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Einleitung

.1  Filarien und Filariosen
[.1.1 Biologieund Epidemiologie

Unter dem Begriff Filariose verstent man algemein die Infektion mit den humanpathogenen
Nematoden Wuchereria bancrofti, Brugia spp., Onchocerca volvulus, Loa loa und Mansonel -
la spp.. Als , lymphatische Filariosen” werden jene Infektionen bezeichnet, die durch die Lo-
kalisation der adulten Filarien (Fadenwirmer) von W. bancrofti und Brugia spp. und der
daraus induzierten Immunpathologie entstehen.

Die Erreger der menschlichen Filariosen sind parasitische Rundwirmer vom Unterstamm
NEMATODA aus der Uberfamilie der FILARIOIDEA. Abb. 1 gibt eine kurze systematische Uber-
sicht Uber die Organisation der Nematoden.

Filarien und die von ihnen hervorgerufenen Erkrankungen stellen in vielen tropischen, vor-
nehmlich Entwicklungdandern, ein Gesundheitsproblem ersten Ranges dar. Weltweit sind
100 Millionen Menschen mit verschiedenen Arten dieser Parasiten befalen [1]. Jedoch wird
die Zahl der Infizierten auf insgesamt 400 Millionen geschétzt.

Die Filarioidea sind ausschliefdlich getrenntgeschlechtlich, wobei das Mannchen stets kleiner
als das Weibchen ist. Die weiblichen Filarien gebéaren Larven, die Mikrofilarien (Mff). Diese
Mikrofilarien missen, um ihre weitere Entwicklung fortsetzen zu kénnen, von blutsaugenden
GliederfiRern (Arthropoden), ihren Ubertragern (Vektoren), aufgenommen werden. Die
HauptUbertrager gehdren zu den Micken der Culex-Arten. Mikrofilarien, die mit der Blut-
mahlzeit des Ubertragers aufgenommen werden (Larvenstadium L1), entwickeln sich zu-
nachst zum zweiten Larvenstadium (L2), und spéter zur infektiosen Larve (L3). Diese wan-
dert in die Kopfkapsel des Zwischenwirts ein und kann beim folgenden Saugakt auf den End-

wirt Ubertragen werden. Nach zwel weiteren Hautungen im Endwirt entwickelt sich ein juve-
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Oxyuridae

Strongyloididae Ancylostomatidae - Dioctophymatidae —Mermithidae

Filarioidea Dracunculoidea

Anisakidae Rhabditidae Trichostrongylidae Trichuridae
Ascarididae Metastrongylidae Trichurinellidae
i~ Filaridae Caenorhahditis elegans
Ascaris lumbricoides
Wuchereria bancrofti Toxocara canis
Brugia spp.
Litomosoides sigmodontis
(- 0nchocercidae

Onchocerca volvulus
Acanthocheilonematidae

Acanthocheilonema viteae

Uberfamilie

Familie

Soezies

Abb.1: Taxonomische Einordnung innerhalb des Unterstammes der Nematoden nach Donges

[2]. Der Ubersichtlichkeit halber wurden nur ausgewahlte Familien und Spezies aufge-
fuhrt.
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niler, préadulter Wurm, der nach einigen Monaten Geschlechtsreife erlangt (L4) (s. Abb. 2)
[3, 4]. Bei den lymphatischen Filariosen des Menschen leben die adulten Filarien knéuelartig
zusammenliegend in den Lymphgefél3en und im Sinus der Lymphknoten, hauptséachlich im
Bereich des Beckens und der unteren Extremitdten [1]. Die Mikrofilarien zirkulieren im
Tagesverlauf periodisch oder aperiodisch im peripheren Blut. Damit haben sie sich optimal
der Stechaktivitat ihrer Ubertrager angepalit.

L4

Praadulte Mf

i Endwirt
/ Mf
Vektor &&'ﬁ’j
L3 -
Infektiose ?F‘h )
Larve ‘\ {;—)

L2

Abb.2: Allgemeiner Entwicklungszyklus von Filarien mit ihren Vektoren und Endwirten.
Mf, Mikrofilarie
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Die Epidemiologie der Mikrofilarien wird tberwiegend durch ihre Ubertrager bestimmt,
welche sich in Gebieten mit konstanter Warme und gleichzeitig hoher Luftfeuchtigkeit
vermehren. Die rdumliche Néhe stehender Gewasser und menschlicher Wohnungen in den
Tropen und Subtropen ermdglicht die Ubertragung selbst in Stadten, wo Culex-Arten auch in
verschmutzten Gewaéssern briten kdnnen. Demgegeniber sind die Larvenstadien der
Ubertragermiicken von O. volvulus (Smulium-Arten) auf flieRende Gewasser angewiesen, so
da3 die Onchozerkose entlang von Flissen besonders haufig ist und daher auch als
Flugblindheit bezeichnet wird [1,5].

Bedingt durch die lange Lebensdauer von Filarien im Endwirt, entstehen in der Regel
chronische Erkrankungen, die meist auf immunpathologische Reaktionen des Wirts
zurlckgehen. Da sich individuell bel infizierten Patienten ein Spektrum von Krankheits-
bildern entwickelt, wird die Filariose auch als ,spektrale Erkrankung” bezeichnet. Je nach
individueller Immunreaktion entstent bei langanhaltender Re-Infektion durch Vektoren
(Super-Infektion) als auffalligstes Krankheitshild die Elephantiasis, eine entziindliche An-
schwellung der Lymphdrisen, die zur extremen Ausdehnung der Extremitéten fihrt. Daneben
ist noch die Tropische Pulmonale Eosinophilie (TPE) zu nennen. Aber auch die anfangs
unauffélligen Krankheitsverlaufe sind fir die Betroffenen mit starken Einbul3en der
Gesundheit und der Lebensqualitét verbunden.

Seit mittlerweile Jahrzehnten werden weltweit Filariose-Bekampfungsprogramme von der
WHO angestrengt, die anfangs lediglich die Vernichtung der Vektoren zum Ziel hatte, um die
Ubertragung des Parasiten von Mensch zu Mensch zu unterbrechen. In der Zwischenzeit
wurde mit der Entwicklung von Filariziden wie Ivermectin und Diethylcarbamazin (DEC,
z.B. Hetrazan, Banocid) geeignete Medikamente gefunden [6]. Letztlich ist es die Strategie
dieser Programme, mit Hilfe von Massenchemotherapie in Kombination mit Vektor-
bekampfung die Ubertragung des Parasiten so lange zu unterbrechen, bis die Parasiten-

population in der menschlichen Bevolkerung ausgestorben ist.

.L1.2  Pathogenese

Der Infektionsverlauf, die Pathogenese und die Bedeutung von spezifischen Immunantworten im
Verlauf einer Flarieninfektion sind durch neuere Arbeiten klarer geworden. Untersuchungen an

Humanfilariosen und an Tiermodellen zeigten, dal3 protektive Immunantworten gegen Flarienin-
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fektionen exigtieren [7,8]. Es lassen sich vier immunologische Reaktionstypen und deren klinische
Manifestationen unterscheiden:

» Asymptomatischer, Mikrofilarien-positiver Typ: ein Grof3teil der Infizierten ist
nachweidich jahrelang Mikrofilarien-positiv, weist aber kaum oder nur gering-
flgige pathologische Verénderungen auf und wird daher zellimmunologisch as
hyporeaktiv oder supprimiert bezeichnet

» Asymptomatischer, Mikrofilarien-negativer Typ: ein Tel der exponierten
Bevdlkerung in endemischen Gebieten zeigt weder eine klinische Manifestation
noch konnen Mikrofilarien nachgewiesen werden. Diese Personen werden als
»potentiell immun“ angesehen und sind von grof3em Interesse, um protektive
Immunantworten zu charakterisieren

» Symptomatischer, chronischer Typ: bel diesem Typ, der ebenfals supprimiert
erscheint, zeigen sich pathologische Verdnderungen an Haut, Augen oder
Lymphgeféaien, und Mikrofilarien kénnen nachgewiesen werden.

» Hyperreaktiver Typ: bel den Infizierten treten — oftmals akut und lokal begrenzt —
Lymphangitis, Lymphadenitis, schmerzhafte Lymphknoten, 6demartig geschwol-
lene Korperteile neben Fieber auf. Es wurde eine zellulére Hyperreaktivitét beo-
bachtet, trotzdem konnten oft keine oder nur sehr wenige Mikrofilarien nachge-
wiesen werden [7]

Eine Infektion mit Filarien fuhrt zur Produktion von spezifischen Antikérpern (1gG, IgM u.
IgE) die gegen eine Vielzahl von Filarienantigenen gerichtet sind. Wie Karam et a. und
Ottesen et a. zeigen konnten, nimmt der Antell der spezifischen Immunglobuline bei
chronischem Verlauf der Krankheit des Patienten ab, was sehr wahrscheinlich auf eine
Suppression der humoralen Immunantwort zurtickzufhren ist [9,10].

