreinigung des PST-MycHis-Fusionsproteins
(Immunprézipitationen). 1) Zellkulturiiberstand vor der Ankonzentrierung 2) Durchlauf der Ankon-
zentrierung 3) Konzentrat (dritte Spiilung des Filtrons mit PBS) 4) PBS-Waschpuffer der ersten
Anlagerung 5) Hochsalz-Waschpuffer der ersten Anlagerung 6) PBS-Waschpuffer der ersten
Anlagerung (keine Immunprézipitation, Direktauftrag von 13,6 pl aus einem Gesamtvolumen von
30 ml) 7) Hochsalz-Waschpuffer der ersten Anlagerung (keine Immunprézipitation, Direktauftrag
von 13,6 pl von 30 ml Gesamtvolumen) 8) wie Spur 6, nur Analyse im Silbergel 9) wie Spur 7, nur
Analyse im Silbergel 10) Zellkulturiiberstand nach der zweiten Anlagerung 11) PBS-Waschpuffer
der zweiten Anlagerung 12) Hochsalz-Waschpuffer der zweiten Anlagerung.

In Abb. 39 sind die Fraktionen 1 bis 6 der Elution nach der ersten Anlagerung im Silbergel
(A) und im Western Blot (B) dargestellt. Die Resultate stimmen mit den zuvor fiir STX-
MycHis erzielten iiberein. Das Protein eluierte konzentriert in einer Hauptfraktion (Spur 3),
war stark degradiert und ab der 3. oder 4. Fraktion wurde ein weiteres Protein von der Séule

abgelost, dessen Herkunft unbekannt ist.
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Abb. 39: Elution des PST-MycHis-Fusionsproteins nach der ersten Anlagerung an die Sdule. Aufgetragen sind
jeweils 1,4% (13,6 ul) der Fraktionen 1 bis 6. A) Silbergel B) Western Blot.
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111 5.2 Aufreinigung von PST-MycHis ohne vorherige Ankonzentrierung
Da sich herausstellte, dass die Ankonzentrierung der Fusionsproteine mit erheblicher
Degradation verbunden war und die Séulenkapazitét fiir derartig konzentrierte Losungen nicht
ausreichte, wurden die Fusionsproteine nun direkt ohne vorherige Ankonzentrierung aus dem
Zellkulturiiberstand aufgereinigt. Pro Aufreinigung, die ebenfalls wie in II  2.3.13.2
beschrieben durchgefiihrt wurde, wurde ca. 1 Liter Uberstand eingesetzt. In Abb. 40 ist das
Ergebnis einer Aufreinigung anhand der Analyse der Immunprézipitationen der Durchliufe
(A) und Waschpuffer (B) sowie der Direktauftragungen der Fraktionen im Western Blot (C)
und Silbergel (D) dargestellt.
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Abb. 40: Aufreinigung von PST-MycHis ohne vorherige Ankonzentrierung. A) Analyse der Sdulendurchlaufe
(Immunprézipitationen) 1) Zellkulturiiberstand vor der ersten Anlagerung 2) Zellkulturiiberstand
nach der ersten Anlagerung 3) Zellkulturiiberstand nach der zweiten Anlagerung 4) Zellkultur-
iiberstand nach der dritten Anlagerung B) Analyse der Waschpuffer nach der ersten Aufreinigug
(Immunprézipitationen) 1) PBS 2) Hochsalz-Puffer 3) Glycin-Nachspiil-Puffer 4) PBS-Nachspiil-
Puffer C) Fraktionen 2 bis 7 der Elution der ersten Aufreinigung (Direktauftrag von 10 pl), Western
Blot-Analyse D) wie C) nur Analyse im Silbergel.
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Der Western Blot (A), in dem das Ausgangsmaterial (Spur 1) und die Sdulendurchldufe der
drei Anlagerungen (Spuren 2 bis 4) durch 9E10-Immunprizipitationen analysiert wurden,
verdeutlicht, dass durch dreimaliges Anlagern des Zellkulturiiberstandes an die Sdule das
Fusionsprotein nahezu vollstindig extrahiert worden war. Eine weitere Aufreinigung war
somit nicht mehr notwendig. Die Analyse der Wasch- und Nachspiilpuffer (B) zeigt, dass
beim Waschen der beladenen Sdule mit PBS und Hochsalz-Puffer (Spur 1 und 2) kein
Fusionsprotein ausgespiilt wurde. Beim Waschen der eluierten Sdule mit Glycinpuffer
(Spur 3) wurden jedoch noch geringe Mengen PST-MycHis-Fusionsprotein von der Sdule
abgelost (Immunprézipitation von 1,5 ml aus 10 ml Gesamtvolumen, im Vergleich zu A,
Spur 1: 1,5 ml von 1 Liter Gesamtvolumen). In der Analyse der Fraktionen (C und D) kann
man eindeutig die Vorteile dieser Aufreinigungsmethode gegeniiber der mit vorheriger
Ankonzentrierung (sieche III 5.1) erkennen. Nur ein minimaler Anteil des Fusionsproteins, der
nur im Western Blot in der konzentriertesten Fraktion (C, Spur 5) darzustellen war, lag hier
degradiert vor. Damit stand nun eine geeignete Methode zur Aufreinigung von MycHis-

Fusionsproteinen zur Verfiigung.

111 6 Charakterisierung des PST-MycHis-Fusionsproteins

Das wie unter III 5.2 beschrieben aufgereinigte PST-MycHis-Fusionsprotein wurde nun
weitergehend charakterisiert. Ziel dieser Untersuchungen war unter anderem die Bestimmung

der Anzahl der N-Glykane in der PST und die weitere Analyse der Disulfidbriickenstruktur.

111 6.1 Abspaltung der N-Glykane mit PNGaseF

PST besitzt sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen, von denen die erste (Asparagin®’) fiir
die Aktivitdit des Enzyms nicht notwendig ist, da die PST-Verkiirzung PST59 in ihren
katalytischen Fahigkeiten dem Wildtypenzym entspricht (siche III 3). Mutagenesestudien zur
Bedeutung der restlichen flinf potentiellen N-Glykosylierungsstellen wurden parallel zu dieser
Arbeit in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Die Abspaltung der N-Glykane vom PST-
MycHis-Fusionsprotein mit PNGaseF sollte nun eine Abschédtzung der Anzahl der in der PST
bedienten N-Glykosylierungsstellen geben. Zudem war es mit Hinblick auf die Analyse der
Disulfidbriicken unter Umstdnden notwendig, das Protein vorher zu deglykosylieren. In Abb.
41A ist der Verdau des PST-MycHis-Fusionsproteins mit Exoneuraminidase und PNGaseF
gezeigt. Dazu wurden 15 ul der Hauptfraktion einer PST-MycHis-Aufreinigung mit 1 pl Exo-
neuraminidase versetzt (Il 2.3.9), 30 min verdaut und nach der Zugabe von 1,5 U PNGaseF

weitere 4 Stunden bei 37°C inkubiert (I 2.3.10). Zu mehreren Zeitpunkten innerhalb des
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4stiindigen PNGaseF-Verdaus wurden Aliquots a 1,5 pul entnommen und im Western Blot mit

9E10 analysiert.
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Abb. 41: Analyse der PNGaseF-Verdaus des PST-MycHis-Fusionsproteins im Western Blot. A) PNGaseF-
Verdau (4 Stunden) mit vorherigem Exoneuraminidase-Verdau (30 min) 1) unverdaute Probe 2)
Aliquot nach Exoneuraminidase-Verdau 3) Aliquot nach Sminiitigem PNGaseF-Verdau 4) Aliquot
nach 1stiindigem PNGaseF-Verdau 5) Aliquot nach 2stiindigem PNGaseF-Verdau 6) Aliquot nach
4stiindigem PNGaseF-Verdau B) PNGaseF-Verdau (1 Stunde) 1) Aliquot direkt nach PNGaseF-
Zugabe 2) Aliquot nach 1 min 3) Aliquot nach 5 min 4) Aliquot nach 15 min 5) Aliquot nach
30 min 6) Aliquot nach 45 min 7) Aliquot nach 1 Stunde C) PNGaseF-Verdau (45 min) 1)
unverdaute Probe 2) verdaute Probe 3) und 4) wie 1 und 2, nur Analyse im Silbergel.

Der Exoneuraminidase-Verdau flihrte zu einer Gewichtsreduktion des PST-Fusionsproteins
auf ca. 60kDa und zu einer Fokussierung der Bande (A, Spur2). Nach dem Exo-
neuraminidase-Verdau wird zudem eine schwache Bande bei 45 kDa sichtbar, welche der
unglykosylierten PST entspricht. Bereits nach Sminiitigem PNGaseF-Verdau ist die
Ausgangsbande der PST bei ca. 60 kDa verschwunden und ein komplexeres Bandenmuster
tritt auf (A, Spur 3). Das Hauptprodukt stellt sich als Doppelbande bei ca. 45 kDa dar und ist
auf die deglykosylierte Form der PST zuriickzufiihren. Oberhalb dieser Bande lassen sich
mindestens drei weitere Banden zwischen dem Ausgangsmaterial und dem deglykosylierten
Protein zuordnen, was einer Mindestanzahl von vier bedienten N-Glykosylierungsstellen
entspricht. Mit fortschreitender Inkubationszeit verstiarkt sich die Doppelbande bei gleich-
zeitigem Riickgang der Gesamtproteinmenge. In dem in Abb. 41B abgebildeten Experiment
wurden mehrere Aliquots innerhalb eines einstiindigen Verdaus entnommen. Schon nach
1 min lag fast das gesamte Protein deglykosyliert vor. Auch in diesem Verdau stellt sich das
verdaute Protein als Doppelbande dar. Die Ursache dafiir ist unbekannt. In Abb. 41C ist ein
45miniitiger PNGaseF-Verdau (240 ul-Ansatz) im Vergleich zur Ausgangsprobe im Western
Blot (Spuren 1 und 2) und im Silbergel (Spuren 3 und 4) dargestellt. Im Silbergel erkennt man
in der verdauten Probe (Spur 4) zusitzlich zu den PST-Banden die PNGaseF-Bande bei
34 kDa. Der Verdau war in diesem Fall nicht vollstdndig. Zur Konzentrationsbestimmung des
deglykosylierten PST-MycHis-Fusionsproteins wurde ein kleiner Ansatz (5 pl) im Silbergel
mit verschiedenen Mengen Vergleichsprotein (BSA: 1 ng bis 1 pg) aufgetrennt (Abb. 42).
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Abb. 42: Konzentrationsbestimmung des deglykosylierten PST-MycHis-Fusionsproteins. 1) 1,5 ul unverdaute
PST 2) 1,5 pl deglykosylierte PST 3) 3 ul deglykosylierte PST 4) 1 ng BSA 5) 2 ng BSA 6) 4 ng
BSA 7) 8 ng BSA 8) 20 ng BSA 9) 40 ng BSA 10) 80 ng BSA 11) 200 ng BSA 12) 400 ng BSA
13) 1 ug BSA.

Dieser Verdau war nahezu vollstindig. Auch hier ist in den verdauten Proben (Spuren 2 und
3) die Bande der PNGaseF deutlich zu erkennen. Die PST-Doppelbande nach der Deglyko-
sylierung in der konzentrierteren Probe (Spur 3) ist ungefahr mit der Bande von 40 ng BSA zu
vergleichen, was einer PST-Konzentration von ca. 15 ng/pl oder ca. 0,5 pmol/ul entspricht.
Die Abschitzung der PST-Proteinmenge iiber den Vergleich mit der eingesetzen Menge an

PNGaseF ergibt dhnliche Werte.