Ein wichtiger Effektormechanismus bei der Eliminierung von Mikrofilarien ist die antikdrper-
abhangige zellvermittelte Zytotoxizitét (ADCC), die besonders gegen infektiose Larven 3 oder
juvenile Filarien von Bedeutung ist. Beim Auftreten dieser Larvenstadien im Blut infizierter
Patienten lagern sich — durch Antikorper stimuliert — Granulozyten und Makrophagen an (s.
Abb. 3) [11,12]. Jedoch fuhren diese Abwehrmechanismen auch zu den typischen Begleit-
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erscheinungen der Flariosen, denn die extrem hohen filarienspezifischen IgE-Titer konnen
alergische Reaktionen induzieren. Diese Immunreaktion wird besonders stark bel Patienten nach
einer DEC-Therapie beobachtet.

Zusammenfassend 183t sich sagen, dal3 zum einen auf humoraler Ebene kein Bewels einer
protektiven Abwehr von Parasiten durch filarienspezifische Antikorper existiert. Zum anderen

sind auf zdlularer Ebene Mikrofilarien zwar ursichlich an der Modulation von T-Zellen

beteiligt, der Mechanismus bleibt jedoch bislang unklar.

Abb. 3. Peritonedmakrophagen von Meriones unguiculatus greifen antikrper-opsonierte Mikrofilarien
von Acanthochellonema viteae an [13].

1.1.3 Tiermoddle

Eine wichtige Voraussetzung, um Filariosen und ihre Pathogenese zu studieren, ist ein gut cha-
rakterisiertes Tiermodell mit standardisierten Labortieren. Auf Grund der ausgesprochen hohen
Wirtsspezifitdt ist es nicht moglich, W. bancrofti oder O. volvulus in einem der Ublichen Tier-
modelle zu studieren. Demgegeniber lassen sich andere humanpathogene Filarien der Brugia-
Art sowie die Tierfamilie Litomosoides gut im Tiermodell untersuchen [14]. Auch Brugia

pahangi, eine Filarienart, welche ausschliefdlich Tiere wie Nager oder Katzen als Endwirt
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nutzt, erscheint zum Studium der lymphatischen Filariose geeignet [15]. Zu den am besten
untersuchten Tiermodellen gehdrt L. sigmodontis, da es einen zu den Erregern humaner
lymphatischer Filariosen vergleichbaren Entwicklungszyklus aufweist, der alle Larvenstadien
und die juvenilen sowie die adulten mannlichen und weiblichen Filarien umfaldt [16]. Daher
wird dieser Filarienvertreter auch als Testsystem fur die Wirkung filarizider Medikamente
genutzt [17], deren Effizienz bzgl. der Elimination der Mikrofilarien von L. sigmodontis, A.
viteae, B. malayi und B. pahangi in infizierten Nagern der Art Mastomys coucha beschrieben
wird [18].

Die adulten Filarien von L. sigmodontis haben eine Lange von ca. 10cm beim Weibchen bzw.
4cm beim Mannchen und einen Durchmesser von ca. 1lmm. Sie parasitieren in der
Pleurahthle des Endwirts. Als natUrlicher Endwirt dient die Baumwollratte Sigmodon
hispidus. In Simulation des Zwischenwirts der humanpathogenen Filariosen dient hier as
Ubertrager der infektiosen Larve (L3) eine Milbe (Ornithonyssus bacoti, synonym:
Liponyssus bacoti und Bdellonyssus bacoti) [19]. Die adulten Weibchen setzen pro Tag
zwischen 20.000 und 30.000 Mikrofilarien frei [20-22]. Eine in vitro-Haltung adulter Filarien
oder einzelner Stadien kdnnte der Entwicklung filarizider Medikamente dienlich sein, ist aber
bisang an der begrenzten Lebensdauer der Parasiten auf3erhalb seines Endwirts gescheitert
[23-30]

.14  Evasonsdrategien

Bidang gibt es eine Vielzahl von Beobachtungen und Annahmen, die zu erkldren versuchen, wie
der Paragit es schafft, dem Immunsystem des Wirts zu entkommen. Mikrofilarien sind in der Lage,
durch die Plazenta in den Embryo zu wandern. Weiterhin werden Filarienantigene mit der
Muttermilch auf den Saugling Ubertragen, so dal3 bereits im Uterus oder kurz nach der Geburt eine
verminderte Reaktionsbereitschaft gegen Parasiten durch klonde Deletion resktiver T-Zellen
eingdeitet wird. Flarienantigene wirken direkt immunsupprimierend, wobei Antigene, wie z.B.
das Phosphorylcholin, eine selektive Anergie gegen andere Filarienantigene induzieren [31-37].
Wie Hintz et a. zeigen konnte, existieren auch Antigene mit PhosphorylcholinrHomologen wie
Dimethylaminoethanol (DMAE) [38], die mdglicherweise dhnliche Effekte aufweisen konnten.
De Komplex aus T-Zdlrezeptor (TCR) und Ligand (CD3) wird ds en wichtiger Regu-
lationsfaktor fur die Zytokinproduktion und die Proliferationsreaktion bestimmter T-Zelklone
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angeschen [8]. Somit konnten die Prozesserung und die Présentation von Antigenen fur das
zdluldre Reaktionsverhdten und das Zytokinprofil bei Flariosen von entscheidender Bedeutung

sain.

Einzelnen Entwicklungsstadien der Filarien gdlingt es, durch Variation von Oberflachenstrukturen
der Immunabwehr zu entgehen. Apfd et a. zeigte, dal? sich bei der Hautung von L3 zu L4 bel A.
viteae sowohl die Proteine as auch die Lipid- und Kohlenhydratstrukturen auf der Oberflache
veréndern [39]. Bel O. volvulus wurde beobachtet, dal? die anfangliche ADCC-Reaktion gegen
Larven 3 mit Entwicklung zu L4 nicht mehr dattfand [12]. Eine weitere Moglichkeit zur
Maskierung besteht in der chemischen Variation der Oligosaccharidstrukturen der Ober-
flachenproteine. Bisher wurde Uberwiegend be Trematoden eine betréchtliche Anzahl dieser
Strukturvariationen gefunden, die sowohl auf N-glykosidisch as auch tellweise O-glykosidisch
gebundenen Oligosacchariden nachgewiesen wurden. Diese Strukturen sind z.T. in der Lage, ganz
algemein Autoimmunreaktionen gegen neutrophile Zellen auszuldsen, welche das gleiche Epitop
tragen, und somit bel der Schisosomiasis fur die beobachtete Neutropenie mit verantwortlich zu
sein scheinen [40-44].

Aulerdem werden von Filarien exkretorisch-sekretorische (ES) Produkte in das umgebende Milieu
abgegeben. Diese immunogen wirkenden Substanzen kdnnen z. B. Effektorzellen auf Distanz
halten und von ihrem eigentlichen Ziel ablenken. Bel einem ES-Produkt aus Toxocara -Larven
wurden zwei  ungewohnlich kurze O-Glykane isoliert, die aus enem enfach bzw. zwefach
methylierten Trisaccharid bestehen [45]. Filarien produzieren aber auch Enzyme, z.B. Kataase,
Cuw/Zn-Superoxid-Dismutase und Glutathion-Peroxidase, welche die toxischen Sauerstoffradikale
aktivierter Effektorzellen neutraiseren konnen. Mikrofilarien von B. malayi und W. bancrofi
sezernieren  immunsupprimierend und  antiinflammatorisch  wirkende Prostaglandine (PGE>),
aullerdem Progtacyclin, das eine Thrombozytenaggregation verhindert [46] und Monozyten-
Makrophagen-Wanderungsinhibitionsfaktoren (MMIF) [47].

Ein weiterer Schutz vor dem Immunsystem ist, dal3 Filarien wie W. bancrofti, Brugia spp. und L.
sgmodontis bescheidete Mikrofilarien im Stadium L1 hervorbringen, deren Zusammensetzung
von Bardehle und Hintz aufgeklart wurde (s. 11.2.4). Molekulare Mimikry, der Einbau wirtseige-
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ner Strukturen, it ebenfalls ein wirksamer Schutz des Parasiten vor der Immunabwehr. Dariiber
hinaus maskieren ebenso wie Trematoden auch Nematoden ihre Oberfléche mit wirtseigenem Se-
rumalbumin [48].

Abb. 4:  Oben, Mikrofilarien von L. sgmodontis im Phasenkontrastmikroskop.

Unten, Mikrofilarie von B. malayi im Blutausstrich nach Giemsafarbung [49]
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.1 DieSchadeder Mikrdfilarien

Auschlieldlich die Erreger der lymphatischen Filarose setzen gescheidete Mikrofilarien (L1) frel.
Die Scheide it eine flexible, die Mikrofilarie dlsatig umschliefRende, lose Hiille und gtellt wegen
ihrer Undurchlassigkeit fir Antikorper die eigentliche Interaktionsfléche zwischen der Larve 1 und

dem Immunsystem des Wirts dar.
.21 Genexe, Morphologieund Ultragruktur

Die Scheide besteht aus zwel Schichten, der Bass- und der Partikelschicht, die jewells unter-
schiedlicher Herkunft sind. Die Genese und Ultrastruktur der Scheiden von L. sgmodontis und B.
malayi snd weitgehend homolog. Die innen liegende Basisschicht entsteht aus der Eihllle, die in
der Embryonaentwicklung der Mikrofilarie zunéchst auf eine Dicke von ca 20 bzw. 35 nm
anwéchst. Durch Streckung der Mikrofilarie wird sie, vermutlich durch Dehnung, auf ca. 2-3 bzw.
7 nm ausgedinnt. In der spdten Refungsphase (s. Abb. 5) wird von Uterusepithelzellen
sezerniertes Materid auf die Basisschicht aufgelagert und somit die Partikelschicht gebildet
(uterine Schicht). Sie erscheint perlenkettenartig mit einer ,, Perlendicke’ von ca. 40-80 nm [50].