111 6.2 Alkylierung mit ABDF
Durch Alkylierung mit ABDF lassen sich Thiol-Gruppen, und somit freie Cysteine

nachweisen. Durch Reaktion dieser Cysteine mit ABDF entstehen sehr stabile Konjugate, die
unter UV-Licht fluoreszieren. Durch vorherige oder gleichzeitige Reduktion des Proteins
lassen sich dann Aussagen iiber die Anzahl der Disulfidbriicken treffen. Zur Uberpriifung des
PST-MycHis-Fusionsproteins wurde dieses, wie in II 2.3.11 beschrieben, mit und ohne
Reduktion durch TCEP mit ABDF alkyliert und in der SDS-PAGE analysiert. Abb. 43 stellt
das Gel einmal unter UV-Licht (B) und zum anderen mit Roti-Blue geférbt (A) dar. Spuren 1
bis 3 zeigen Beispielreaktionen mit bovinem Serumalbumin (BSA), das 17 Disulfidbriicken
und ein freies Cystein enthélt. In Spur 1 wurde BSA nur alkyliert, in Spur 2 wurde gleich-
zeitig reduziert und alkyliert und Spur 3 enthdlt das zuvor bei 60°C reduzierte und dann
alkylierte BSA. Die Intensititszunahme des Fluoreszenzsignals durch Reduktion des Proteins
ist gut zu erkennen (B, Spur 1 und 2). Die vorherige Reduktion bei erhohter Temperatur
filhrte zu einer weiteren Verstdrkung des Signals (Spur 3). Durch die Doppelbande, die nach
der Reduktion des BSA im gefarbten Gel zu erkennen ist, wird deutlich, dass die Reduktion

nicht vollstindig abgelaufen war und dass reduziertes BSA geringfiigig andere Laufeigen-
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schaften im Gel aufweist. In Spur 4 ist der alkylierte niedermolekulare Marker aufgetragen.
Im Vergleich mit dem gefarbten Gel wird deutlich, dass die Markerbande der Kohlensdure-
dehydrase bei 31 kDa nicht fluoreszenzmarkiert wurde, da dieses Enzym kein Cystein besitzt.
Die entsprechenden Experimente wurden ebenfalls mit dem PST-MycHis-Fusionsprotein
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in den Spuren5, 6 und 7 und fiir das deglykosylierte
Protein in Spuren 8, 9 und 10 dargestellt. Obwohl das Signal aufgrund der geringen Protein-
menge sehr schwach ist, erkennt man trotzdem sowohl fiir das glykosylierte als auch fiir das
deglykosylierte Protein eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensitit durch Reduktion
(vgl. Spuren 5 und 6/7 sowie 8 und 9/10). Geht man davon aus, dass von den sechs in dem
PST-MycHis-Fusionsprotein enthaltenen Cysteinen eines (Cystein43) auf jeden Fall nicht in
einer Disulfidbriicke eingebunden ist, so bleiben fiinf Cysteine iibrig, von denen hochsten vier
Disulfidbriicken ausbilden konnen. Das Fluoreszenzsignal der nicht-reduzierten PST wurde
demnach von mindestens zwei Cysteinen verursacht. Ob das Verhiltnis der Fluoreszenz-
intensitidten vor und nach der Reduktion eher 2:6 (2 Disulfidbriicken) oder 4:6 (1 Disulfid-
briicke) betrdgt, kann hier nicht zweifelsfrei gekldrt werden. Die Interpretation der
Alkylierungsexperimente legt allerdings die Existenz von zwei Disulfidbriicken in der PST
nahe. In der Auftrennung der deglykosylierten Proben erkennt man zusétzlich zur PST bei

34 kDa die Bande der PNGaseF, die nativ drei Disulfidbriicken aufweist.
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Abb. 43:  Alkylierung von BSA und PST-MycHis mit ABDF. Auftrennung der Proben in der SDS-PAGE.
1) BSA 2) BSA (gleichzeitige Reduktion mit TCEP) 3) BSA (vorherige Reduktion mit TCEP)
4) Marker (ebenfalls alkyliert und reduziert) 5) PST-MycHis 6) PST-MycHis (gleichzeitige
Reduktion mit TCEP) 7) PST-MycHis (vorherige Reduktion mit TCEP) 8) PST-MycHis
deglykosyliert 9) PST-MycHis deglykosyliert (gleichzeitige Reduktion mit TCEP) 10) PST-MycHis
deglykosyliert (vorherige Reduktion mit TCEP) 11) Marker (nicht alkyliert) A) Detektion unter UV-
Licht B) Roti-Blue-Farbung.
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111 6.3 Proteolytische Spaltung mit Trypsin und Chymotrypsin

In Zusammenarbeit mit der Firma BioVisioN in Hannover wurde das Projekt in Angriff
genommen, die Disulfidbriicken der PST durch proteolytischen Verdau und anschlieBende
Analyse der Fragmente durch Massenspektrometrie und Proteinsequenzierung zu
identifizieren. Es wird nun im folgenden ein kurzer Uberblick iiber den Verlauf dieser
Kooperation gegeben. Da die Experimente ausschlieBlich von BioVisioN durchgefiihrt
wurden, wird auf die niihere Beschreibung der Versuchsbedingungen verzichtet. Zur Uber-
priifung des Ausgangsmaterials wurde das PST-MycHis-Fusionsprotein im Massenspektro-
meter (MALDI) analysiert. Es ergab sich ein sehr heterogenes Signal fiir das Fusionsprotein
im Massenbereich zwischen 52 und 62 kDa mit der Hauptintensitit bei 56 kDa. Es wurden
aber auch mehrere Signale im niedermolekularen Bereich detektiert, die von Verunreini-
gungen in der Probe stammen. Die ersten Proteaseverdaus wurde mit glykosyliertem und
deglykosyliertem PST-MycHis-Fusionsprotein durchgefiihrt. Vor dem Verdau mit Trypsin
und mit Chymotrypsin wurde das Fusionsprotein iber HPLC von der PNGaseF und sonstigen
Verunreinigungen getrennt. Die Analyse der proteolytischen Fragmente im MALDI direkt
und nach der Rechromatographie iiber HPLC ergab keine allein durch ihre GroB3e zu identifi-
zierenden Proteinbruchstiicke. Fiir die Sequenzierung der erhaltenen Fragmente war nicht
mehr genligend Material vorhanden. Es zeigte sich aber, dass auch glykosyliertes Material
verwendet werden kann und die Abspaltung der N-Glykane mit PNGaseF nicht zu einer
Verbesserung der Proteaseverdaus, sondern im Gegenteil eher zu erhohten Proteinverlusten
filhrte. Zudem lieferte der Verdau mit Chymotrypsin eindeutig bessere Resultate und ist auch
aufgrund der theoretisch entstehenden Fragmente zu bevorzugen. Ein erneuter Verdau der
glykosylierten PST mit Chymotrypsin ergab jedoch auch keine eindeutig zuzuordnenden

Fragmente.
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A DISKUSSION

Uber die molekularen Voraussetzungen, die den eukaryontischen Polysialyltransferasen die
Ausbildung der aktiven Konformation und die Katalyse ermdglichen, lagen zu Beginn dieser
Arbeit kaum experimentelle Daten vor. Es war lediglich bekannt, dass terminal galaktosylierte
N-Glykane der PST fiir deren Fahigkeit, NCAM und sich selbst zu polysialylieren, essentiell
sind [145]. Neuere Studien bestdtigen die Beteiligung der N-Glykane am Katalyse-
mechanismus [146,147]. Welche der sechs (PST) bzw. sieben (STX) potentiellen N-Glyko-
sylierungsstellen jedoch fiir die Aktivitdt ausschlaggebend ist oder sind, wird zur Zeit heftig
diskutiert [147,174]. Fiir ein anderes Enzym aus der Gruppe der Sialyltransferasen, die
ST6Gall, waren bereits essentielle Aminosduren identifiziert worden [78,79]. Diese Studien
weisen dem L-Sialylmotiv eine Beteiligung an der Bindung des Donor-Substrates und dem S-
Sialylmotiv eine Funktion bei der Bindung von Donor- sowie Akzeptor-Substrat zu.
Weiterhin wurde postuliert, dass zwei hochkonservierte Cysteine, von denen eines im L- und
eines im S-Sialylmotiv lokalisiert ist, eine Disulfidbriicke ausbilden [79,175].

Das Ziel dieser Arbeit war es, essentielle Bereiche oder Aminosduren in den Polysialyl-
transferasen zu identifizieren und diese dann mit den katalytischen Féahigkeiten in Zusammen-
hang zu bringen. Zur Realisierung dieses Projektes wurden drei Ansdtze verfolgt. Eine
Moglichkeit, um an der PSA-Synthese beteiligte Aminosduren aufzuspiiren, bot die
molekulare Analyse der Komplementationsgruppe 2A10, die aus chemisch mutagenisierten
CHO-K1-Zellen isoliert worden war [137]. Alle 31 Klone diese Gruppe weisen einen Defekt
im PST-Gen auf, der fiir ihren PSA-negativen Phanotyp verantwortlich ist. Die
Identifizierung dieser fiir die PST lethalen Mutationen erfolgte durch RT-PCR und
Sequenzierung der amplifizierten cDNAs. Eine weitere Mdoglichkeit, Struktur-Funktions-
beziehungen der Polysialyltransferasen zu untersuchen, bietet das gezielte Einfiigen von
Mutationen in die Wildtypsequenz und die anschlieBende Analyse der rekombinant
hergestellten, mutierten Proteine. Zusétzlich zu Punktmutanten wurden N- und C-terminale
Verkiirzungen der PST auf ihre Funktion untersucht. In einem dritten Ansatz wurden die
Wildtypproteine, welche dazu in groeren Mengen rekombinant hergestellt wurden, durch

chemische Modifikation oder enzymatischen Verdau néher charakterisiert.
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IV 1 Molekulare Analyse der Komplementationsgruppe 2A10

Die molekulare Analyse der Komplementationsgruppe 2A10 umfasste die Untersuchung aller
31 Subklone auf Expression von PST-mRNA im Northern Blot und in der RT-PCR, sowie die
Sequenzierung der amplifizierten PST-cDNAs. Um sicherzustellen, dass die so detektierten
Mutationen in den cDNAs fiir den Funktionsverlust der PST auf zelluldrer Ebene verant-
wortlich sind, wurden identische Aminosdureaustausche in die Wildtypsequenz der PST
eingefiigt und die rekombinant hergestellten Mutanten in vivo und in vitro auf ihre Aktivitét

getestet. Parallel wurden entsprechende STX-Mutanten hergestellt und ebenfalls analysiert.

IV 1.1 Expression von PST-mRNAs

Da PST-mRNA in CHO-Zellen sehr schwach exprimiert wird, konnte ein Signal im Northern
Blot nur erhalten werden, wenn zweifach aufgereinigte mRNA (poly(A")-RNA) verwendet
wurde. Poly(A")-RNA zeichnet sich durch sehr geringe Verunreinigungen mit ribosomaler
RNA (rRNA) aus (siche Abb. 8, Seite 48, rRNA-Banden bei ca. 4,4 und 1,8 kb). CHO-
Wildtypzellen zeigten mit einer PST-spezifischen RNA-Sonde ein Hybridisierungsmuster,
welches aus einem Hauptsignal bei 6,5 kb und einem schwicheren Signal bei 2,2 kb besteht.
Friihere Northern Blot-Analysen in unserer Arbeitsgruppe zeigten fir CHO-Zellen ein
Hybridisierungssignal bei 5,2 kb [137]. Ein Signal entsprechender Gréf8e konnte im Verlauf
dieser Arbeit in sieben unabhingigen Experimenten nicht detektiert werden. Studien an
menschlichen Geweben dagegen wiesen dem humanen PST-Transkript ebenfalls eine Grof3e
von 6,5 kb zu [140,152]. Teilweise wurde zusitzlich eine Bande bei ca. 3,7 kb detektiert.
Neuere Studien in unserer Arbeitsgruppe, die mit fétalem humanem Gesamtgehirn durch-
gefiihrt wurden, zeigten fiir das PST-Transkript ebenfalls eine Groe von ca. 6,8 kb [176]. Fiir
die Maus liegen unterschiedliche Daten tiber die Grofle der PST-mRNA vor. Einige Studien
weisen den PST-Transkripten eine GroB3e von ca. 5 kb zu [138], andere Studien jedoch zeigen
Hybridisierungssignale bei 6,5 kb [151]. Fiir die Ratte liegen ebenso widerspriichliche Daten
vor. Eine Studie, die mit Hippocampus aus verschiedenen Entwicklungsstadien durchgefiihrt
wurde, detektiert ein Signal im Northern Blot bei ca. 5 kb [177]. Eine andere Studie weist
jedoch der PST-mRNA aus dem Gesamtgehirn der Ratte eine Grofe von ca. 6,5 kb nach
[178]. Insgesamt kann man sagen, dass bis jetzt nur fliir das humane PST-Transkript
einheitliche Daten beziiglich der Grofe vorliegen (6,5 bis 6,8 kb). Fiir die PST-mRNA aus

Hamster, Ratte und Maus werden zwei Groflen, 5 und 6,5 kb, diskutiert.
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Die Northern Blot-Analyse bestétigte nur fiir fiinf von insgesamt 31 Klonen die Existenz von
PST-Transkripten (Abb. 9, Seite 49). Lediglich bei einem Klon (7G11) war das Hybridi-
sierungsmuster mit dem Wildtyp identisch. Von den {iibrigen vier Klonen exprimierten drei
Klone (2A10, 2B12, 9C8) deutlich weniger PST-mRNA als der Wildtyp und ein Klon (8F8)
ein verkiirztes PST-Transkript mit einer GroBe von 6,1 kb. Aufgrund der gesteigerten
Sensitivitdt der RT-PCR gegeniiber dem Northern Blot war es moglich, aus weiteren finf
Klonen (2D8, 4C4, 5C3, 7F11, 9D8) PST-mRNA in cDNA umzuschreiben und zu
amplifizieren. Die Tatsache, dass fiir 21 Klone keine Expression von PST-Transkripten nach-
gewiesen werden konnte, ldsst sich durch Mutationen, die entweder den Promotorbereich der

PST betreffen oder die mRNA-Stabilitit drastisch herabsetzen, erklaren.

IV 1.2 Defekte in PST-cDNAs
Die Sequenzierung der PST-cDNAs aus 10 2A10-Klonen ermdéglichte in neun Fillen die

Identifikation von Punktmutationen, die sich alle in der Aminosduresequenz auswirken, und
in einem Fall (8F8) die Zuordnung einer Deletion, die das gesamte Exon 3 betrifft. In zwei
Klonen (2A10, 2B12) fiihrt ein identischer Nukleotidaustausch (C103T) zu einem friih-
zeitigen Stop-Kodon. Das resultierende Protein wiirde nach der 34. Aminosdure enden. Da
beide Klone zudem aus einem Mutageneseexperiment hervorgegangen sind, handelt es sich
mit hochster Wahrscheinlichkeit um identische Klone. Eine weitere Mutation ist ebenfalls in
zwei Klonen (4C4 und 7F11) nachgewiesen worden. In diesem Fall waren beide Klone aus
unterschiedlichen Mutageneseansdtzen hervorgegangen. In zwei Klonen (2D8 und 9DS)
wurden jeweils zwei Punktmutationen nachgewiesen. Die iibrigen drei Klone weisen je einen
singulirer Nukleotidaustausch auf. Eine Ubersicht iiber den Verlauf der Analyse der
Komplementationsgruppe 2A10 ist in Abb. 13 auf Seite 53 dargestellt. Bei den betroffenen

Aminoséuren handelt es sich mit zwei Ausnahmen (Valin®’, Cystein®°

) ausschlieBlich um
Positionen, die entweder in der Ndhe eines Sialylmotives lokalisiert oder direkt Bestandteil
eines Motives sind. Der Vergleich mit anderen Sialyltransferasen bestétigt die hohe

Konservierung der durch 2A10-Mutationen betroffenen Aminoséuren (Abb. 15, Seite 55).

IV 2 Einfluss ausgewahlter Aminosauren auf die Struktur und
Funktion von PST und STX

Da die Deletion von Exon 3 in Klon 8F8 und die friihzeitige Stop-Mutation (Q35stop) in den
Klonen 2A10 und 2B12 in den potentiellen Proteinen den Verlust eines Grofteil des L-

Sialylmotives bzw. den nahezu kompletten Verlust der katalytischen Doméne und somit
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offensichtlich die Zerstdrung der katalytischen Fiahigkeiten bedingen wiirde, wurden diese
Mutationen nicht ndher analysiert. Die {ibrigen 2A10-Mutationen wurden einzeln in die
Wildtypsequenzen von Hamster-PST und Maus-STX eingefiigt. Dabei wurden alle Mutanten
zur rekombinanten Expression zum einen in loslicher Form als MycHis-Fusionsproteine und
zum andern membranstindig als FlagHA-Fusionsproteine hergestellt. Zudem wurden weitere
Mutationen und Deletionen, die im Rahmen der Analyse der Komplementationsgruppe 2A10
interessant erschienen, in die 16sliche Form des PST-Wildtyps eingefiigt. Die rekombinant
hergestellten Mutanten wurden darauthin in vivo und in vitro auf ihre Polysialylierungs-
aktivitdt getestet. Die Varianten mit 2A10-Mutationen wurden zusdtzlich auf ihre
intrazelluldre Lokalisation iiberpriift. Im folgenden Abschnitt werden nun die in dieser Arbeit
untersuchten Positionen in ihrer Abfolge vom N- zum C-Terminus hin aufgefiihrt, mit
anderen Sialyltranferasen verglichen (siche Anhang VI 2) und ihre Bedeutung fiir die
Aktivitdt und Struktur der Polysialyltransferasen anhand der Mutanten beschrieben. In Abb.
44 sind alle in diesem Abschnitt aufgefiihrten Aminosduren mit Hinblick auf ihre Lage im
PST-Protein zusammengefasst dargestellt.

_--: z_sll_e:Ala Arg Thr Glu Glu His GIn Glu Thr GIn Leu Ile Gly Asp Gly Glu

Leu Cys Leu Ser Arg Ser Leu Val Asn Ser Ser Asp Lys Ile Ile Arg|Lys™ |Ala Glyg)

- 139Phe Lys Thi{Cys'**|Ala Val ValIGly]46 Asn Ser Gly Ile Leu Leu Asp Ser Gly]

Cysls*}ly Lys Glu Ile Asp Ser His Asn Phe Val Ile ArgICysmglAsn Leu Ala Pro Val Val

Glu Phe Ala Ala Asp Val Gly Thr Lys Ser|Asp Phe Ile| Thr'*’|Met Asnjo; -—- 227Ala

Phe Met| Val® 0ILys Gly Glya33 -——- 271Asn Lys Val Pro lle Lys

Glyzsl Met2 Cy 22

-Trp Prosg; = 320Ser Pro Met*® Glu***|Phe Lys Thr Leu Asn

Val Leu His Asn Arg Gly Ala Leu Lys Leu Thr Thr Gly Lys|Cys***|Met¥|Lys|GInss,

L [ [ O

Transmembranregion L-Sialylmotiv S-Sialylmotiv VS-Sialylmotiv

Abb. 44: Darstellung aller im Abschnitt IV 2 aufgefiihrten Mutationen und ihrer Lage im PST-Protein unter
Beriicksichtigung der Sialylmotive L, S und VS.
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IV 2.1 Aktivitatsprofile und Vergleich der rekombinant hergestellten
PST und STX

Die in den Zellkulturiiberstand von transient transfizierten 2A10-Zellen sekretierten und
daraus isolierten MycHis-Fusionsproteine zeigten in vitro die fiir Polysialyltransferasen
charakteristischen (siehe dazu [145]) Signale fiir Auto- und NCAM-Polysialylierung (III 2.3,
Abb. 19 bis Abb. 23, A/B). Der Molekulargewichtszuwachs der PST kann durch die Auto-
polysialylierung tiber 150 kDa betragen, was einem Polymer aus iiber 450 Sialinsiduren
entspricht. STX ist dagegen mit PSA-Ketten, die aus bis zu 150 Monomeren bestehen,
weitaus weniger prozessiv (ca. 50 kDa Molekulargewichtszunahme durch Autopoly-
sialylierung). Frithere Studien haben gezeigt, dass PST und STX auch in vivo autopoly-
sialyliert vorliegen [145,146]. Es wurde zudem gezeigt, dass in Ubereinstimmung mit den in
dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen PST auch in vivo deutlich lingere PSA-Ketten
synthetisiert [146]. Die Molekulargewichtszunahme betrug dabei fiir PST bis zu 130 kDa und
fiir STX maximal 60 kDa. Es gibt allerdings auch neuere Arbeiten, in denen der Unterschied
zwischen PST und STX beziiglich der Autopolysialylierung in vitro nicht so deutlich ausfillt
[148]. Der Unterschied in der Prozessivitdt von PST und STX wirkt sich auch auf die NCAM-
Polysialylierung aus. PST fiihrte in allen Experimenten zu einer Molekulargewichtserh6hung
des ProteinA-NCAMs (150 kDa) auf deutlich iiber 220 kDa, wohingegen bei STX der
Gewichtszuwachs auf Werte zwischen 50 und 100 kDa begrenzt war. Die Tests auf NCAM-
Polysialylierung in vitro verdeutlichen erneut die Unterschiede beider Enzyme in der Auto-
polysialylierung, welche immer als Nebenreaktion beobachtet wurde. Im Fall der PST lassen
sich die polysialylierten Produkte in der SDS-PAGE nicht dissoziieren, da sich aufgrund der
starken autokatalytischen Inkorporation von radioaktiver Sialinsdure die Signale fiir PSA-
tragende PST mit denen des polysialylierten NCAMs iiberlagern. Erst nach dem Verdau mit
Endo NE kann man beide Proteine eindeutig unterscheiden. Fiir STX jedoch lassen sich die
Signale fiir polysialyliertes Enzym und polysialyliertes NCAM auch ohne Neuraminidase-
Verdau zuordnen. Die japanische Arbeitsgruppe von S. Tsuji zeigte schon 1996 bzw. 1997
durch den qualitativen Vergleich der in vitro- und in vivo-Aktivititen beider Enzyme aus der
Maus, dass PST deutlich lingere PSA-Ketten an NCAM synthetisiert als STX [179,180].
Identische Beobachtungen wurden in Aktivitédtstest mit humanen Polysialyltransferasen und
NCAM-Mutanten, die entweder nur die 5. oder nur die 6. N-Glykosylierungsstelle besal3en,
gemacht [156]. PST iibertrug dabei in vitro durchschnittlich 50 Sialinsduremonomere auf

seinen Akzeptor, STX dagegen nur 10 bzw. 20.
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Ein weiterer Unterscheid zwischen PST und STX besteht im Expressionsverhalten (siehe III
2.3, Abb. 19 bis Abb. 23, C/D). Insgesamt wurde STX von transfizierten Zellen besser
synthetisiert und sekretiert. Zudem waren die Schwankungen in der Expressionshohe in
verschiedenen Experimenten bei STX nicht so ausgepriagt wie bei PST. In allen Experimenten
lieB sich intrazelluldr die unglykosylierte Form der Polysialyltransferasen bei ca. 41 kDa
sowie die im Reifungsprozess befindlichen, nicht vollstindig glykosylierten Proteine nach-
weisen. Fiir STX konnte man dabei bis zu fiinf, bei PST dagegen hauptséachlich nur zwei und
manchmal drei Zwischenformen im Bereich zwischen 50 und 60 kDa zuordnen. Die
sekretierten Polysialyltransferasen wiesen ein Molekulargewicht zwischen 60 und 70 kDa auf.
In einer Studie, in der PST metabolisch markiert, aus Zelllysaten immunprizipitiert und im
SDS-Gel analysiert wurde, konnten neben der Bande mit der vollstindig glykosylierten PST
ebenfalls nur zwei Nebenbanden nachgewiesen werden [147].

Ein weiterer Unterschied zwischen PST und STX wurde in der Immunfluoreszenz deutlich
(siehe IIT 2.4). Fiir PST war die eindeutige Zuordnung zum Golgi-Kompartiment moglich, fiir
STX dagegen war die Deutung der Ergebnisse schwieriger. In beiden Fillen konnte man
Zellen nachweisen, die aufgrund der Uberexpression des rekombinanten PST- bzw. STX-
Fusionsproteins dieses auch im Endoplasmatischen Retikulum aufwiesen. Fiir PST war es
dabei kein Problem, auch weniger stark transfizierte Zellen zu finden, welche eindeutige
Golgi-Farbungen zeigten. Bei STX jedoch war der Anteil dieser Zellen so stark verringert,
dass in einigen Experimenten keine geeigneten Zellen identifiziert werden konnten. Die
Variation der Transfektionsbedingungen brachte keine Verbesserung. Durch Doppelfiarbung
mit anti-STX-Antikorpern wurde sichergestellt, dass es sich bei den ER-Signalen um STX-
spezifische Anfarbungen handelte. Eine Ursache fiir diese Phdnomene konnte das deutlich
bessere Expressionsverhalten der STX im Vergleich zur PST sein. Die Konsequenz wére
dann, dass alle Zellen, die Plasmid-DNA aufgenommen haben, das entsprechende STX-

Protein iiberexprimieren.

IV 2.2 Methionin® - Lysin®® (PST) / Methionin® - Asparaginsaure® (STX)
Der N-Terminus der PST weist nur geringe Homologie zu dem anderer Sialyltransferasen auf.
STX z.B. enthilt in diesem Bereich 15 zusidtzliche Aminosduren, die je nach Sequenz-
vergleich unterschiedlichen Positionen zugeordnet werden. Frithere Studien in unserer
Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die ersten 26 Aminosduren der PST [145] und die ersten 70
Aminosduren der STX [181] fiir die katalytische Aktivitdt des jeweiligen Enzyms nicht not-

wendig sind. Aus Homologieerwédgungen und zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse beginnen
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die in dieser Arbeit verwendeten 16slichen MycHis-Fusionsproteine direkt hinter der Trans-
membrandomine (PST: Alanin®, STX: Isoleucin®”). Unter den ersten 58 Aminosduren der
PST befinden sich zwei nicht-konservierte Cysteine (Cystein'', Cystein®), von denen das
erste innerhalb der Transmembranhelix lokalisiert ist, und die erste potentielle N-Glyko-
sylierungsstelle (Asparagin50). Die PST-Verkiirzungen wurden so gewihlt, dass in einem
Konstrukt die ersten beiden Cysteine (pPST44: Deletion Methionin' bis Cystein*’) fehlen und
im anderen Konstrukt zusitzlich die erste potentielle N-Glykosylierungsstelle (PST59:
Deletion Methionin' bis Lysin’®) deletiert wurde. Auch das kiirzeste PST-Konstrukt (PST59)
besall volle katalytische Aktivitdt. Andere Arbeitsgruppen benutzten fiir ihre in vitro-
Aktivitétstests ebenfalls 16sliche Formen von PST und STX. Die amerikanische Gruppe um
M. Fukuda z.B. verwendete die um die ersten 39 Aminosauren verkiirzte humane PST [157]

und humane STX, der die ersten 32 Aminosduren fehlten [156].

IV 2.3 Cystein'*® (PST)

Cystein'*

ist Bestandteil des L-Sialylmotives und in der gesamten Gruppe der Sialyl-
transferasen hoch konserviert. Schon mehrfach wurde die Beteiligung dieses Cysteins an einer
intramolekularen Disulfidbriicke postuliert, der eindeutige Beweis gelang jedoch bis heute
nicht [79,175]. Die in dieser Arbeit untersuchte Mutante PST/C142A liel sich weder in
2A10-Zellen noch in COS-Zellen rekombinant herstellen (sieche Abb. 35, Seite 82). Durch die
Mutation wurden demnach erhebliche Verdnderung in der Struktur der PST ausgeldst, die
eine sofortige Degradation des fehlgefalteten Proteins bewirkten. Eine Ursache fiir derartig
starke Strukturverdnderungen kann der Verlust einer Disulfidbriicke sein. Fiir die a2,6-Sialyl-
transferase war es jedoch moglich, die entsprechende Mutante (ST6Gall/C181A) in COS-

Zellen zu exprimieren. Da ihre enzymatische Aktivitit jedoch unter 5% der des Wildtyps lag,

wurde sie beziiglich ihrer kinetischen Eigenschaften dort nicht eingehender untersucht [78].