.‘|l.|

/ I""MMW
Y | o

, uSi i
Gt ....A-mm*."‘” RN o
T ~oond DR -t % 300 nm

Abb. 5: Reife Mikrofilarie mit stark ausgediinnter Scheide (S) und aufgelagerter uteriner

Schicht (uS) [50]

10
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.22 Histochemische Untersuchungen

Allen angefiihrten Untersuchungen liegt die Beobachtung zugrunde, dal3 die Mikrofilarienscheide
generell eine polyanionische Oberflache besitzt, mit Eigenschaften, die auf Kohlenhydrate
hinweisen. Wie Simpson et a. folgerten, sollen die Mikrofilarienscheiden von B. pahangi und B.
patel sulfatierte Proteoglykane enthalten [51]. Weiterhin wurden bei B. pahangi, B. pate, L. loa
und W. bancrofti periodatsengtive Proteoglykane, sulfatierte Polymere, Schwefdproteine und
komplexe Lipide postuliert, wobei der polyanionische Charakter nach Neuraminidase- oder
Hyaluronidase-Behandlung erhdten blieb. Die Anwesenheit sulfatierter Kohlenhydrate wurde
ebenfdls durch die postive Farbung mit Ruthenium-Rot und Lanthanhydroxid bestétigt [52,53].
Demgegentiber wurden bei W. bancrofti keinerlel vicindle OH-Gruppen gefunden, die als Indikator
fir Kohlenhydrate gelten konnten, wahrend kationisertes Ferritin an der polyanionischen
Oberfléche gebunden wurde [54].

.23  Lektinbindungsstudien

Die Ergebnisse der Lektinbindungsstudien sind recht uneinheitlich. Generdll 183t sich aber sagen,
dald sch N-Acetylglucosamin (GIcNAC) fluoreszenzmikroskopisch nachweisen, aber elektronen-
optisch nicht bestétigen 1&3. GICNAc konnte sowohl bel B. pahangi, W. bancrofti, L. sgmodontis
as auch B. malayi nachgewiesen werden [55-58]. Fuhrmann und Piessens schlossen aus Studien
mit B. malayi auf die Anwesenheit von Chitin, jedoch konnte goldmarkiertes GIctNAc-spezifisches
Lektin (WGA) nicht an B. malayi und L. sgmodontis binden [59].

.24 Isolierung und biochemische Analysen

Fur die chemische Andlyse der Mikrofilarienscheiden von L. sgmodontis und B. malayi wurde von
Bardehle et d. und Klonisch et d. eine Methode zur Isolierung reinen Scheidenmeaterias ent-
wickdt (s. 11.1) [60], das die Grundlage dler nachfolgenden Untersuchungen darstellt.

Die Arbeiten von Bardehle et a. ergaben ene chemische Zusammensetzung der Mikro-
filarienscheide von 55 Gewichts-% Aminosauren (Protein) und ca. 11% anorganischen Bestand-
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teilen, besonders Phosphat - neben wenig Kohlenhydraten (8 Gewichts-%) [61]. Darunter wurden
N-Acetylgalactosamin  (GaNAc) und Uronsauren im Verhdtnis 1:1 gefunden, was auf die
Anwesenheit von glykosaminoglykandhnlichen Strukturen  zurlickgefihrt wurde. Auf3erdem
wurde ein Scheidenprotein ansequenziert (shpl), kloniert und immunhistologisch im basaen
Bereich der Scheide lokalisert [62-64]. Durch die Arbeiten von Hintz et d. lief3en sich noch finf
weitere Scheidenproteine isolieren und identifizieren [65,66]. Auf Grund dieser Daten war ein
erstes Moddl Uber den Aufbau der Mikrofilarienscheide moglich. So konnte mit Seren infizierter
Mause gezeigt werden, dal3 shp3 und shp3a die dominanten Polypeptide der Scheidenoberfléche
snd [67]. Ein Sequenzvergleich weist se as mucindhnlich aus, mit charakteristischen serin- und
threoninreichen Wiederholungsmotiven, die — wie die Arbeiten von Hintz ergaben — hochgradig
mit DMAE, einem biogenen Amin und N-Acetylgalactosamin modifiziert sind [65].

Scheidenpoly- M olekilmasse/ Reaultierende | Mol-% Mol/Moal

peptid- kDa Ot S * DMAE
GalN

SDS MS*  aus

PAGE
cDNA

shpl 25 12.9 11.8 13 - ca 4

shpla 28 11.1 8.7 2.4 - nb.2

shp3 120  (220/110)? 252 ? ca.60 (430) | ca 6 (43)°

shp3a 40 45 33.7 ca50(110) | ca 5(11)
11.3

shp4 8.7 - n.b.?
34 215 12.8

*carboxymethyliert **MALDI-TOFMS ***pogttrandationale Modifikationen

2 nicht bestimmt  ° Teilchenzahl bezogen auf die Masse 220 bzw.110kDa
Tab.1: Ubersicht (iber einige Daten der Scheidenproteine shpl- shp4|
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Wie aus der Tabelle hervorgeht, weisen ale Scheidenproteine posttrandationale Modifikationen
auf, wobel die Oberflachenproteine shp3 und 3a sdektiv mit DMAE modifiziert sind. Bisher
konnten weder die zur Kldrung der Gesamtmasse an Modifikationen ausstehenden Bestandtelle
noch die Verknipfungsart des Bauseins DMAE mit dem Polypeptid bestimmt werden. Die
Anwesenheit von GalNAc in alen shps 1&3t jedoch darauf schlief3en, dal3 O-Glykosylierung einen
wesentlichen Antell der Modifikationen ausmacht.

.25 Modifikationen
[.2.5.1e-(-y-Glutamyl-)-Lysn

Aus Versuchen mit Inhibitoren konnte in adulten Mikrofilarien von B. malayi
Transglutaminaseaktivitét nachgewiesen werden, welche kovaente e-(y-Glutamyl-)-Lysin-
| sodipeptidbindungen zwischen Proteinen knipft [68]. Dieser Quervernetzungstyp wurde fir die
Schwerlédichkeit der Scheide in SDS/2-Mercaptoethanol diskutiert, und das Enzym wurde isoliert
und charakterisiert [69].

[.2.5.2Glykosylierung

Zur néheren Erlduterung der Modifizierung von Proteinen durch Oligosaccharide sollen im
folgenden deren Synthese und die Mechanismen der N- und der O-Glykosylierung kurz
zusammengefaldt werden. Eine grafische Darstelung Uber den generdllen Biosynthesaweg der
Glykosylierung eines Proteins in der Zdle gibt Abb. 6. Glykoproteine werden an den
membrangebundenen Ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums (RER) synthetisiert.
Wahrend der Synthese werden sie ins Lumen des RER verlagert, wo se entweder an der Membran
gebunden bleiben oder abgeldst werden, je nach Bestimmung (Zelloberfléache oder Sekretion). Die
Biosynthese der N- und der O-Glykane ist zwar sehr unterschiedlich, jedoch 183t sich generell
sagen, dal3 die Glykosylierung wéhrend oder nach der Proteinbiosynthese (Trandation) im RER
beginnt. Danach werden die Glykoproteine vermittels se umhlllender Veske zum Golgi
trangportiert, in dem die Prozesserung und letztendliche Glykosylierung vervollstandigt wird.
Vom Golgi werden Plasmamembran- und sekretorische Glykoproteine zur Zelloberfléche sowie
lysosomale Enzyme zu den Lysosomen transportiert.
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| Abb. 6: Subzellulére Lokalisation der Oligosaccharidbiosynthese

.25.2.1 N-Glykosylierung

Die post- oder kotrandationa ablaufende Biosynthese N-glykosidischer Oligosaccharide in
Glykoproteinen kann dlgemein in zwel Stadien unterteilt werden [70-81]. N-glykosidische
Oligosaccharide werden aus ener lipidgebundenen Vordufe, die aus dre Glucose-, neun
Mannose- und zwei GIcNAc-Resten besteht [82,83], komplett auf die wachsende Polypeptidkette
im RER auf Asparagin Ubertragen [84-86]. Das fur eine Glykosylierung verwendete Sequon im
Polypeptid besteht aus Asn-X-Ser/Thr, wobei X ene beliebige Aminosaure auf3er Prolin sein
kann [87,88]. Eine wetere Voraussstzung fur die Glykosylierung i ene fur die
Glykosyltransferasen  zugangliche  Sekundérstruktur. Dieses Uber Asparagin  verknipfte
Glykoprotein-Oligosaccharid wird bereits im RER durch Glucosdasen und die ER-Mannosidase
abgebaut und dann — in Veske verpackt - zum Golgi transportiert [88,89]. Das o ,,getrimmte”
Oligosaccharid kann dort unter Bildung von mannosereichen, hybriden oder Polylactosamin-
Strukturen weiter prozessiert werden (s. Abb. 7). Die gemeinsame Kerngtruktur der N-Glykane
besteht aus. B-Man-(1 — 4)- B-GIctNAc-(1 - 4)-B-GIctNAc—Asn
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Abb. 7: Vereinfachtes Moddl des Biosynthesaweges eines O-glykosidisch gebundenen
Disalotetrasaccharids (A) und der Vergleich zur N-Glykosylierung (B). Zur besseren
Ubersichtlichkeit sind nur einige Intermediate des N-Glykosylierungsweges gezeigt.
Schwarze Quadrate: GANAC, weil3e Quadrate: Gd, schwarze Kreise: GIctNACc, well3e