IV 2.4  Glycin*® (PST) / Glycin'® (STX)

Diese Aminosdure ist in der gesamten Gruppe der Sialyltransferasen hoch konserviert und
Bestandteil des L-Sialylmotives, welches fiir die Bindung des Donor-Substrates CMP-
NeuS5Ac verantwortlich ist [78]. Lediglich in der ST6Gall und in einigen Enzymen der
ST6GalNAc-Familie (III, IV, V) ist an dieser Position eine andere Aminosdure mit kleiner
ungeladener Seitenkette (Threonin in der Maus-ST6GalNAcV, Serin in den iibrigen
Enzymen) zu finden (sieche dazu im Anhang VI 2). In der PST aus den 2A10-Klonen 4C4 und

7F11, ist Glycin'*® durch Glutaminsdure, eine Aminosdure mit groBer geladener Seitenkette
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ausgetauscht. Die rekombinant hergestellten Mutanten PST/G146E und STX/G161E waren
trotz korrekter intrazelluldrer Lokalisation (siehe III 2.4) und Expression auf Wildtypniveau
weder in der membranstidndigen noch in 16slicher Form in der Lage in vivo oder in vitro PSA
zu synthetisieren (Abb. 17/Abb. 18, Seite 60/60 und Abb. 21/Abb. 23, Seite 64/66). Bei dieser
Aminosdure handelt es sich somit um eine fiir die katalytische Aktivitdt beider Enzyme
essentielle Aminosdure, die jedoch an der Ausbildung der Struktur und dem intrazelluldren

Targeting der Enzyme nicht maB3geblich beteiligt ist.

IV 25 Cystein™® (PST) / Cystein'®® (PST)

Diese beiden Cysteine sind im Gegensatz zu Cystein'®

trotz ihrer Lage innerhalb des L-
Sialylmotives nur in der Gruppe der 02,8-Sialyltransferasen konserviert. Die Mutanten
PST/C156A und PST/C169A zeigten jedoch die gleichen Beeintrichtigungen wie
PST/C142A. Sie lieBen sich in 2A10- und in COS-Zellen nicht exprimieren (siche Abb. 35,
Seite 82). Der Austausch eines dieser beiden Cysteine gegen Alanin zieht demnach ebenso
drastische Strukturverdnderungen nach sich, wie der schon beschriebene Austausch des hoch-

142

konservierten Cystein ~~. Man kann daher annehmen, dass auch diese beiden Cysteine an

Disulfidbriicken beteiligt sind.

IV 2.6 Threonin'® (PST) / Threonin®® (STX)

Dieses drei Positionen C-terminal vom L-Sialylmotiv gelegene Threonin ist in allen bis jetzt
bekannten 02,8-Sialyltransferasen an entsprechender Position vorhanden. Sialyltransferasen
anderer Spezifitit zeigen fiir diese Position nur wenig ausgeprigte Praferenzen beziiglich der
Seitenkette. Es kommen sowohl kleine und grofe hydrophobe (Glycin, Valin, Leucin,
Isoleucin oder Phenylalanin) als auch groBe polare Seitenketten (Methionin) vor (siehe VI 2).
In der PST des 2A10-Klons 7G11 ist Threonin'®® durch Isoleucin ersetzt. Die Mutanten
PST/T1891 und STX/T204I zeigten in vivo und in vitro keine katalytische Aktivitdt (Abb.
17/Abb. 18, Seite 60/60; Abb. 19/Abb. 22, Seite 62/65), obwohl sie in der Zelle richtig
lokalisiert vorlagen (siehe III 2.4) und sich die Expression nicht vom Wildtyp unterschied.
Dieser Befund ist recht erstaunlich, da z.B. die ST3Gallll an entsprechender Position ein
Isoleucin aufweist. Diese Aminosdure kann somit trotz ihrer Ndhe zum L-Sialylmotiv nicht
fiir gemeinsame Funktionen von Sialyltransferasen, wie z.B. die CMP-Neu5Ac-Bindung,

189204 um eine Aminosiure handeln,

verantwortlich sein. Vielmehr wird es sich bei Threonin
die maBgeblich an der spezifischen Verkniipfung von 02,8-glykosidischen Bindungen

beteiligt ist.
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IV 2.7 Valin® (PST)

Diese zwischen dem L- und S-Sialylmotiv gelegene Aminosédure ist nur in der ST8SialV
(PST) konserviert. ST8Siall (STX) weist an entsprechender Position die sehr &hnliche
Aminosiure Alanin auf. Neben Valin®’ ist in der PST des 2A10-Klons 9D8 eine weitere
Aminoséure, Arginin®’’, durch Mutation betroffen. Da diese 2A10-Mutation einen Austausch
von Valin durch Alanin bewirkt, ist es nicht iiberraschend, dass sich die Mutante PST/V230A
in den Aktivitétstest in jeglicher Hinsicht nicht vom Wildtyp unterschied. Die Doppelmutante
PST/V230A/R277G zeigte entsprechend alle Charakteristika der Einzelmutante PST/R277G
(dazu siehe IV 2.8). Fiir die Auspragung des PSA-negativen Phanotyps des 2A10-Ursprungs-

klons 9D8, ist somit allein die Mutation Arginin*’’—Glycin verantwortlich.

IV 2.8  Arginin®” (PST) / Arginin®* (STX)

Diese Aminosdure liegt direkt N-terminal vom S-Sialylmotiv und ist in allen a2,8-Sialyl-
transferasen konserviert. Der Vergleich mit Sialyltransferasen anderer Spezifitét zeigt, dass in
diesem Bereich die Homologie sehr gering und deswegen eine genaue Zuordnung der
dquivalenten Aminosduren kaum moglich ist (siche VI 2; Abb. 15, Seite 55). In einigen 02,6-
Sialyltransferasen fehlt z.B. eine dem Arginin®’’ entsprechende Aminoséure ginzlich. In der
PST des 2A10-Klons 9D8 befindet sich nun an Position 277 anstelle des Arginins ein Glycin.
Dieser Klon weist einen weiteren Aminosdureaustausch im PST-Protein auf, der sich aber
nicht auf die Funktion des Enzyms auswirkt (V230A, siehe IV 2.7). Die Uberexpression von
TM-PST/R277G fiihrte in 2A10-Zellen zu einer deutlichen, aber gegeniiber dem Wildtyp
weniger ausgepriagten Re-Expression von PSA auf den Zelloberflichen (Abb. 17, Seite 60).
Auch durch Verdnderung der Transfektionsbedingungen (Menge an DNA bzw. Trans-
fektionsreagenz) lieB sich die PSA-Expression dieser Mutante nicht an die des Wildtyps
angleichen (siehe III 2.5.1). Der Aktivitétstest zeigte, dass die Mutante PST/R277G unter in
vitro-Bedingungen die Fahigkeit zur Autopolysialylierung fast vollstdndig verloren hatte, aber
trotzdem noch in der Lage war, NCAM zu polysialylieren (Abb. 19, Seite 62). Zudem liefl
sich die Autopolysialylierung in vitro durch die Gegenwart von NCAM reaktivieren.
Entsprechend konnten an der Mutante PST/R277G auch in vivo PSA-Ketten nachgewiesen
werden, wenngleich die Signale gegeniiber dem Wildtyp in ihrer Intensitét reduziert waren
und auf ein geringeres Molekulargewicht der PSA-Ketten hinwiesen (siche III 2.5.3). Das
Aktivititsprofil der entsprechenden STX-Mutante (STX/R292G) weicht nur geringfiigig von
dem der PST-Mutante ab. STX/R292G war im Gegensatz zur PST-Mutante nicht in der Lage,
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in 2A10-Zellen die Oberfldchenexpression von PSA zu induzieren (Abb. 17, Seite 60). Ein
weiterer Unterschied zeigte sich im Vergleich der Signale fiir die Autopolysialylierung in
vitro, die fiir STX/R299G deutlich schwacher als fiir PST/R277G ausfielen (Abb. 22, Seite
65). Dadurch dass STX im Vergleich zur PST das katalytisch nicht so aktive Enzym ist,
welches zudem kiirzere PSA-Ketten synthetisiert (siche IV 2.1), lassen sich die fiir STX in
allen Aktivitétstests schwicher ausfallenden Signale erkldren. Die Kontrollen zeigten, dass
beide Mutanten intrazelluldr korrekt im Golgi lokalisiert waren (siehe III 2.4) und von 2A10-
Zellen dem Wildtyp entsprechend synthetisiert und sekretiert wurden. Ein Austausch dieser

. . . . 277292
Aminosiure (Arginin®’”*

) wirkt sich damit weder auf die intrazelluldre Lokalisation und die
Expression noch auf die Fahigkeit der Mutanten, in vitro NCAM zu polysialylieren, aus.
Selektiv betroffen ist die Autopolysialylierung dieser Mutanten, die sich jedoch durch die
Gegenwart von NCAM in vitro und in vivo partiell wieder reaktivieren lasst.

Alle Experimente, die die Aktivitdt der Polysialyltransferasen untersuchen, basieren auf
artifiziellen Systemen. Die Enzymdichte oder die Ndhe zwischen Enzym und Akzeptor ist in
diesen Versuchen aufgrund der Uberexpression nach Transfektion oder aufgrund der
Immobilisierung nach Immunprézipitation deutlich gegeniiber der Normalsituation erhoht.
Die einzige Ausnahme bildet die Situation im 2A10-Ursprungsklon, der keine Oberfldchen-
expression von PSA zeigt. Daraus kann man folgern, dass der unter Normalbedingungen zum

Funktionsverlust des Enzyms fithrende Defekt (Arginin®’"*

—Glycin) durch die rdumliche
Nihe der Mutante zu NCAM zum Teil korrigiert wird. Die enge Nachbarschaft der Mutanten
untereinander reicht dazu allein jedoch nicht aus. In mehreren Studien wird die Bildung von
Dimeren oder grofleren Oligomeren postuliert, um die Golgi-Retention der Sialyltransferasen
zu erreichen (zur Ubersicht [81]). Fiir die 02,6-Sialyltransferase wurde iiberdies das Dimer als
katalytisch aktive Einheit nachgewiesen [182]. Die Frage, ob es sich dabei um ein kovalent
verbundenes Dimer handelt, das in anderen Studien nachgewiesen wurde, dort aber inaktiv
war [82], ist noch ungeklirt. Im Fall der Mutanten PST/R277G bzw. STX/R292G kann nun
diese Féhigkeit zur Oligomerisierung gestort sein, sodass unter Normalbedingungen die
Ausbildung des aktiven Komplexes ausbleibt. Die Golgi-Retention der Mutanten wurde
dadurch jedoch nicht beeinflusst. Andererseits konnen durch den Austausch des Arginins
gegen die chemisch recht verschiedene Aminosdure Glycin auch geringfiligige Konfor-
mationsédnderungen im aktiven Zentrum des Enzyms die Polysialylierung unterbinden. In
beiden Fillen ist jedoch moglich, durch den engem Kontakt zum Akzeptor NCAM die durch
die Mutation ausgelosten Beeintrachtigungen zu kurieren, sodass die Mutante die gesamte

Bandbreite ihrer katalytischen Fahigkeiten zuriickgewinnt. Anhand dieser Experimente wird
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zudem deutlich, dass NCAM-Polysialylierung immer von Autopolysialylierung begleitet
wird. Dieses Ergebnis steht in direktem Widerspruch zu der von der Arbeitsgruppe um K.
Colley aufgestellten These, dass Autopolysialylierung keine Voraussetzung fiir NCAM-
Polysialylierung ist [147].

Die Mutante PST/M333V, auf die unter IV 2.12 ndher eingegangen wird, hat ein nahezu
identisches Aktivititsprofil wie die hier beschriebene Mutante PST/R277G. Da jedoch die
mutierten Positionen in der Primérsequenz relativ weit (56 AS) voneinander entfernt liegen,
konnten hier unterscheidliche Oligomerisierungsdoménen betroffen sein, sodal3 sich der
Defekt beider Mutanten gegenseitig wieder autheben wiirde. Ko-Transfektionsexperimente
und entsprechende in vitro-Aktivitéstests zeigten jedoch, dass beide Mutanten nicht in der
Lage sind, sich in vitro gegenseitig zu polysialylieren oder in transfizierten 2A10-Zellen zur
kompletten Wiederherstellung der PSA-Expression zu fiihren (siehe III 2.5.4). Hier ist somit
entweder die gleiche Wechselwirkungs-Doméne betroffen, oder es werden Bereiche im
aktiven Zentrum, welche direkt an der Katalyse der Autopolysialylierung beteiligt sind, durch

die Mutationen unabhéngig voneinander beeinflusst.