Ellipsen: Mannose, weil3e Dreiecke: Sidinsdure

.25.2.2 O-Glykosylierung

Im Gegensatz zu den N-glykosidisch gebundenen Oligosacchariden verlauft die O-Glyko-
sylierung posttrandational im ER oder cis-Golgi durch die schrittweise Ubertragung von nu-
kleotidaktivierten Monosacchariden mit Hilfe entsorechender Glykosyltransferasen [90]. Dabel
gellt das jewells gebildete Produkt das Subgtrat fir den néchsten enzymatischen Transfer dar,
50 dal? die Konzentration und die Aktivitdt der einzelnen Transferasen Uber den Aufbau be-
simmter Strukturen entscheiden. Im ersten Schritt wird ein GalNAc-Rest (aus UDP-GalNAC)
auf die Hydroxylgruppe eines Serins oder Threonins Ubertragen. Ein definiertes O-Glykosylie-
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rungsmotiv wie bel N-Glykanen ist bisher nicht bekannt, jedoch zeigen Studien, dal3 durch Prolin
flankierte serin- und threoninreiche Proteinregionen aufgrund der Bildung von sog. ,,[B-turns’
begingtigt snd, welche die Zuganglichkeit fir die GaNAc-Tranderase erleichtern. Weitere
Subgtitutionen durch Ga/GIcNAC3 und/oder GICNACB6 konnen folgen [89-96]. Die
Biosynthese kann terminiert werden durch Transfer von Sidinsdure, Fucose und/oder Sulfat. Tab.
2 gibt einen Uberblick tiber bisher gefundene Kernstrukturen.

Im Gegensatz zu den N- weisen O-glykosidisch subdtitutierte Glykoproteinene aso mehrere
Kernstrukturen auf, die bis auf wenige Ausnahmen dle mit a-GaNAc an Serin/Threonin
geknUpft beginnen [86]. Daneben kommen auch noch Proteoglykane mit O-Xylosyl-Se-
rin(Threonin) [86,97], Kollagen mit O-Galactosyl-Hydroxylysin [86] und Kernporenproteine mit
O-N-Acetylglucosaminyl-Serin ds Verknipfung vor [88].

Gall—» 3GaNAca-Ser/Thr  Typl

GIcNACBL ™ 6
GaNAco-Ser/Thr ~ Typ Il
Gapl—> 3

GIcNAcB1—» 3GaNAca-Sa/Thr  Typlll

GIcNAcBl_> g Tab. 2. Es gibt mindestens
aNAca-Ser/Thr  TyplV i
GICNACBL—> % sechs Kernstrukturen (Typ 1-V1)

in O-glykosidisch substituierten
Glykoproteinen. Sie beginnen in
GaNAcB1—® 3GaNAca-Ser/Thr TypV yroP beg
der Regel am aglykonischen

Ende mit einem a-GalNAc-Rest

GlcNAcB1— 6GalNAca-Ser/Thr  Typ VI
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.2 Aufgabengdlung
Aus den bisherigen Analysedaten ergeben sich folgende Aufgaben:

» Zur Untersuchung auf Glykosaminoglykane und Teichonsauren sollen mdglichst
senstive mikroanalytische Methoden bzgl. Glycerol, Uronsauren und Cholin erarbeitet

werden.

» Es sollen die Strukturen der O-Glykane in den Mikrofilarienscheiden von L. sgmo-
dontis andydert und charakterisert werden. Ferner sollen am isolierten Ober-
flachenprotein shp3a die zur Klarung der Gesamtmasse der Modifikationen noch
fehlenden Bestandteile identifiziert werden. Auch hier sollen neue mikroanaytische
Methoden, z.B. die der MALDI-TOF-Massenspektrometrie sowie der HPLC etabliert

werden.

» Der Bausein DMAE und seine Verknipfung im Fmoc-Derivat soll mit Hilfe der
Protonen-K ernresonanzspektroskopie (*H-NMR) strukturell aufgeklért werden.

» Zwecks Gewinnung eines Antiserums gegen den Baustein DMAE sollen im Rahmen
ener chemischen Synthese geeignete Hapten-Kopplungsmethoden fir en DMAE-
tragendes Epitop erarbetet und mit den im Hause verfigbaren Methoden

charakterisert werden.
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I Material und Methoden

.1 Gewinnungvon Mikrdfilarienscheiden

Die Gewinnung mikrofilarienhaltigen Blutes mit Hilfe des in 1.1.1 beschriebenen, aufrechter-
haltenen Infektionsyzklus wurde durch das Institut fur Parasitologie der Universitdt Gief3en
(AG Zahner) gewdhrleistet.

Je nach Préparation wurden 10-15ml mikrofilarienhaltigen Bluts aus mit Litomosoides sigmo-
dontis infizierten Mausen in einem verschraubbaren 50ml Kunststoffzentrifugenréhrchen
(NALGENE) geliefert und mit einer 46%-igen (m/v) Percoll-NaCl-L6sung der Dichte 1.061g/ml
versetzt (SIGMA) und auf 25ml aufgefillt. Nach Verschlief3en wurde ca. 60min bei 1000 x g
zentrifugiert (Labofuge 6000, HERAEUS, Hanau). Die in einer deutlich sichtbar triben Schicht
aufkonzentrierten Mikrofilarien wurden abpipettiert und zum Waschen in einem neuen 50ml
Kunststoffzentrifugenréhrchen mit azid-haltigem PBSY auf 50ml aufgefiillt, gefolgt von 10min
Sedimentation bei 1000 x g. Der Uberstand wurde bis auf etwa 5ml mit einer wasserstrahl-
betriebenen Pasteurpipette abgesaugt und verworfen. Die nunmehr dicht suspendierten Mikro-
filarien wurden im Zentrifugenréhrchen durch schnelles Rotieren an einem Drehmotor in
flussgem Stickstoff als diinne Schicht an der Rohrchenwand schockgefroren und danach 20
Male abwechselnd auf 0°C aufgetaut und wieder schockartig gefroren. Eine grobe Vorreinigung
dieses Gemenges wurde mittels finfmaligen Zentrifugierens fuir 10-20s bei 2500 x g vorgenon-
men. Bel diesem Prozef? sedimentierten vorwiegend die Mikrofilarienkorper bzw. deren Trim-
mer, und der scheidenhaltige Uberstand wurde jeweils vorsichtig abpipettiert und auf einem
5um PTFE-Siebfilter eingeengt (SARTORIUS, Gottingen); dabei sammelten sich die Mikrofila-
rienscheiden im Filtrat. Die Ultrafiltrationszelle (0.4ml, AMICON, Witten) wurde mit einem
Filtrationsdruck von ca. 1bar betrieben. Anschlie3end wurde mit azid-haltigem PBS solange
gewaschen, bis das Filtrat 50ml enthielt. Nach Sedimentation der Scheiden bei 5.500 x g fir
10min wurde nunmehr durch ein 2um-Siebfilter im gleichen Gerét filtriert und mit PBS
gewaschen, bis erneut 50ml Filtrat entstanden. Das Filtrat wurde wie nach der ersten Filtration
sedimentiert, das Sediment in 5ml azid-haltigem PBS suspendiert und in einem 5ml Gefrierrohr-
chen (NalGENE) in fliissigem Stickstoff gelagert [60].

Y 8g NaCl, 0.2g KCl, 1,44g Na,HPO,xH,0, 0.2g KH,PO,, 0.5gNaN; auf 1000 ml Wasser
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Die Reinheitskontrolle erfolgte anhand dreier Kriterien:

¢ Untersuchung des Filtrats auf evtl. vorhandene Mikrofilarienkérper im Phasenkontrast-
mikroskop

¢ Untersuchung des Bandenmusters aufgeschlossener Scheiden in der SDS-PAGE (s. 11.4)

¢ Aminosaureanalyse (Gasphasenhydrolyse, s. I1.3), bei der sich bei reinem Material ein A-
minosaureprofil mit ca. 35Mol% Glutamat bzw. Prolin ergeben sollte

Das reine Scheidenmaterial befand sich im Filtrat und wurde in einem 4.5ml Kunststoffréhrchen in

Hissggtickstoff aufbewahrt.