IV 2.9 Glycin® (PST) / Glycin®® (STX)

Glycin®™' ist Bestandteil des S-Sialylmotives und ausnahmslos in allen bis jetzt bekannten
Sialyltransferasen an entsprechender Position vorhanden. Im 2A10-Klon 5C3 liegt ein
Austausch dieser Aminosdure gegen Serin vor. Die davon abgeleiteten Mutanten PST/G281S
und STX/G296S zeigten sowohl in vivo als auch in vitro keine katalytische Aktivitdt (Abb.
21, Seite 64; Abb. 23, Seite 66). Das intrazellulire Targeting sowie die Synthese und
Sekretion der Mutanten wurde nicht beeintrachtigt (siehe III 2.4). Friithere Studien, die sich
mit der kinetischen Charakterisierung von ST6Gall-Varianten beschiftigten, wiesen der
entsprechenden Mutante (ST6Gall/G321A) lediglich dreifach erhohte Ky-Werte fiir das
Donor- und Akzeptorsubstrat zu [79]. Diese Diskrepanz kann durch die unterschiedlichen fiir
Glycin substituierten Aminoséuren bedingt sein, da die chemischen Eigenschaften des
Alanins (ST6Gall) eher als die des Serins (PST/STX) mit der natiirlich vorkommenden
Aminosdure zu vergleichen sind. Da die Aktivititstests in der vorliegenden Arbeit jedoch
keine quantitative Auswertung erlauben, ist ein direkter Vergleich mit denen von Datta et al.
(1998) nicht moglich [79]. Zudem muss man beachten, dass die Signale der
Polysialyltransferasen im Vergleich zu denen der Monosialyltransferasen um ein Vielfaches

intensiver ausfallen.
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IV 2.10 Methionin®* (PST) / Methionin®® (STX)

4 ist mit Ausnahme der ST6GalNAcI nur in

Das im S-Sialylmotiv gelegene Methionin®®
Enzymen, die Polysialylierungsreaktionen katalysieren (ST8Siall, ST8Sialll und ST8SialV),
konserviert. Monosialyltransferasen mit a2,8-Spezifitit weisen an entsprechender Position ein
Leucin auf. Insgesamt findet man an dieser Position nur Aminosduren mit kleinen
aliphatischen oder kleinen polaren Seitenketten (siche VI 2). Die Mutation Methionin®**
—Isoleucin wurde in der RT-PCR-Analyse des 2A10-Klons 2B12 entdeckt. Nach der
Sequenzierung weiterer 2B12-cDNAs stellte sich aber heraus, dass fiir den Funktionsverlust
der PST in diesem Klon eine friihzeitige Stop-Mutation verantwortlich ist (siehe III 2.6). Die
dennoch durchgefiihrte Analyse der Mutanten PST/M2841 und STX/M2991 ergab ein
Aktivititsprofil, das den Arginin®’"**>- und Methionin®*****-Mutanten (siehe IV 2.8 und IV
2.12) sehr édhnelte. Die loslichen Proteine wurden ebenfalls auf Wildtypniveau exprimiert,
zeigten in vitro nur minimale Autopolysialylierung und waren trotzdem in der Lage, NCAM
zu polysialylieren (Abb. 31A/B, Seite 78). Die Beeintrachtigungen der STX-Mutante waren
dabei stirker ausgeprégt als die der PST-Mutante, was besonders bei der Polysialylierung in
Gegenwart von NCAM deutlich wurde. In vivo zeigte PST/M2841 bzw. STX/M2991 im

2771292 ynd Methionin®*****-Mutanten eine im Vergleich mit dem

Gegensatz zu den Arginin
Wildtyp dquivalente bzw. nur geringfiigig verminderte Aktivitit bei der NCAM-Poly-
sialylierung (Abb. 31E). Alle drei betroffenen Aminoséuren sind somit hauptsichlich an der
Katalyse der Autopolysialylierung beteiligt, wobei die dadurch bedingten Auswirkungen auf
die NCAM-Polysialylierung in vivo unterschiedlich stark ausfielen. Der Einfluss dieser
Mutationen auf die Struktur der Enzyme ist in allen Fillen nur gering, kann sich aber in dem
Fall, dass das aktive Zentrum betroffen ist, erheblich auf die Aktivitdt auswirken. Zudem

wurden diese Strukturverdnderungen durch die Gegenwart von NCAM partiell wieder

riickgingig gemacht.

IV 2.11 Cystein®*? (PST)

Dieses Cystein ist Bestandteil des S-Sialylmotives und wie Cystein'** in der gesamten Gruppe
der Sialyltransferasen konserviert. Cystein® soll der Gegenspieler des Cystein'** in der schon
vielfach postulierten intramolekularen Disulfidbriicke sein [79,175]. Der Austausch von
Cystein®? zu Alanin resultierte in einem massiv destabilisierten Protein, das sich weder intra-
zelluldr noch im Uberstand von transfizierten 2A10- oder COS-Zellen darstellen lieB (Abb.
35, Seite 82). Die Ergebnisse fiir die Mutanten PST/C292A und PST/C142A stimmen somit
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exakt tiberein (siche dazu IV 2.3) und liefern ein weiteres Indiz fiir die Ausbildung einer
Disulfidbriicke. Die entsprechende Mutante der a2,6-Sialyltransferase (ST6Gall/C332A)
konnte im Gegensatz zur PST-Mutante sogar 2 bis Smal besser als der Wildtyp in COS-Zellen
exprimiert werden, zeigte aber unter 5% der Aktivitdt des Wildtyps [79]. Die Einfliisse dieses
Cysteins auf die Struktur sind somit bei der PST weitaus groB3er als bei der ST6Gall.

IV 2.12 Methionin®? (PST) / Methionin®*® (STX)

Methionin®*® bildet eine Ausnahme unter den 2A10-Mutationen, da diese Aminosdure nicht in
der gesamten Gruppe 02,8-Sialyltransferasen konserviert ist. In der ST8S1alll befindet sich an
dieser Position ein Leucin. Sialyltransferasen anderer Spezifitidt besitzen ebenfalls eine
Vorliebe fiir kleine aliphatische Aminosduren (Alanin, Valin, Leucin) an dieser Position. Die
einzige Ausnahme bilden die Enzyme der Gruppe ST6GalNAc, die nach dem korrigierten
Sequenzvergleich Phenylalanin an dieser Position aufweisen (siche dazu VI 2). Methionin®*
liegt zwischen den beiden hochkonservierten Aminosiuren des VS-Sialylmotives, Histidin®*!
und Glutamin®*® [77], von denen letztere auch durch eine 2A10-Mutation betroffen ist (siche
IV 2.13). Im 2A10-Klon 2D8 ist Methionin®*® gegen Valin ersetzt, eine Aminosiure, die z.B.
an entsprechender Position in der ST3Galll vorhanden ist. Zusétzlich ist im Klon 2D8 eine
weitere Aminosiure ausgetauscht (Cystein356—>Phenylalanin, siche IV 2.14). Das Aktivitits-
profil von PST/M333V entspricht grofitenteils dem von PST/R277G (siehe IV 2.8). Beide
Mutanten zeigten in vitro eine drastische Reduktion der Autopolysialylierung, waren aber in
Gegenwart von NCAM wieder in der Lage, sich selbst und NCAM zu polysialylieren (Abb.
20, Seite 63). Die Aktivitit der PST wurde jedoch durch die Mutation M333V stirker beein-
trachtigt. Dieser Unterschied wirkte sich auch in vivo aus. Hier konnte im Gegensatz zu
PST/R277G nach Transfektion von PST/M333V weder in COS- noch in 2A10-Zellen Poly-
sialinsdure an NCAM oder am Enzym selbst nachgewiesen werden (Abb. 17, Seite 60; Abb.
27/Abb. 28, Seite 73/72). Die Ergebnisse der entsprechenden STX-Mutanten STX/R292G
und STX/M348V fielen dagegen in vivo und in vitro identisch aus (Abb. 18, Seite 60; Abb.
22, Seite 66).

Da PST/M333V in der Zelle keine Restaktivitit zeigte, konnten mit dieser Mutante
Experimente zur Oligomerisierung durchgefiihrt werden. Zum einen wurde durch
Transfektion von PST/M333V in CHO-KI-Zellen versucht, den Wildtyp aus einem
potentiellen Komplex zu verdridngen, und somit die PSA-Synthese zu inhibieren (Il 2.5.5).
Es wurde jedoch kein Effekt beobachtet, was auch durch die lange Halbwertzeit der PSA, die

die Dauer eines Transfektionsexperimentes unter Umstinden iiberdauert, erklart werden kann.
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Daher wurde im niichsten Experiment der Wildtyp zusammen mit einem Uberschuf8 der
Mutante (bis 1:100) in 2A10-Zellen transfiziert. Aber auch bei konstanter Transfektions-
effizienz konnte keine Abschwichung des PSA-Signals durch PST/M333V beobachtet
werden. Der parallele Versuch mit der komplett inaktiven PST/T189I fiihrte zum gleichen
Ergebnis. Mogliche Erkldrungen sind:

1) Die Konzentration der Mutanten reichte nicht aus, um den Wildtyp effektiv zu

verdrangen.
2) PST liegt in der Zelle nicht als Dimer oder Oligomer vor.
3) Die Mutanten PST/T1891 und PST/M333V haben die Fihigkeit zur Bildung von
Komplexen verloren.

Die Ursache fiir den selektiven Verlust der Autopolysialylierung konnte somit noch nicht
eindeutig identifiziert werden. Durch die Mutation wurde entweder die Féahigkeit zur Multi-
merisierung beeintrdchtigt oder die sterische Anordnung der an der Katalyse beteiligten
Elemente geringfligig verdndert. Moglich ist auch, dass die ausgetauschten Aminoséuren
selbst in den Katalysemechanismus eingreifen.
Zur Untersuchung, welche chemischen Komponenten an der Position 333 fiir die Aktivitét der
PST bendtigt werden, wurde eine zusitzliche Variante hergestellt und analysiert. In Analogie
zur ST8Sialll, die sich ebenfalls autopolysialyliert, wenn auch in einem geringerem Ausmal
als PST [148], wurde an dieser Position ein Leucin eingefiigt. Die Mutante PST/M333L
verhielt sich den Erwartungen gemal} in allen Experimenten wie der Wildtyp (Il 2.5.6). Die
zusitzliche CH,-Gruppe, die Leucin von Valin unterscheidet, entscheidet somit iiber die
katalytische Aktivitdt der PST. Man kann also davon ausgehen, dass hier die sterischen
Effekte, die durch die Verkiirzung der Aminosdureseitenkette ausgeldst wurden, und nicht die
chemischen Eigenschaften an dieser Position ausschlaggebend fiir den Aktivitdtsverlust sind.

3

Eine direkte Beteiligung von Methionin®” am KatalyseprozeB kann somit ausgeschlossen

werden.

IV 2.13 Glutaminsaure®® (PST) / Glutaminsaure®™" (STX)

Diese Aminoséure bildet zusammen mit Histidin®™' (PST) bzw. Histidin®*® (STX) das VS-
Sialylmotiv [77]. Sie ist, wie Tab. 11 auf Seite 127 verdeutlicht, in allen 02,3- und a2,8-
Sialyltransferasen vorhanden. Bei den 02,6-Sialyltransferasen (ST6Gal und ST6GalNAc) ist
der Homologievergleich in diesem Bereich schwieriger, da beide Gruppen N-terminal vom
VS-Sialylmotiv entsprechend dem in Abb. 15 dargestellten Sequenzvergleich einen Einschub

von ca. 20 Aminosduren aufweisen. In dieser zusétzlichen Sequenz befindet sich ein Bereich,
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der zum VS-Sialylmotiv homolog ist. Man kann also davon ausgehen, dass Glutaminsiure®*®

in allen Sialyltransferasen konserviert ist (siche dazu auch VI 2). Anstelle dieser Aminoséiure
ist in der PST des 2A10-Klons 9C8 ein Lysin zu finden. Die Mutanten PST/E336K und
STX/E351K haben ihre katalytische Aktivitdt komplett verloren (Abb. 21, Seite 64; Abb. 23,
Seite 66). Fiir beide konnte jedoch die korrekte intrazelluldre Lokalisation (siehe III 2.4) und
Expression nachgewiesen werden. Der Austausch der Glutaminsdure gegen Lysin, eine
positiv geladene Aminosdure mit entgegengesetzten chemischen Eigenschaften, wirkt sich
somit fatal auf die Aktivitit aber kaum auf die Struktur, Stabilitdt und das Targeting der
Polysialyltransferasen aus. Diese Ergebnisse unterstiitzen die von Geremia et al. (1997)
anhand von Sequenzhomologien aufgestellte Vermutung, dass das VS-Sialylmotiv und
speziell die Glutaminsiure direkt in den Katalysemechanismus bei der Ubertragung von

Sialinsduren auf das nicht-reduzierende Ende von Polysaccharidketten eingreift [77].

IV 2.14 Cystein®® (PST) / Cystein®* (STX)

Insgesamt ist die Homologie innerhalb der Sialyltransferasen C-terminal vom VS-Sialylmotiv
nicht sehr ausgepragt. Auch dieses Cystein ist nur in den 02,8-Sialyltransferasen und in der
ST6Gall vorhanden. In der PST des 2A10-Klons 2D8 liegt zusitzlich zur Mutation Cystein®>®
—Phenylalanin eine weitere Mutation vor (M333V, sieche IV 2.12). Die Sekretion der
Mutante PST/C356F war gegeniiber dem Wildtyp deutlich verringert, wenngleich intra-
zellular dquivalente Mengen nachzuweisen waren (Abb. 20, Seite 63). Die in vitro ausge-
bliebene PSA-Synthese kann somit auch durch die geringere Enzymkonzentration auf der
Gelmatrix bedingt worden sein (Abb. 20, Seite 63). Die Tatsache, dass auch die transfizierten
Zellen keine PSA exprimierten, beweist jedoch, dass PST/C356F keine katalytische Aktiviat
besitzt. In Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass STX besser synthetisiert und
sekretiert wird als PST, zeigte STX/C371F, die in allen Tests ebenfalls inaktiv war, ein
normales Sekretionsverhalten (Abb. 23, Seite 66). Die Analyse der intrazelluldren
Lokalisation ergab, dass PST/C356F nicht wie der Wildtyp nur im Golgi-Apparat, sondern
vorwiegend im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert war (Abb. 24, Seite 68). Doppel-
farbungen mit ER-Marker bestdtigten diesen Befund (Abb. 25, Seite 69). Fiir STX war eine
eindeutige Aussage aufgrund der schon fiir den Wildtyp diffusen Signale nicht moglich (siehe
auch Il 2.4, IV 2.1). Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass der C-Terminus der
Polysialyltransferasen sowohl fiir die Stabilitdt und Aktivitdt als auch fiir das intrazellulédre
Targeting verantwortlich ist. Um einen Vergleich mit den anderen Cysteinmutanten zu

ermoglichen und um zu testen, ob eine gleichgrole und polare Aminosdure, die ebenfalls als
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Elektronendonor fungieren kann, die Funktion des Cysteins iibernehmen kann, wurden die
Mutanten PST/C356A und PST/C356S hergestellt und analysiert. Aber weder Alanin noch
Serin konnte die Funktion des Cysteins an Position 356 {ibernehmen (siche III 4.2).