.2 Isolierung einzelner Scheidenproteine [65]

Das nach 11.1 isolierte, reine Scheidenmaterial (ca. 1mg Proteinanteil) wurde in 2 Portionen
zu je 500ug Protein pro Kunststoffmikroreaktionsgeféld (EPPENDORF) aufgeteilt, jewells
30min bel 10000 x g sedimentiert und einmal durch Waschen mit 1ml Wasser von PBS
befreit. Zur Reduktion der Disulfidbriicken wurden zu beiden Ansdtzen jewells 50ul
ausschliefdlich  Natriumionen enthatendes PBS gegeben, um die Bildung eines
schwerloédichen Kalium-SDS-Niederschlags wahrend der spéteren Extraktion zu vermeiden.
Danach wurden 400pul Denaturierungslésung (6M Guanidinhydrochlorid, 0.1 M Tris-HCI, pH
8.3; 1mM EDTA, 12.5uM Dithiothreitol) schnell hinzupipettiert, das Material ausgiebig
suspendiert und nach Uberschichten mit Argon 2h bei 37°C und 15min bei 100°C inkubiert.
Die Alkylierung der freigesetzten Sulfhydryl-Gruppen erfolgte durch Zugabe von 55l frisch
bereiteter a-lodessigsaure (SIGMA, 200mM in Denaturierungslésung ohne Dithiothreitol, pH
8.3, mit konz. NaOH eingestellt) und durch Inkubation fur ca. 2h bel 37°C im Dunkeln unter
Argon. Durch Zugabe von 2ul 3-Mercaptoethanol (BIORAD) wurde die Reaktion gestoppt.
Zur Entfernung groberer Partikel wurde eine Filtration UOber 5um Filtrationseinheiten
(MiLLIPORE) durchgefihrt, welche zugleich den unldslichen Anteil des Scheidenmaterials, der
Uberwiegend aus dem quervernetzten shp2 bestand, von den l6dlichen Proteinen trennte. Das
Filtrat wurde noch jeweils zweimal 30min bei 10.000 x g zentrifugiert, dessen Sediment bei
100°C mit  410ul TrissHCI-L6sung (pH 8.5, 0.02%SDS) extrahiert und einmal 1h bei 100°C
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mit Ultraschall behandelt. Nach jeder Extraktion erfolgte eine erneute Filtration Uber Sum-
Filter. Der Uberstand nach jeder Zentrifugation wurde jeweils Uber 10.000Da-Filtra-
tionseinheiten gegeben zur Aufkonzentration des lodichen Antells (UltrafreeeMC,
MILLIPORE). Alle Filtrate der Extraktionen wurden in ener 10.000Da-Filtrationseinheit
vereinigt bzw. ale Filtrierrickstande in einer Sum-Filtrationseinheit gesammelt und mit
200ul Tris-HCI (pH 8.5, 0.02% SDS) aufgenommen.

Die erste Fraktionierung des lodichen Antells von 500ug Scheidenmateria erfolgte mittels
GdfiltrationsHPLC (Geréte s. 11.3 Norma-HPLC). Es wurde eine Diol-Saule (G250, ZORBAX,
Bio Series) verwendet unter isokratischen Bedingungen mit einem 0.16M Phosphatpuffer (pH 7,
20% Acetonitril) as Eluenten, 1ml/min FHulrate. Wahrend der Auftrennung — 200ul pro Injektion
- wurden reproduzierbar stets vier Fraktionen zu je 0.6-1.2ml in jewells einem 5mi Schiiffgléschen
mit Spitzboden unter Eiskihlung gesammelt und anschlielend bel —20°C gelagert. Die
Subfraktionierung erfolgte Uber reverse-phase-HPLC unter Verwendung einer 2.1x250mm Saule
(C4 Phase, Vydac 300, MZ-ANALY SENTECHNIK, Mainz) mit den Eluenten A: 0.11% TFA (v/V) in
Wasser, B: 0.08% TFA (v/v) in Acetonitril; Gradient: 0% B auf 100% B in 45min, Gerdte s. 11.3
Narrowbore HPLC.

1.3  Hochlegungslussgkeatschromatographie (HPLC)

Die Andysen und préparativen Reinigungsschritte zur Isolierung von Scheidenkomponenten
durch reverse-phase bzw. Gdfiltrationschromatographie erfolgten mit zwel HPLC-Anlagen, die
im Hause unterhdten wurden. Fir die Aminosdureanalytik und die préparative Vorfraktionierung
einzelner Scheidenproteine wurde eine Anlage von GYNKOTEK (Germering) verwendet: Terndrer
Gradientenformer Moddl 2508, Hochdruckpumpe Model 300C, RHEODYNE NZ 190
Einspritzventil, Saulenthermostat STH 585, UV-Detektor SP6, Fluoreszenzdetektor RF 1001,
Spannungsschreiber (Servogor S, BROWN BOVERI, METRAWATT GmbH, Mannheim), Integrator-
Software: 1nt450 (KONTRON)

Hierfir wurde eine Anlage von APPLIED BIOSYSTEMS (Weiterstadt) verwendet: Hochdruck-
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Spritzendoppelkolbenpumpe 140B, Rheodyne 7125 Einspritzventil, UV-Detektor 785 A, Huores-
zenzdetektor 980 mit ,cut off“-System, fir jeden Detektor jewells ein Integrator C-R3A
(Gynkotek, Germering).

1.4 Fmoc-Aminosiureanalytik

Zur Quantifizierung der Menge des eingesetzten Scheidenproteins bzw. Aminozuckergehdts
wurden 10ul in PBS suspendierte reine Mikrofilarien-Scheiden in einem geglihten glasernen
Hydrolyseréhrchen (50mm, 4mm 1.D., MAGV) lyophilisert und dieses zusammen mit ener
Kungstoffhalterung in ein verschraubbares Polypropylen-Hydrolysegeféld (RoTH) Uberfihrt. Bel
der Gasphasenhydrolye wurden ca. 5ml 6M Sazsaure auf dem Gefél3boden vorgelegt und mit
Argon entgast. Bel der Hissigphasenhydrolyse wurde sovidl Salzsdure vorgelegt, dald der Boden
der Hydrolyseréhrchen darin eintauchte. Zusétzlich wurden 30ul Salzséure auf das lyophiliserte
Material im Rohrchen pipettiert. Das Polypropylengefald wurde mit Argon befiillt, dann mit den
darin befindlichen Glasrohrchen fest verschlossen und in einem Inkubationsofen bei 110°C fur 10
bzw. 24h erhitzt.

In einer Rotationsvakuumpumpe (JOUAN, Unterhaching) wurde die Uberschissge Sdzsaure
abgedampft und die Probe mit einem entsprechenden Aliquot einer 0.5M Boratlosung (pH 7.7)
versetzt. Derivatiserung erfolgte durch Zugabe ener 25mM  Fmoc-Lésung in Aceton.
Uberschiissiges Fmoc-Reagenz wurde nach 10min Reaktionszeit bei Raumtemperatur durch
Zugabe einer 0.24M Adamantan-Hydrochloridiésung in Wasser abgefangen (Serva, Heldelberg).
Dabe wurde jewells ein Volumenverhdtnis von 1:1:0.1 Probe zu Fmoc zu Adamantan-HCI
eingehdten. Die bel der Aminoséureanalyse bendtigte Mindestmenge betrégt ca. 40ng Protein
bzw. 20ng Peptid [87,98-100]. Jeweils 10ul der mit Fmoc derivatiserten Lésung wurden mit Hilfe
ener reverse-phase-Saule chromatographisch aufgetrennt und fluorimetrisch detektiert. Geréte s.
[1.3 Normal-HPLC. Trennsdule: 4x250mm, Superspher 100, C18 Phase endcapped (MERCK).
Eluent A: 20mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 2.2mM Tetraethylammoniumhydrogensulfat, mit
Phosphorsdure auf pH 2.8 eingestellt; Eluent B: wie A, pH 4.5, dann 20% des Puffervolumens
durch Methanol ersetzt, Eluent C: Acetonitril. Gradient: von 73% A bzw. 27% C in 27min auf
60% A bzw. 40% C, dann 90s isokratisch. Anschlief3end von 64% B bzw. 36% C in 19min auf
25% B bzw. 75% C, dann 15min isokratisch; Hufd Iml/min.
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1.5 Podyacrylamid-Gddektrophorese (PAGE)

Zur Separation von Mikrofilarien-Scheidenproteinen und von chemischen Syntheseprodukten (s.
[1.10.1.1) wurde neben der HPLC (s. 11.2 u. 11.3) auschliefdlich die SDS-PAGE herangezogen. Das
verwendete Elektrophoresegerdt war von BIORAD, Minchen (Mini-Protean-I1 Modell 1000/500).
Dabel wurde jewells ein 12%-iges Trennge mit 4%-igem Sammelgel verwendet. Hierflr wurden
folgende Reagenzien eingesetzt:

Losungen-  A: 0.8g N,N-Methylenbisacrylamid in 100ml Acrylamid (30%)

B: Tris-(hydroxyethyl)-aminomethan/HCI (36.3g in 100ml H,O, pH 8.8)

C: wie B (6g in 100ml H,O, pH 6.8)

D: 15g Tris-(hydroxyethyl)-aminomethan, 72g Glycin in 500ml H,O

E: 100ul SDS (10% w/v)

F: (NH,)2S;05 (10% wiv)

G: N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin
Trenngel: aml A + 2.5ml B + 3.35ml H,O + 100ul E + 50ul F + 5ul G
Sammelgel:  1.3ml A + 2.5ml C + 6.1ml H,O + 100ul E + 50ul F + 10ul G
Nach beendeter Polymerisation des Trenngels wurde das Sammelgel aufgetragen. Das fertige
Gel hatte eine Dicke von 0.75mm. Die zur elektrophoretischen Trennung nétige Stromzufuhr
wurde jeweils 15min bei 100V und ca. 70min bei 150V gehalten.