Die Tatsache, dass sich PST/C356A im Gegensatz zu den anderen vier Cysteinmutanten
wenigstens intrazelluldr noch darstellen lieB, ist ein Indiz dafiir, dass Cystein356 nicht an der
Ausbildung einer Disulfidbriicke beteiligt ist. Wire Cystein® jedoch ausschlieBlich an der
Katalyse beteiligt, dann wiirde eine Mutante keine derartig drastischen Beeintrachtigungen
der Proteinstabilitdt und des Targetings aufweisen. Zudem hétte der Austausch durch Serin

6 ist daher

die Defekte nahezu kompensieren miissen. Die Thiol-Funktion des Cystein®
essentiell an der Faltung, am Targeting und somit auch an der Katalyse der Polysialyl-

transferasen beteiligt.

IV 2.15 Methionin®’ - Glutamin®® (PST)

Die a2,8-Sialyltransferasen weisen C-terminal von Cystein®>® (PST) keine Homologie auf.
Die Enzyme der Subklasse III besitzen den kiirzesten Terminus, der aus einem Alanin besteht.
Alle PST-Verkiirzungen (PST/K358stop, PST/M357Astop, PST/C356stop) besaBlen volle
katalytische Aktivitét (siehe III 3). Die Sequenz C-terminal von Cystein356 ist somit fiir die
Aktivitdt und Stabilitdt der PST nicht notwendig.
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IV 3

Zusammenfassung der Struktur-Funktionsanalyse

In Tab. 10 sind die Erkenntnisse aus der Analyse der PST- und STX-Mutanten unter

Berlicksichtigung der Homologie zu anderen Sialyltransferasen noch einmal zusammen-

gefasst.
Aminosaure(n) Homologie Bedeutung fiir die Struktur und
PST STX £ Funktion des Enzyms
Methionin' - Methionin' - schwach keine
Lysin’® Asparaginsiure®
. 142 essentiell fiir die Strukturausbildung
Cystein / alle STs und Stabilitit der PST
. 146 . 161 alle a2,3-/ malgeblich an der Katalyse beteiligt
Glyein Glyein 02,8-STs (Bindung des Donorsubstrates )
. 156 essentiell fiir die Strukturausbildung
Cystein / alle 02,8-5Ts und Stabilitit der PST
. 169 essentiell fiir die Strukturausbildung
Cystein / alle 2,8-STs und Stabilitit der PST
. 189 . 204 malgeblich an der Katalyse von 02,8-
Threonin Threonin alle a2,8-8Ts glykosidischen Bindungen beteiligt
Valin®*° / keine keine
essentiell flir die Autopolysialylierung
.. 277 .. 29 in vitro, vermindert die Poly-
Arginin Arginin alle 02,8-5Ts sialylierung in vivo, beeinflusst insg.
die Feinstruktur im aktiven Zentrum
mafgeblich an der Katalyse beteiligt
Glycin®™! Glycin®* alle STs (Bindung des Donor- und Akzeptor-
substrates )
essentiell flir die Autopolysialylierung
Methionin?® Methionin®® ST&Siall/ I‘n VIFrO, Ver{nln_dert kaqm die Pply-
v sialylierung In vivo, beeinflusst insg.
die Feinstruktur im aktiven Zentrum
. 290 essentiell fiir die Strukturausbildung
Cystein / alle STs und Stabilitit der PST
essentiell fiir die Autopolysialylierung
.. 333 .. 348 ST8Sial/1l/ in vitro und die Polysialylierung in
Methionin Methionin I\A% vivo, beeinflusst insg. die Feinstruktur
im aktiven Zentrum
Glutaminséure®*® | Glutaminsdure®>! alle STs malgeblich an der Katalyse beteiligt
essentiell fiir das Targeting und die
Cystein®*® Cystein®"! alle 02,8-STs | Aktivitdt in vivo und in vitro, wichtig
fiir die Struktur und Stabilitat
Methionin®*’ - . .
Glutamin®>® / keine keine
Tab. 10: Tabellarische Zusammenfassung der Struktur-Funktionsanalyse der Polysialyltransferasen. ST(s)

steht fiir Sialyltransferase(n).
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IV 3.1 Uberlegungen zum Reaktionsmechanismus

Aus der Analyse der PST- und STX-Mutanten lassen sich einige Aussagen iiber den
Reaktionsmechanismus der Polysialyltransferasen ableiten. Beide Enzyme zeigen keine
Unterschiede beziiglich der aktivitits- und strukturbestimmenden Elemente, wenngleich

dquivalente Mutationen bei der STX stirkere Effekte auslosen. Die hochkonservierten

146/161 336/351)

Aminosduren in den Sialylmotiven (Glycin , Glycinzgl/ 2% Glutaminséure sind

auch bei den Polysialyltransferasen flir die grundlegenden katalytischen Fahigkeiten, wie z.B.

Donor- und Akzeptorsubstratbindung, verantwortlich. Unter den Aminosduren, die nur

189/204

innerhalb der a2,8-Sialyltransferasen konserviert sind, ist nur Threonin essentiell fiir

jegliche Aktivitit der PST bzw. STX. Die iibrigen Positionen (Arginin®’"*%*

333/348

, Methionin®®¥ 296,

Methionin ) wirken sich selektiv auf die Fahigkeit der Enzyme, sich in vitro zu autopoly-
sialylieren, aus und betreffen unterschiedlich stark auch die Polysialylierung in vivo. Dabei
vermag der enge Kontakt zum Akzeptor NCAM in vitro in allen diesen Mutanten, in vivo
dagegen komplett nur bei PST/M2841 und partiell bei PST/R277G und STX/M299I die
Beeintrachtigungen durch diese Mutationen wieder aufzuheben. Die Wiederherstellung der
NCAM-Polysialylierung ging dabei immer einher mit der Wiederherstellung der Autopoly-
sialylierung. Es kann sich also bei diesen Positionen nicht um katalytisch aktive Aminosduren
handeln, da die Mutanten unter bestimmten Bedingungen in der Lage sind, alle katalytischen
Féahigkeiten auszuiiben. Vielmehr miissen hier durch die Mutationen reversible
Verdanderungen im aktiven Zentrum, wie z.B. geringfiigige Dislokationen von katalytisch
aktiven Aminosduren oder an der Katalyse beteiligten Kohlenhydraten, ausgelost worden
sein. Die Beteiligung von Zuckern an der Ausbildung von katalytisch aktiven Polysialyl-
transferasen haben friihere Studien schon eindeutig bewiesen [145,174]. Es wurde gezeigt,
dass Polysialyltransferasen mit terminal galaktosylierten N-Glykanen, wie sie von Lec2-
Zellen exprimiert werden, im Gegensatz zu Enzymen ohne Galaktosen, die in Lec8-Zellen
synthetisiert worden waren, katalytisch voll aktiv sind. Ob die Zucker der Polysialyl-
transferasen dabei aber direkt in die Katalyse eingreifen, oder ob sie nur den Akzeptor fiir die
autokatalytisch synthetisierten PSA-Ketten bilden, wurde nicht geklart. Bei den Mutanten, die
sich nicht mehr autopolysialylieren kénnen, werden diese Zucker dann erst durch die
Interaktion mit NCAM an eine fiir die Synthese der enzymgebundenen PSA zugingliche
Position gebracht. Die so reaktivierten Mutanten sind dann auch wieder in der Lage, NCAM
zu polysialylieren. Frithere Studien haben eindeutig gezeigt, dass bei dieser Reaktion jedoch

keine priaformierte PSA-Ketten iibertragen werden [145]. Da diese Aminosduren in der
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Primédrsequenz relativ weit voneinander entfernt liegen und durch deren Mutation nahezu
gleiche Effekte ausgelost werden, kann man davon ausgehen, dass die Bereiche in der Néhe
des S- und VS-Sialylmotives an der Ausbildung des hochst sensiblen, fiir die Polysia-
lylierungsreaktion spezifischen aktiven Zentrums beteiligt sind.

Ob die Autopolysialylierung nun eine inter- oder intramolekulare Reaktion ist, konnte hier
nicht eindeutig gekliart werden. Die Studien zur Oligomerisierung (siehe dazu IV 2.8 und IV
2.12) haben ausgeschlossen, dass Wildtyp-PST mit den Mutanten PST/T1891 bzw.
PST/M333V einen stabilen Komplex eingeht und dass eine Wechselwirkung zwischen den
Mutanten PST/R277G und PST/M333V zur Wiederherstellung der Autopolysialylierungs-
aktivitét fiihrt. Bei einer intermolekularen Reaktion miisste zudem die Gegenwart von NCAM
bei den Mutanten, die einen Defekt in der Autopolysialylierung aufweisen, die Ausbildung

des katalytisch aktiven Multimers induzieren.

Neben den Polysialyltransferasen wurden bis jetzt zwei weitere Enzyme beschrieben, die sich
in einer Polymerisationsreaktion automodifizieren. Dazu zdhlt zum einen das Glykogenin, das
fir die Initialisierung der Glykogensynthese verantwortlich ist, und zum anderen die
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP), die u.a. an der DNA-Reparatur beteiligt ist.

Glykogenin, ein Protein mit 37 kDa, das in einem Komplex mit der Glykogensynthase
vorliegt, bildet an der Hydroxylgruppe eines hochkonservierten Tyrosinrestes in einer
autokatalytischen Reaktion ein Polymer aus acht bis 20 a1,4-verkniipften Glukosemolekiilen,
das dann als Akzeptor fiir die Glykogensynthase dient (zur Ubersicht siehe [183], Details in
[184]). In Ubereinstimmung mit der Polysialylierung ist diese Reaktion Mn* -abhingig und
bendtigt den aktivierten Zucker, hier UDP-Glukose als Donorsubstrat. Fiir die Mn®"-Bindung
wurde ein Motiv aus drei Aminosduren (Asparaginsdure-Alanin-Asparaginsédure) identifiziert,
das auch in anderen Glykosyltransferasen nachgewiesen wurde [185,186]. Fiir die Sialyl-
transferasen existiert als mogliches Aquivalent im L-Sialylmotiv eine sehr dhnliche hoch-
konservierte Sequenz aus den Aminosduren Asparaginsdure-Valin-Glutaminsdure. Die
gezielte Mutagenese eines hochkonservierten Lysinrestes im Glykogenin aus Kaninchen-
muskel (Lysin®**—Glutamin), fiihrte zu einer katalytisch inaktiven Mutante, die aber von einer
anderen Mutante, die anstelle des katalytisch essentiellen Tyrosin'** ein Phenylalanin aufweist
und alleine auch inaktiv war [187,188], autoglykosyliert werden konnte [189]. Damit ist fiir
das Glykogenin der Beweis erbracht, dass es sich bei der Autoglykosylierung um einen
intermolekularen Mechanismus handelt. Desweiteren konnte ein Dimer aus Glykogenin-

molekiilen in Gelfiltrationsexperimenten [190] und in der Kristallographie [191]
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nachgewiesen werden. Ob es zur Bildung von Tetrameren oder grofleren Komplexen kommt,
konnte noch nicht gezeigt werden. Fiir die Polysialyltransferasen konnte die Existenz eines
entsprechendes Mutantenpaares und damit die Oligomerisierung entweder aufgrund der
zufillig bedingten Mutationen in der Komplementationsgruppe 2A10 in dieser Arbeit noch
nicht nachgewiesen werden oder sie ist wegen eines abweichenden Reaktionsmechanismus
ganz auszuschlieBen. Fiir Glykogenin konnte auch gezeigt werden, dass die Autoglyko-
sylierung, die Hydrolyse von UDP-Glukose und die Glykosylierung von anderen Akzeptoren
in einem aktiven Zentrum stattfindet [192]. Eine weitere Parallele zu den Polysialyl-
transferasen besteht darin, dass auch zwei homologe Formen des Glykogenins (Glykogenin-1
und -2) existieren, die gewebsspezifisch exprimiert werden und sich in ihren katalytischen
Féhigkeiten nur geringfiigig unterscheiden [193]. Glykogenin-1 ist das aktivere Enzym, das
zuséatzlich in der Lage ist, die Autoglykosylierung von Glykogenin-2 zu verstiarken [194]. Ko-
Immunprézipitationsexperimente in dieser Studie haben zudem gezeigt, dass beide Enzyme,
die jeweils ein minimales Leucin-Zipper-Motiv enthalten, einen stabilen Komplex eingehen.
Diese Daten implizieren, dass Glykogenin-1 entweder der allosterische Aktivator von
Glykogenin-2 ist oder in einem oligomeren Komplex Glykogenin-2 glykosyliert. Ob PST und
STX sich gegenseitig in dhnlicher Weise beeinflussen, wurde bis jetzt noch nicht untersucht.