1.6 Farbemethoden

[1.6.1 Silberféarbung[101]

SDS-Polyacrylamidgele wurden in einem lichtundurchléssigen Gefél3 mit 200ml einer wal3-
rigen Losung aus 50% Methanol, 10% Essigsdure fur ca. 2h fixiert, danach Uber Nacht mit
Wasser gewaschen. Es folgte dreimaliges Waschen mit 50% Methanol (v/v) far je 10min und
eine Vorbehandlung mit 0.8mM Natriumthiosulfatlosung sowie dreimaliges Waschen mit
H,O fir jeweils 20s. Die Impragnierung wurde mit einer 0.2%-igen (m/v) Silbernitratlésung
(0.75% Formaldehyd, v/v) 10min durchgeftihrt. Anschlief3end wurde zweimal fur 30s mit

Wasser gewaschenund dann mit einer waldrigen L6sung bestehend aus 566mM Natriumcarbo-
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carbonat, 0.016mM Natriumthiosulfat und 0.05% (v/v) Formaldehyd fur 3min entwickelt.
Nach zweimaligem Waschen mit Wasser fir 30s wurde das Gel mit einer 50mM EDTA-
Losung fur 10min behandelt und die Farbung durch Abgief3en der Flissigkeit gestoppt,

anschliefRend erneut mit Wasser gewaschen.

[1.6.2 Coomasse

Als Farbelésung wurden 0.05g Coomassie ,brilliant blue“ R250 (Serva, Heidelberg) in 50ml einer
Mischung bestehend aus Methanol, Essigsiure, Wasser (40:10:50; v/iv) gelost. Die Entfarbelsung
enthielt keinen Coomassiefarbstoff. Die Gele wurden ca. 10-30min geféarbt und anschlief3end ca. 1h
entfarbt.

11.6.3 Stains-All®-Farbung [102]

Hierzu wurde eine Stammldsung hergestdlt, die 1g Stains-All (ICN) pro Liter Formamid enthielt
und lichtgeschiitzt aufbewahrt wurde. Die waldrige Farbeldsung bestand aus 75ml Tris-(hydroxy-
ethyl)-aminomethavyHCI, pH 8.8, 25% 2-Propanol (v/v), 5% Formamid (v/v) und 50mi
Stammlésung. Die Gele wurden in lichtgeschiitzten Gefé3en behandelt und ca. 1h mit der in
[1.6.1.1 erwahnten Lésung fixiert und zweima kurz mit Wasser gewaschen. Danach wurde Uber
Nacht mit Férbelésung behandelt und ca. 10-30min mit Wasser entférbt.

1.7 Matrix-untergiitzte L aserdesor ptions/l onisations— Flugzatmassengpektrometrie (M AL DI -
TOF-MY9

Zur Massenbestimmung isolierter Proteine, Peptide, Kohlenhydrate sowie Neokonjugate wurde ein
Vison 2000-Gerét verwendet (FINNIGAN MAT, Bremen), das sowohl mit einem Reflektor as auch
enem linearen Hugrohr ausgedtattet ist. Fir ene Messung wurde generel 1yl gelostes
Anadysenmateria (0.1% TFA, 75:25 Wasser:Acetonitril; v/iv) mit 1ul DHBsL6sung gemischt,
welche aus 20mg 2,5-Dihydroxybenzoesdure (Gentisinsaure) und 2mg 2-Hydroxy-5-methoxy-
benzoesdure - in 0.1% TFA und 50:50 Wasser:Acetonitril (v/iv) gelost -, bestand. Beim
Eintrocknen der Mischung kokrigtdlisert die Probe mit diesen organischen Séuren und sollte
idedlerweise Einkrigdle bilden. Das krigaliserte Gemenge wurde dann durch Stickstofflaser
impulse (3-10ns) durch Anregung bel 337nm desorbiert und gleichzeitig ionisert. Durch ein Be-
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schleunigungsspannungsfeld von 3kV wird das ioniserte Materia ins Vakuum katapultiert und
kann nun kréftefrel im linearen FHugrohr bzw. durch Anlegen einer Reflektorgpannung im Detektor
vermessen werden. Die Signalerzeugung gelingt mit einem Photoelektronendetektor. Der Vortell
dieser Art von Massengpektrometrie liegt — trotz geringerer Auflésung gegentiber der Hiissigkeits-
Sekundérionen-Massenspektrometrie (LSI-MS) — im sehr geringen Materidverbrauch, in der
geringen  Empfindlichkeit gegeniber  Probenverunreinigungen  und im  weltreichenden
Massenbereich bis ca. 200kDa[103].

1.8 Untersuchungauf Teichonsiure
[1.8.1 Untersuchungauf Chalin

In mehreren Paralelansdtzen wurden Mikrofilarienscheiden zu je 25ug bzgl. Protein
aliquotiert, entsprechend einem Minimum an 0.1% Cholin, gereinigt (s. 11.1) und einer
modifizierten Hydrolyse nach SCHMIDT unterzogen, indem sie fir 24h bei 110°C in einem
Schraubverschlu3glaschen mit Kunststoffdichtung mit 6M HCI unter Argon erhitzt wurden
[104]. Ebenso wurden Ansédtze in einem Polyethylen-Mikroreaktionsgefald (EPPENDORF) Uber
Nacht mit 48%(w/v) FluRRsdure (HF) bei 4°C behandelt. Neben Litomosoides wurden
ebenfalls Scheidenproben von Brugia malayi eingesetzt.

Nach anschlieffender Lyophilisation wurden die Proben mit 1ml deionisertem Wasser
aufgenommen — entsprechend einer theoretischen minimalen Menge von ca. 0.5 pmol
Cholin/ul - und 30min mit einer Tischzentrifuge (HETTICH) bei 10.000 x g zentrifugiert. Vom
Uberstand wurden dann Aliquote von 40-100ul auf eine HPLC-Kationen-Austauschersiule
gegeben (WHATMAN Partisphere SCX, 50um sphérisch, 4.6x125mm 1.D.; HPLC-Pumpe von
GYNKOTEK Modell 300C, 143bar Saulendruck, 0.8mL Fuf3, Puffer: 79mM Na,HPO, x 2H,0,
20mM NaH,PO4 x H,O, 0.1mM EDTA und 4mM Tetramethylammoniumchlorid, pH 7.4,
isokratischer Eluent).

Nach dem etablierten Verfahren von STADLER wurde dann das freigesetzte Cholin in einer
Nachsaulen-Enzymreaktorkartusche (BIOMETRA, 30x12.5mm 1.D.) mit immobilisierter
Cholin-Oxidase quantitativ. zu Betan und Wasserstoffperoxid umgesetzt, welches
anschliefRend mit gepulster elektrochemischer Detektion an einer Platinelektrode (BIOMETRA
EP 30) mit angeschlossenem Integrator gemessen wurde (Detektor: BIOMETRA PED 300;
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Integrator: SHIMADzU C-R6 A Chromatopac). Als Referenzelektrode wurde eine Ag/AgCI-
Elektrode ein-gesetzt [105]. Die Quantifizierung erfolgte durch Integration der Signale von
analog préparierten Cholinstandards, mit deren Hilfe eine Kalibriergerade erstellt wurde
(Cholinchlorid und DL-a-Lecithin).
[1.82 Untersuchung auf Glycerol*

In vier padlden Ansdtzen und  Kontrollen  wurden  jeweils  100ug
Mikrofilarienscheidenprotein  in  1.5ml-Polyethylen-Mikroreaktionsgefél3en  (EPPENDORF)
30min bel 10.000 x g zentrifugiert, das Sediment einma in 1ml delonisertem Wasser
suspendiert, erneut 30min zentrifugiert und das Wasser abgenommen. Das Sediment wurde
mit ca. 50ul deionisiertem Wasser aufgenommen, in ein 2ml-Bordelglaschen Uberfihrt und
anschliefRend tiber Silicagel im Exsikkator bei Olpumpenvakuum getrocknet.

Nach Zugabe von 1ml 0.2M methanolischer KOH wurde das Gefald mit einem Septum
verschlossen und 1h bel 56°C erhitzt. Die Lésung wurde danach in ein Polyethylen-
Mikroreaktionsgefald Gberfuhrt. Nach Trockenziehen im Vakuum wurde die Probe mit ca.
30ul HF (48% wiv) versetzt und 24h bel 4°C belassen. Nach Entfernen der Flul3sdure wurde
dreimal mit je 500ul Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte Uber NaxSO,
getrocknet und in einer Pasteurpipette durch Glaswolle filtriert. Das Filtrat wurde sodann im
Stickstoffstrom getrocknet und der Rickstand mit 200pl  N,N-(Bis-trimethylsilyl)-
trifluoracetamid (SIGMA) flr 2h bei 80°C erhitzt und nach Abkuhlen Uberschiissiges Reagenz
mit Stickstoff abgeblasen.

Nach Aufnahme in einem definierten Volumen Chloroforms wurden Aliquote direkt in den
Gaschromatographen injiziert (Modell 5890 HEWLETT-PACKARD, Temperaturgradient: von
55°C-220°C mit einer Aufheizrate von 10°C/s, 1min isotherm, Trégergas Helium mit 0.3 bar
Saulenvordruck, Saule: Ultra-1, Methylsilicon-Beschichtung, 12m, 0.2mm1.D.).

Die Identifizierung des entstandenen trimethylsilylierten Glycerols im Gaschromatographen
(GC) erfolgte Uber analog dargestellte Glycerolstandards und die Quantifizierung durch Inte-
gration der Signale in einem GC mit angeschlossenem Massenpektrometer (GC-MS, Modell
5970 HEWLETT-PACKARD). Die Spektren wurden mittels , electron impact” (El) lonisation

generiert und unter ,,autotune-Bedingungen® aufgenommen.

*Die Glycerolanalysen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Moll am For schungsinstitut Borstel durchgefiihrt.
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Als interner Standard wurde fir die Quantifizierung perdeuteriertes Glycerol verwendet,
welches sich durch 5 Masseneinheiten vom nicht-deuterierten Glycerol unterschied,
physikalisch jedoch identisch mit diesem ist. Die Auswertung erfolgte durch ,total ion

current* (TIC) und ,,single ion monitoring® (SIM).
1.9  Isdierungund Identifikation desBaus@ns Dimethylaminoethanol (DM AE)

[1.9.1 Praparative Gagphasenhydrolyse

Zur préparativen Isolierung von DMAE wurden mehrere, ca. 5-10ug Protein enthaltendene
Aliquote aus verschiedenen Scheidenprdparationen analog zu der in 11.4 beschriebenen
Methode der Aminosdureanalyse einer Gasphasenhydrolyse unterworfen, im Boratpuffer mit
Fmoc derivatisert und anschlie3end das Fmoc-DMAE-Derivat durch HPLC préparativ
isoliert. Gerdte: s. 11.3; Chromatographiebedingungen s. 11.4. Die gesammelten Fraktionen
wurden anschlief3end im TFA-Acetonitrilgradienten auf derselben Sdule entsalzt, gesammelt
und lyophilisiert.

Analog dazu wurde kéufliches DMAE (SIGMA) derivatisiert und isoliert.

1.92 NMR-Mesung

Zur Bestimmung der Verknipfung der Fmoc-Gruppe mit DMAE und damit der Struktur des
Derivats wurde das in 11.9.1 gesammelte Produkt bzw. der Standard in deuteriertem
Chloroform (CDCI3) aufgenommen, in ein Glasrohrchen Uberfiihrt und in einem 400MHz-
Kernresonanzspektrometer (BRUKER) vermessen. Dabei wurde sowohl ein eindimensionales
'H-NMR as auch ein H,*H-Korrelationsspektrum (COSY -Experiment) aufgenommen. Die

nétige Mindestmenge an reinem Material betrug ca. 20nmol und ist wiederverwertbar.

[1.10 Analyseder Kohlenhydrate

Hierzu wurden jeweils 100ug Scheidenprotein vergleichend in einem Kunststoff-Mikroreak-
tionsgefald lyophilisiert. Die Proteinmenge wurde entsprechend dem Gehalt an Aminozucker
gewahit, der durch Fmoc-Aminosaureanalytik bestimmt wurde (s. 11.4) und gut im Mef3bereich
lag. Eine der Proben wurde dann, wiein 11.8.1 beschrieben, mit Flul3séure behandelt und auf-
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bereitet. AnschlieRend wurden beide Proben in jewells ein verschraubbares Hydrolyse-
glasréhrchen Uberfuhrt, lyophilisiert und mit 500ul 0.25M Schwefelsdure in 85% Essigsaure
(MERCK, Darmstadt) in einer Argonatmosphére 16h bei 80°C erhitzt. Es folgte Zugabe von
550ul einer 0.5M Natronlauge (MERCK, Darmstadt), Trocknen in einer Vakuumzentrifuge
(JOUAN, Unterhaching) und zur Entfernung der restlichen Essigsdure eine zweimalige
Aufnahme in 500pl Wasser mit anschlieRender Lyophilisation. Die freigesetzten
Monosaccharide wurden durch Zugabe von 500ul 300mM Natriumborhydrid-L6sung gelost
und Uber Nacht bei Raumtemperatur reduziert. Nach Zugabe von 150ul 1M Essigsdure wurde
lyophilisert. Die entstandene Borsdure wurde dreimal mit jeweils 2ml Methanol
(PROMOCHEM, Wesdl), das 1% Essigsdure enthielt, aufgenommen und im Stickstoffstrom als
Methylester abgedampft. Die Acetylierung erfolgte dann durch Zugabe von 400ul
Acetanhydrid und 400ul Pyridin und Erhitzen auf 100°C fur 1h. Die Alditolacetate wurden in
4ml Dichlormethan aufgenommen (PROMOCHEM) und die Losung viermal mit 1ml Wasser
gewaschen. Anschlie3end wurde die organische Phase im Stickstoffstrom getrocknet und bis
zur weiteren Analyse in 50ul Dichlormethan bel —20°C aufbewahrt. Die gewonnenen
Alditolacetate wurden gaschromatograpisch separiert und identifiziert. Die Trennungen
erfolgten unter Verwendung von Quarzkapillaren mit chemisch gebundenen Phasen (DBL1:
60m, DB 210: 30m; ICT, Frankfurt). Als Trégergas wurde Wasserstoff im
Gaschromatographen mit einem Druck von 1bar bzw. Helium (GC/MS) mit einem Druck von
2bar eingesetzt. Die Proben wurden nach dem Prinzip der beweglichen Nadel, ein
Aufgabesystem fur schwer fllichtige Substanzen, auf die Saule gebracht. Temperaturgradient:
von 130-200°C steigend bei 1,2°C/min, dann 5°C/min steigend bis 250°C. Die lonisierung
erfolgte unter einem NH3-Quellendruck von 0.13mbar. Die Pseudomolekilionen wurden

durch Single lon Monitoring erfalit.
[1.10.1 Reduktive Beta-Eliminierung von O-Glykanen [45,106-103]

Ca. 1mg suspendiertes Scheidenmaterial wurde in einem Kunststoff-Mikroreaktionsgefald
durch Zentrifugation bei 10.000 x g sedimentiert, zur Entfernung von Salzen mit 1ml Wasser
gewaschen und nach erneutem Sedimentieren lyophilisiert. Anschlieffend wurden 500ul 1M
Natriumborhydrid-Ldsung (in 0.05M Natronlauge) und 500ul 0.2M Natronlauge zugegeben.
Nach 24h Inkubation bei 37°C erfolgte Zugabe von 200ul frischer Natriumborhydrid-L 6sung,
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gefolgt von weiteren 24h Inkubation. Die Lésung wurde mit wenigen Mikrolitern konzentrierter
Essgsaure auf pH 6 eingestelt und die entstehende Borsdure wie in 11.10 entfernt. Der Rickstand
wurde in 200ul Wasser aufgenommen und durch Gelfiltration auf einer Bio-Gel P2-Saule (400
mesh, BioRad; 1x25cm) im Ammoniumacetatpuffer, 100mM, pH 6, fraktioniert. Untersuchungen
an kleineren Aliquoten von L. sgmodontis hatten gezeigt, dal3 die negativ geladenen, subgtituierten
Glykane - gegeniber reinem Wasser as Eluenten — bel Verwendung eines schwachen Puffers im
Ge ene geringere Diffusion, und somit geringere Elutionsvoluming, aufwiesen. Zur Bestimmung
der kohlenhydrat-haltigen Fraktionen wurden Aliquote, wie in 11.4 beschrieben, andysert und
entsprechende Fraktionen vereinigt. Diese wurden dann Uber eine kleine reverse-phase Vorsaule
(20x2 mm 1.D., C18 Phase, LiChrospher 100, MERCK) vorgetrennt (Gerét: s. 11.3 Narrowbore
HPLC). Die Elution und Fraktionierung erfolgten durch 100mM Ammoniumacetat, pH 6.0,
(Eluent A) und steigendem Acetonitrilgehat (Eluent B: wie A mit 80% Acetonitril; v/v); Gradient:
0% B auf 100% B in 50min, 200ul/min Hul¥rate. Die kohlenhydrat-hatigen Fraktionen, die
wahrend der ersten 25 Minuten euierten, wurden zu einer Stammfraktion im Schliffgléschen
vereinigt, lyophilisert und fur die anschlief3enden Methylierungsanalysen bereit gehdten. Der
Gehalt an GaNAc betrug mindestens 50ug.

11.10.2 Freisetzung der O-Glykane mit Hydrazin
Fur jede der nachfolgenden, nicht reduzierenden Freisetzungen der O-Glykane wurden jewells

ca. 500pg Scheidenmaterial eingesetzt, entsprechend ca. 50pg GalNAC.

11.10.2.1 M ethode nach K obata [109,110]

Lyophilisertes Scheidenmaterial wurde im Kunststoff-Mikroreaktionsgefad mit  500pl
wasserfreiem Hydrazin versetzt und nach Uberschichtung mit Argon fiir 14 Tage bei 37°C
im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurde das Hydrazin (SIGMA) in der Vakuumzentrifuge
abgedampft und dreimal mit je 500ul Toluol (Uvasol, MERCK) azeotrop vertrieben.