Die Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) ist ein nukledres Enzym, das durch die Bindung
an Einzelstrangbriiche in der DNA die Polymerisation von bis zu 200 ADP-Ribosemolekiilen
aus NAD" an mehreren DNA-bindenden Proteinen und sich selbst katalysiert (zur Ubersicht
siche [195]). PARP besteht aus 1014 Aminosduren und ist in drei Domédnen gegliedert: die
DNA-bindende Doméne am N-Terminus, die katalytische Domdne am C-Terminus und die
zentrale Automodifikationsdoméine, die 15 hochkonservierte, automodifizierbare Glutamin-
sduren enthdlt und fiir Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich ist. Die Initiationsreaktion
der Poly-ADP-Ribosylierung besteht aus dem Transfer einer ADP-Ribose aus NAD" auf eine
Glutaminséure des Akzeptorproteins. Zur Elongation werden dann ADP-Ribose-Einheiten
iiber (1'-2")-glykosidische Bindungen verkniipft. Die Verzweigung von Poly(ADP-Ribose)-
Ketten in einer (2"-1")-Bindung, die einmal in 40 ADP-Ribose-Einheiten auftritt, wird
ebenfalls von der PARP katalysiert. Die autokatalytische Poly-ADP-Ribosylierung findet
nach der Ausbildung eines Homodimers in einer intermolekularen Reaktion statt [196]. Die
automodifizierte PARP greift dann z.B. in die Aktivierung des 20S-Proteasoms [197] oder die
Rekrutierung von Signalproteinen, wie p53 oder MARCKS, die beide ein Bindungsmotiv fiir
das ADP-Ribose-Polymer aufweisen [198], ein. In Ubereinstimmung mit den Polysialyl-

transferasen konnte auch fiir die PARP gezeigt werden, dass die enzymgebundenen Polymere
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keine Zwischenprodukte bei der Poly-ADP-Ribosylierung anderer Akzeptoren darstellen
[195]. Ansonsten weisen beide Enzymklassen keine Gemeinsamkeiten auf, was allein schon

durch die unterschiedlichen Substrate erklart werden kann.

IV 3.2 Uberlegungen zur Disulfidbriickenstruktur

Eindeutige Beweise zur Disulfidbriickenstruktur, die aus der Analyse des PST-MycHis-
Fusionsproteins anhand von Proteaseverdaus und anschlieBender Analyse der Spaltstiicke
durch Massenspektroskopie zu erwarten gewesen wiren, liegen zur Zeit leider noch nicht vor.
Die jetzt aktuelle Hypothese basiert auf der Analyse der Cysteinmutanten und der Alkylierung
des PST-MycHis-Fusionsproteins. Die ersten beiden der insgesamt sieben Cysteine in der
PST haben keinen Einfluf3 auf die Aktivitit des Proteins (siche IV 2.2). Der Austausch eines
der restlichen fiinf Cysteine (siche dazu Abb. 44, Seite 96) gegen Alanin bewirkte dagegen
einen erheblichen Stabilitatsverlust des mutierten Enzyms, sodass alle Mutanten rekombinant
nicht darzustellen waren. Im Fall des Cysteins am C-Terminus war die Beeintrichtigung
durch die Mutation nicht so erheblich, da die Mutanten PST/C356A und PST/C356F
wenigstens intrazelluldr noch nachzuweisen war. Die Mutante STX/C371F zeigte dagegen ein
dem Wildtyp édquivalentes Expressionsverhalten. In beiden Féllen bedingte aber der
Austausch dieses Cysteins den Verlust der katalytischen Aktivitdt. Da sich somit das C-
terminal gelegene Cystein in seiner Bedeutung fiir die Stabilitét der PST von den iibrigen vier

Cysteinen abhebt, ist anzunehmen, dass Cystein3 S6/371

als freie Thiol-Gruppe reduziert
vorliegt. Da die Einzelmutanten der librigen Cysteine identische Defizite aufweisen, und
aufgrund der Ergebnisse der Alkylierungsversuche (siehe III 6.2) wird hier die Existenz von
zwei Disulfidbriicken in der PST postuliert. Unter Beriicksichtigung der unterschiedlich
starken Konservierung ist weiterhin anzunehmen, dass an einer Disulfidbriicke die hoch-
konservierten Cysteine der Positionen 142 und 292 (siehe dazu IV 2.3, IV 2.11) und an der

6

anderen Cystein'>® und Cystein169, welche nur innerhalb der 02,8-Sialyltransferasen

konservierten sind (siche dazu IV 2.5), beteiligt sind.
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IV 4 Ausblick

Um eine eindeutige Korrelation zwischen essentiellen Aminosduren und deren Beteiligung
am Katalysemechanismus der Polysialyltransferasen treffen zu konnen, sind eingehendere
Charakterisierungen der vorhandenen Mutanten und zusdtzliche Mutagenesestudien
notwendig. Um die exakten chemischen Anforderungen an die in dieser Arbeit identifizierten
essentiellen Positionen kennenzulernen, bietet sich der gezielte Austausch gegen andere
Aminosduren an diesen Positionen an. Zudem gibt es noch weitere interessante Aminosduren
z.B. in den Sialylmotiven der Polysialyltransferasen, deren Mutation aufschlussreich wére.
Zur Kléarung der Frage, ob die Autopolysialylierung eine mono- oder bimolekulare Reaktion
ist, die auf Oligomerisierung beruht, sind sicherlich zunédchst Ko-Immunprizipitations-
experimente mit verschiedenen Fusionsproteinen von Wildtyp-PST bzw. -STX und mit der
Kombination beider Polysialyltransferasen durchzufiihren. Interessant wére dann, ob die
2A10-Mutanten, insbesondere die in der Autopolysialylierung negativen Mutanten sich in
analogen Experimenten vom Wildtyp unterscheiden. Zur eindeutigen Beantwortung der
Frage, ob und wie Kohlenhydrate in den Katalysemechanismus eingreifen, bieten die erst seit
kurzem zuginglichen N-Glykosylierungsmutanten der PST und STX zusammen mit den in
der Autopolysialylierung negativen Mutanten und entsprechenden Doppelmutanten eine
geeignete Basis fiir kombinierte in vitro-Aktivitétstests.

Eindeutige Aussagen iiber die Disulfidbriickenstruktur der PST werden durch die weitere
Analyse des PST-MycHis-Fusionsproteins durch Proteaseverdau und anschlieBende
hochsensitive Analytik mit dem Massenspektrometer mdglich. Eine Alternative bestiinde im
Austesten verschiedener Expressionssysteme mit der Option, die Cysteinmutanten auf andere
Weise dennoch rekombinant darstellen zu kdnnen.

Da sehr viele Klone innerhalb der Komplementationsgruppe 2A10 einen Defekt aufweisen,
der entweder die Transkriptionseffizienz oder die mRNA-Stabilitdt betrifft, eignen sich diese
Klone, um Studien beziiglich der genomischen Organisation und Regulation des PST-Gens

durchzufihren.
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\4 ANHANG

VI 1 cDNA-Sequenz der Hamster-PST (ST8SialV)

GCGACCGCCA
70

AGAGACCCTG
140

CACCGCAGAC
210

CTCTCCCTCG
280

GACTTTCCCG
350

GATCTTTTAT
420

GAATTGIGIT
490

TCCAACATTC
560

TTTCTTAGAT
630

GTGITGGACA
700

TGAAAAACCG
770

CAAGGAGATT
840

GTGGGGACTA
910

ATGAGAGTGA
980

TTTCATGGTC
1050

GTGCGAACTG
1120

CCATCAAAAG
1190

GTATGGGTTC
1260

AAATATAGAT
1330

ACAACAGAGG
1400

CCTCCAATGC ACAAGGTGIC ACATTTGAAA AGAAACCTGA

GCCTGGCTAG TGCAAACTGC GCGGCAGEGEC GCTGGGECAGC

CATCCTAGCG ACCTGATTCT

ATTATTTCCC CAAAACGGAA

GGCACCCAAG ATGCGCTCCA

AAGACAAAAG AGATAGCCAG

TGAGCAGATC ACTTGICAAC

TGTACAAGGC TGGAGAATCA

GCTGAACGTG ATGTCTCTGT

GACGCCGGAC GCTAAATATT

CAGGITTAAG ACCTGIGCTG

GACAGTCACA ATTTTGTAAT

AATCAGATTT TATTACCATG

CAGAGCAAAA TTTGTGCATA

AAAGGAGGAG AGAAGCACGT

CCTATCCATC ACTGAGACTT

ACCCAGCACA GGECCTCCTCA

TGGCCCTTCC CTAAGGATTT

ACTTTTCCAA CGCAAGCCCT

AGCACTAAAA CTGACCACAG

GGGATCTCGG

CCTTTATACC

TTAGAAAACG

AACTGAGGAG

ACCTCTGATA

ATTCTTCTTT

GGTCAAGAGC

TCCCATGATC

TTGTTGGAAA

CAGGTGCAAT

AACCCATCAG

GACTTTCCAT

GGAATGGGIT

ATTCATCCTG

TGTACACACT

GAATGGAAAA

CACAGAATGC

GGAAGTGCAT

CTCCACGCTC

AAGAGAAGGT

GTGGACCATC

CACCAAGAGA

AAATCATTCG

AGTCCTGGAG

AGCTTCAAGC

TGCACAGCCT

CTCTGGCATT

CTAGCTCCTG

TTGTGCAGAG

GCTGAATGAC

AATGCATTAA

TCAGAGGITA

GGCCACCAGA

GCTGTGAAAT

CATTAGAATT

GAAGCAATAA

GCCCGGEEEGEA

CTGGAGAACC

CCTTCGCAAT

GCCGGAGCTG

TGCACTATAA

CGCAACTCAT

GAAGGCTGEC

ATACGGAAGA

CTGGTGATGT

CCTGCCTGAA

CTACTAGACA

TGGTGGAGIT

AGCATTTGGA

AGTGTCCTTT

TCCTTAAGAA

CTGGCTGACC

TTTTGTGATG

ATCATTACTA

CAAAACCCTG

AGCACATATT

GAAGGCGCTG

CAGAGAGCTC

TTTCAGATTT

GGGCAACCAG

GTCTACTTCT

CGGAGATGGT

TCAACCATCT

ACATTCTCCG

CATCCACTAT

GTTTCACCAA

GTGGATGTGG

TGCTGCGGAT

GGCTTTCGGA

GGATCCCCGC

CAAGCTGAAA

AACAAAGTGC

AAATTCACCT

CGATGACTTG

AATGIGCTAC

GAAGGATCAA
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VI 2 Aminosauren, die in anderen Sialyltransferasen anstelle
der in 2A10 mutierten Positionen vorkommen
Die den 2A10-Mutationen entsprechenden Positionen wurden groBtenteils dem in Abb. 15
dargestellten Homologievergleich (Programm: DNAStar MegAlign) entnommen und
gegebenenfalls auf die Enzyme anderer Spezies iibertragen. In einigen Fillen, wie z.B. bei
den 02,6-Sialyltransferasen (ST6Gal und ST6GalNAc) im Bereich des VS-Sialylmotives
ergab die individuelle Uberarbeitung anhand der Homologievergleiche dieser Enzymgruppen
unter sich eine von dem Homologievergleich aller Sialyltransferasen (Abb. 15) abweichende,
aber stimmigere Zuordnung (sieche dazu auch IV 2.13). In der folgenden Tab. 11 sind beide
Alternativen aufgefiihrt. Die an erster Position aufgefiihrte Aminosédure entstammt dabei dem

iberarbeiteten Sequenzvergleich.

Name des Enzyms ﬁt;gangs- Mutierte Positionen in 2A10-Zellen (Hamster-ST8SialV)
Gl46E T1891 R277G G281S M2841 M333V E336K C356F
ST (Mensch) U14550 G G M G M L E -
ST3Gal (Mensch) ABO018356 G M \% G A A% E G
ST3Gal (Mensch) L23767 G L - G A v E S
ST3Gal (Mensch) L23768 G I I G A I E S
ST3Gal (Mensch) L13972 G L - G S A E -
ST3Gal (Mensch) AF059321 G L - G S A E -
ST3Gal (Maus) D28941 G L - G A v E Y
ST3Gal (Maus) AB013302 G M I G A A% E G
ST3Gal (Maus) X73523 G L - G S G E -
ST3Gal (Ratte) M97754 G I I G A I E S
ST3Gal (Schwein) M97753 G F - G S G E -
ST3Gal I (Huhn) X80503 G F - G S G E -
ST3Gal II (Mensch) U63090 G F - G \Y% A E -
ST3Gal IT (Maus) X76989 G F - G \Y% A E -
ST3Gal II (Ratte) X76988 G F - G \% A E -
ST3Gal III (Maus) X84234 G I I G A I E S
ST3Gal III (Goldhamster) |AJ245699 G I I G A I E -
ST3Gal IV (Goldhamster) |AJ245700 G L - G A A% E -
ST3Gal V (Mensch) AF105026 G M v G A v E G
ST3Gal V (Maus) Y 15003 G M I G A v E G
ST3Gal VI (Mensch) AB022918 G L - G A \Y E Q
ST6Gal I (Mensch) X62822 S L P/- G G L E/G C/H/-
ST6Gal I (Maus) D16106 S L P/- G G L E/G C/R/-
ST6Gal I, Variante (Ratte) |[M83143 S L P/- G G L E/G C/R/-
ST6Gal I (Ratte) M18769 S L P/- G G L E/G C/R/-
ST6Gal (Bos Taurus) Y15111 S L P/- G G L E/G C/R/-
ST6Gal I (Huhn) X75558 S L P/- G G L E/G C/H/-
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Name des Enzyms Zugangs- Mutierte Positionen in 2A10-Zellen (Hamster-ST8SialV)
(Fortsetzung) Nr.
Gl46E T1891 R277G G281S M2841 M333V E336K C356F

ST6GalNAc I (Huhn) X74946 G G R/- G L F E -
ST6GalNAc 1T (Maus) X93999 G G M/- G M L E -
ST6GalNAc II (Huhn) X77775 G G M/- G M M E -
ST6GalNAc III (Maus) Y11342 S v L/Y G T F/W E/K -
ST6GalNAc III (Ratte) 129554 S A% L/Y G T F/W E/K -
ST6GalNAc IV-Isof. 1 (Maus) |Y15779 S \% L/F G T F/W E/K -
ST6GalNAc IV-Isof. 2 (Maus) |Y15780 S \% L/F G T F/W E/K -
ST6GalNAc V (Maus) AB030836 T vV L/W G T F/W E/T A
ST8Sia I (Mensch) X77922 G T R G L M E C
ST8Sia I (Mensch) D26360 G T R G L M E C
ST8Sia I (Maus) X84235 G T R G L M E C
ST8Sia I (Ratte) U53883 G T R G L M E C
ST8Sia I (Ratte) D45255 G T R G L M E C
ST8Sia II (Mensch) NM 006011 G T R G M M E C
ST8Sia I, Teil (Affe) AF210318 G T R G M M E ?
ST8Sia II (Maus) X83562 G T R G M M E C
ST8Sia II (Ratte) L.13445 G T R G M M E C
ST8Sia II (Xenopus) AB007468 G T R G M M E C
ST8Sia III (Mensch) AF004668 G T R G M L E C
ST8Sia III (Maus) P.: A56950 G T R G M L E C
ST8Sia IV (Mensch) NM 005668 G T R G M M E C
ST8Sia IV, Teil (Affe) AF210729 G T R G M ? ? ?
ST8Sia IV (Maus) X86000 G T R G M M E C
ST8Sia IV, Teil (Ratte) U90215 G T R G M M E ?
ST8Sia IV (Goldhamster) AJ245701 G T R G M M E C
ST8Sia IV (Huhn) AF008194 G T R G M M E C
ST8Sia V (Mensch) U91641 G T R G L M E C

Tab.11: Auswahl einiger Sialyltransferasen mit den Zugangsnummern in der Gen-Datenbank unter
Bertiicksichtigung der sich in diesen Enzymen anstelle der in 2A10-Klonen mutierten Positionen
befindenen Aminoséuren.

VI 3  Tabellarische Zusammenstellung der bis jetzt klonierten
eukaryontischen Sialyltransferasen

Nr. Name des Enzyms Zugangs-Nr. Literaturangabe
ST (Mensch) U14550 Sotiropoulou, direct submission (1994)
2 ST (Maus, putativ) AJ007310 Lee et al; JBC 274 (17), 11958-11967 (1999)
3 ST3Gal (Mensch) ABO018356 Ishii et al; JBC 273 (48),31652-31655 (1998)
(GM3-Synthase, SAT-1)
ST3Gal (Mensch) (SAT3) L23767 Kitagawa, Paulson; JBC 269 (2), 1394-1401 (1994)
5 ST3Gal (Mensch) (SIAT6) L23768 Kitagawa, Paulson; Biochem. Biophys. Res. Commun.
=> identisch zu 6 194, 375-382 (1993)
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Nr. Name des Enzyms Zugangs-Nr. Literaturangabe
(Fortsetzung)
6 | ST3Gal (Mensch) (SIAT6) NM 006279 | Kitagawa, Paulson; Biochem. Biophys. Res. Commun.
=> identsch zu 5 194, 375-382 (1993)
7 | ST3Gal (Mensch) (SIAT4A) L13972 Chang et al; Glycobiology 5 (3), 319-325 (1995)
=> identisch zu 14
ST3Gal (Mensch) (SIATFL) AF059321 Shang et al; Eur. J. Biochem. 265 (2), 580-588 (1999)
ST3Gal (Maus) D28941 Sasaki et al; unpublished (1994)
10 ST3Gal (Maus) ABO013302 Fukomoto et al; JBC 274 (14), 9271-9276 (1999)
(GM3-Synthase)
11 ST3Gal (Maus) X73523 Lee et al (Tsuji); Eur. J Biochem 216 (2), 377-385
=> identisch zu 15 (1993)
12 ST3Gal (Ratte) M97754 Wen et al; JBC 267 (29), 21011-21019 (1992)
13 ST3Gal (Schwein) M97753 Gillespie et al; JBC 267, 21004-21010 (1992)
14 ST3Gal I (Mensch) L29555 Kitagawa et Paulson ; JBC 269, 17872-17878 (1994)
(hST30-1) => identisch zu 7
15 ST3Gal I (Maus) X73523 Lee et al; Eur. J. Biochem. 216, 377-385 (1993)
=> identisch zu 11
16 ST3Gal I (Huhn) X80503 Kurosawa et al; Biochim. Biophys. Acta 1244 (1),
216-222 (1995)
17 ST3Gal I (Mensch) U63090 Kim et al; Biochem. Biophys. Res. Commun. 228 (2),
=> identisch zu 18 324-327 (1996)
18 ST3Gal II (Mensch) X96667 Giordanengo et al; Eur. J. Biochem. 247 (2), 558-566
=> identisch zu 17 (1997)
19 ST3Gal II (Maus) X76989 Lee etal ; JBC 269, 10028-10033 (1994)
20 ST3Gal II (Ratte) X76988 Lee etal ; JBC 269, 10028-10033 (1994)
21 ST3Gal III (Maus) X84234 Kono et al; Glycobiology in press
=> identisch zu 22
22 ST3Gal III (Maus) (Siat3) NM 009176 Kono et al; Glycobiology in press (Jan 2000)
=> identisch zu 21
23 ST3Gal III (Goldhamster) AJ245699 Grabenhorst et al; unpublished (Aug. 99)
24 ST3Gal IV (Mensch) ? Verweis: cc, Biochem Biophys Res Commun 257 (2),
516-522 (1999)
25 ST3Gal IV (Goldhamster) AJ245700 Grabenhorst et al; unpublished (Aug. 99)
26 ST3Gal V (Mensch) AF105026 Kim et al (Lee), unpublished (1999)
27 ST3Gal V (Maus) Y15003 Kono et al; Biochem. Biophys. Res. Commun. 253
(1), 170-175 (1998)
28 ST3Gal V (Maus) AF119416 Kapitonov et al; Glycoconjugate J. 16, 337-350 (1999)
29 |ST3Gal VI (Mensch,Melanom)| AB022918 Okajima et al; JBC 274 (17), 11479-86 (1999)
30 ST3Gal VI (Mensch) AF119391 Kapitonov et al; Glycoconjugate J. 16, 337-350 (1999)
31 ST3Gal VI (Maus) AF119390 Kapitonov et al; Glycoconjugate J. 16, 337-350 (1999)
32 ST6Gal I (Mensch) X62822 Base et al; JBC 116 (2), 423-435 (1992)
=> identisch zu 33
33 | ST6Gal I (Mensch) (SIAT1) | NM 003032 Base et al; JBC 116 (2), 423-435 (1992)
=> identisch zu 32 (Mérz 1999)
34 ST6Gal I (Maus) D16106 Hamamoto et al; Bioorg. Med. Chem. 1 (2), 141-145
(1993)
35 | ST6Gal I - Variante (Ratte) MS83143 Wen et al; JBC 267, 2512-2518 (1992)
36 ST6Gal I (Ratte) M18769 Weinstein et al; JBC 262, 17735-17743 (1987)
37 ST6Gal I (Rind) YI15111 Mercier et al; Glycobiology 9 (9), 851-863 (1999)
38 ST6Gal I (Huhn) X75558 Kurosawa et al; Eur. J. Biochem. 219 (1-2), 375-381
(1994)
39 ST6GalNAc I (Mensch) Y11339 Ikehara et al; Glycobiology 9 (11), 1213-1224 (1999)
40 ST6GalNAc I (Huhn) X74946 Kurosawa et al; JBC 269 (2), 1402-1409 (1994)
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Nr. Name des Enzyms Zugangs-Nr. Literaturangabe
(Fortsetzung) (GenBank)

41 ST6GalNAc I (Maus) Y11274 Kurosawa et al; J Biochem 127(5), 845-854 (2000)

42 ST6GalNAc 1T (Maus) X93999 Kurosawa et al; JBC 271, 15109-15116 (1996)

43 ST6GalNAc II (Huhn) X77775 Kurosawa et al; JBC 269, 19048-19053 (1994)

44 ST6GalNAc I (Mensch) AJ251053 Samyn-Petit et al; Biochim Biophys Acta 1474(2),
201-11 (2000)

45 ST6GalNAc 11T (Maus) Y11342 Lee etal ; JBC 274 (17), 11958-11967 (1999)

46 ST6GalNAc III (Ratte) L29554 Sjoberg et al. ; JBC. 271 (13), 7450-7459 (1996)

47 | ST6GalNAc IV-Isof.1 (Maus) Y15779 Lee etal ; JBC 274 (17), 11958-11967 (1999)

48 | ST6GalNAc IV-Isof.2 (Maus) Y 15780 Lee etal ; JBC 274 (17), 11958-11967 (1999)

49 ST6GalNAc V (Maus) ABO030836 Okajima et al; JBC 274 (43), 30557-30562 (1999)

50 ST6GalNAc V (Maus) AB028840 Ikehara et al; FEBS Lett 463 (1-2), 92-96 (1999)

51 ST6GalNAc VI (Maus) NM_013443 Okajima et al; JBC 275 (10), 6717-6723 (2000)

52 ST8Sia I (Mensch) X77922 Sasaki et al; JBC. 269 (22), 15950-15956 (1994)

(GD3-Synthetase)
(GD3/GT3-Syn.) => Protein: 143494 Nakayama et al; JBC 271 (7), 3684-3691 (1996)
53 ST8Sia I (Mensch) D26360 (15 AS | Nara et al; PNAS U.S.A. 91 (17), 7952-7956 (1994)
(GD3-Synthase) kiirzer als Nr. 54)

54 | ST8Sia I (Maus) (GD3-Syn.) X84235 Kono et al; JBC 271 (46), 29366-29371 (1996)

55 ST8Sia I (Ratte) U53883 Zeng et al; Biochem. Biophys. Res. Commun. 226 (2),
319-323 (1996)

56 ST8Sia I (Ratte) D45255 Watanabe et al; J. Biochem. 120 (5), 1020-1027 (1996)
57 ST8Sia II (Mensch) NM 006011/ | Scheidegger et al; JBC 270 (39), 22658-22688 (1995)
(SIAT8B) U82762 Angata et al; JBC (1997)

58 | ST8Sia Il, Teil (african green AF210318 Sevigny,M.B. and Troy,F.A. II., direct submission
monkey) (Dez. 1999)
59 ST8Sia II (Maus) X83562 Kojima et al; FEBS Lett. 360 (1), 1-4 (1995)
60 ST8Sia II (Ratte) L13445 Livingston et al; JBC 268 (16), 11504-11507 (1993)
61 | ST8Sia II (Xenopus laevis) AB007468 Kudo et al ; Glycobiology, 8 , 771 -(1998)
62 ST8Sia III (Mensch) AF004668 Lee et al; Arch. of Biochem. And Biophys., Vol. 360,
No. 1, 1" Dec., pg 41 — 46, 1998
63 ST8Sia III (Maus) Protein: Yoshida et al; JBC 270 (24), 14628-14633 (1995)
=> identisch zu 73 A56950/Q64689
64 | ST8Sia Il (Maus) (5’-Ber.) X93998 Yoshida et al; Glycobiology 6 (6), 573-580 (1996)
65 ST8Sia IV (Mensch) NM_005668/ Nakayama et al; PNAS, 92 (15), 7031-7035 (1995)
L41680 (Juni 1999)
66 | ST8Sia IV, Teil (african green AF210729 Sevigny,M.B. and Troy,F.A. II., direct submission
monkey) (Dez. 1999)
67 ST8Sia IV (Maus) X86000/ Yoshida et al; J. Biochem. (Tokio), 118(3), 658 — 64
AJ223956 (1995) bzw. Eckhardt, direct Submission
68 ST8Sia IV (Ratte) U90215 Philips et al; Dev. Brain Res., 102, 143-155 (1997)
69 ST8Sia IV (Hamster) 746801 Eckhardt et al; Nature, 373, 715- (1995)
70 ST8Sia IV (Goldhamster) AJ245701 Grabenhorst et al; unpublished (Aug. 99)
71 ST8Sia IV (Huhn) AF008194 Bruses, Rollins, Rutishauser , unpublished (1998)
72 ST8Sia V (Mensch) U91641 Kim et al; Biochem Biophys Res Commun. 235 (2),
327-330 (1997)
73 ST8Sia V (Maus) X80502 Kono et al; JBC 271 (46), 29366-29371 (1996)
=> identisch zu 63
74 ST8Sia V (Ratte) ? Zeng et al; Gene 187 (1):131-134 (1997)
Tab. 12: Tabellarische Zusammenstellung der bis jetzt klonierten Sialyltransferasen aus allen landlebenden

Vertebraten mit Angabe der Zugangsnummer in der Gen-Datenbank und der entsprechenden

Literaturstelle.
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