11.10.2.2 Methode nach Patel [111]

Lyophilisertes Scheidenmaterial wurde in einem 5ml Glasrohrchen mit Schraubverschlul
(MAGV) mit 1ml wasserfreiem Hydrazin versetzt, mit Argon Uberschichtet, gut verschlossen
und 4h im Inkubationsofen bei 95°C behandelt. Unter diesen Bedingungen wurden sowohl O-
als auch N-Glykane als Hydrazone freigesetzt.
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11.10.2.3 Methode nach Cooper [112]

Im Unterschied zu den beiden obigen Methoden wurde lyphilisiertes Scheidenmaterial mit
200ul 50% (v/v) walrigem Hydrazin in 0.4M Triethylamin (SIGMA) oder wahlweise 0.2M
Natronlauge (MERCK) solubilisiert und 18h bel 45°C inkubiert. Anschlief3end wurde in einer
Rotationsvakuumpumpe abgedampft und mit Toluol azeotrop abgedampft. Der mit
Natronlauge behandelte Ansatz wurde mit 200ul 0.1M Salzéure neutralisiert und in einer Bio-
Gel P2-Gdfiltrationssdule fraktioniert (s. 11.10.1); Fraktionen zu je 1ml wurden wahrend der

ersten 30 Minuten Elution gesammelt, in einem Schliffglaschen vereinigt und lyophilisiert.

Zur Entfernung der Hydrazongruppe wurden die nach 11.10.2.1-11.10.2.3 entstandenen Hydrazone
jewells nach der Lyophilisation in einem Schliffgléschen mit 40ul geséttigter NaHCOs-Losung, die
2ul Acetanhydrid enthielt, versetzt und unter Eiskiihlung 20min stehengelassen. Nach Aufnahme
in 160ul Wasser wurde wie in 11.10.1 gdfiltriert und gesammelt. Die N-acetylierten Glykane
wurden dann mit 500ul 50% (v/iv) waldrigem Aceton im Kunststoffreaktionsgefald versetzt, gut
verschlossen und bel 50°C Uber Nacht inkubiert. Bel diesem Verfahren wurde das chemische
Gleichgewicht vom acetylierten Osazon zum fllchtigen Aceton-Hydrazon verschoben. Nach
Lyophilisation konnten die reduzierenden Glykane wie in 11.10.4.1 und 11.10.4.2 derivatisert

werden.

[1.10.3 M ethylierung von Glykanen [113-119]

Die freigesetzten und aufgearbeiteten Oligosaccharide wurden in 300ul gléserne Mikroreak-
tionsgefal3e (ZINSSER, Frankfurt) pipettiert, lyophilisiert und tber Nacht bei 37°C im Vakuum
Uber Phosphorpentoxid getrocknet (Sicapent, MERCK, Darmstadt). Nach Futen mit
getrocknetem Argon wurden in die Gefél3e 50pl wasserfreies DMSO (Merck) gegeben und
die Proben 90min im Ultraschallbad gelost. Anschlief3end erfolgte Zugabe von 50ul 2M
Butyllithium in DMSO und Abkuthlen auf —20°C. Die Permethylierung wurde durchgefiihrt
durch Zugabe von 50ul frisch destilliertem lodmethan und 90min Inkubation im
Ultraschallbad bei Raumtemperatur. Anschlief3end wurden die Proben mit 150ul Wasser
versetzt und auf Chromabond Cl18ec-Saulen (15x100mm) gegeben, welche zuvor mit 5mi
Wasser, 5ml Acetonitril, 5ml Methanol und wieder schliefflich mit 10ml Wasser equilibriert

worden waren. Die Saulen wurden mit 5ml Wasser gewaschen, dann nacheinander mit jewells
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5ml 10% (v/v) waldrigem Acetonitril, 100% (v/v) Acetonitril und Chloroform eluiert. Die
acetonitril- und chloroform-haltigen Fraktionen enthielten die methylierten Glykane, wurden

vereinigt und im Stickstoffstrom getrocknet.

[1.10.4 Derivatiserung freigesetzter Oligosaccharide

[1.10.4.1 Derivatiserung mit 1-Phenyl-3-methyl-pyrazolin-5-on (PM P) [120]

Die nach 11.10.2.1-11.10.2.3 freigesetzten Oligosaccharide wurden in einem Kunststoff-
Reaktionsgefald mit 30pl einer 0.5M methanolischen PMP-LAsung (ALDRICH) suspendiert und
anschlieRend mit 30ul 0.3M NaOH-Ldsung gemischt. Analog wurden mit dem kauflich
erwerbbaren Disaccharid Gal-GalNac (SIGMA) und den Monosacchariden GalNAc, GICNAC,
Ga und Glc (jeweils SiIcmA) ads Referenzverbindungen verfahren. Das Kunststoff-Reak-
tionsgefald wurde gut verschlossen und 2h bei 70°C inkubiert. Danach wurde auf Raum-
temperatur abgekuhlt, mit 0.3M HCI-Ldsung neutralisert und anschlieRend 5min bei 10.000x
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal? tberfiihrt
und mit 200l Wasser vermischt. Nach Zugabe von 300ul Ethylacetat und einigen Sekunden
intensiven Mischens (Vortex) wurde die obere organische Phase abpipettiert und verworfen.
Dieser Vorgang wurde noch weitere zwei Male wiederholt, um den gréften Anteil an
Uberschiissigem PMP-Reagenz zu entfernen. Die wéldrige Phase wurde dann lyophilisiert und
bis zur weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt. Alternativ konnte die Probe auch direkt
nach Extraktion auf eine reverse phase-HPLC-Saule injiziert werden. Eluent A bestand aus
0.1M Ammoniumacetat, pH 5.5 (10% Acetonitril, v/v); Eluent B bestand aus Eluent A mit
25% Acetonitril (v/v). Die Trennung der Oligosaccharide erfolgte auf ener 2.1x250mm
Nucleosil C18, 5um reverse phase-HPL C-Saule (BiscHOFF). Gradient: von 10% auf 100% B
in 55 min bel 200ul/min; Gerdte s. 11.3 Narrowbore HPLC. Detektion erfolgte bei 245nm
Extinktion. Um eine optimale Trennleistung der Saule zu gewdahrleisten, wurde vor jedem
analytischen wie préparativen Lauf ein Gemisch der PMP-markierten Referenzsubstanzen

aufgetrennt.
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Abb. 8 : Schematische Darstellung der Derivatiserung von Kohlenhydraten mit PMP.
Der basenkatalyserte Prozef3 beinhdtet zunéchst eine Aldoladdition, bel der
en eses PMP-Molekil in Form des Enolat-lons die Aldehydform des
Glykans nukleophil angreift (1, Aldol ). AnschlieRend erfolgt
Wasserdiminierung unter Bildung einer a,-ungeséttigten Verbindung (2),
welche erneut vom Enolat-lon eines zweiten PMP-Molekils in [3-Postion
nukleophil angegriffen wird (3, Michagl-Produkt). Die Pyrazolongruppen des
Produkts  dabiliseren  sch  durch  Bildung enes  konjugierten
Doppelbindungssystens.
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Abb. 9 : Schematische Darstellung der Derivatisierung von Kohlenhydraten mit
Anthranilsaure durch reduktive Aminierung.

[1.10.4.2 Baugenanalyse mit Anthranilsaure-Derivatiserung [121]

Zwei Doppelansdtze aus jewells 100ug L. sigmodontis.- Scheidenprotein wurden verglei-
chend mit bzw. ohne vorherige HF-Behandlung mit 4M Trifluoressigsdure versetzt, 4h bel
100°C hydrolysiert und anschlief3end in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur Derivatisie-
rung wurde der Rickstand in 10ul 0.6% Na-Acetat-Losung (w/v) aufgenommen, mit 50pl
43mM Anthranilséure in 0.3M NaCNBH3-LOsung versetzt (gelost in methanolischer 2.4%
Na-Acetat-/ 2% Borsdure-Losung) und 45min bei 80°C erhitzt. Die Probe wurde dann auf
120ul mit Elutionspuffer A der nachfolgenden HPLC-Trennung verdinnt. Die Trennung der
Monosaccharide erfolgte Uber eine 4x250mm HPLC-Saule, 4um, Superspherl00 RP18ec
(MERCK, Darmstadt). Eluent A bestand aus 0.2% n-Butylamin, 0.5% Orthophosphorsdure und
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1% Tetrahydrofuran (jeweils v/v). Eluent B bestand aus Eluent A mit 50% Acetonitril.
Gradient: von 5% auf 18% B in 25min, auf 100% in 1min, 5min 100% isokratisch. Die
Detektion erfolgte bei 360nm bzw. 425nm.

[1.11  Chemische Synthesen

[1.11.1 Direkte K opplung von Phosphorsaure-N,N-dimethylaminoethylester

Das Prinzip der direkten Kopplung von Phosphorsaure-N,N-dimethylaminoethylester
(Phospho-DMAE) beruht auf der Veresterung des aktiven, trifunktionellen Phosphor-
saurehalogenids Phosphoroxychlorid mit der OH-Gruppe von DMAE. Das Produkt (Dichlor-
phosphorsaure-N,N-dimethylaminoethylester) kann direkt ohne aufwendige Aufreinigung ein
zweites Mal verestert werden mit freien OH-Gruppen von Serin bzw. Threonin des
gewlnschten Polypeptids (s. Weg A in Abb.10). Eine zweite Moglichkeit besteht in der
Kopplung des Phosphorsdureesters mit der OH-Gruppe von p-Aminophenol. Die freie aro-
matische Aminogruppe 183t sich leicht in das Isothiocyanat Uberfiihren und an andere frele
Aminogruppen addieren (s. Weg B in Abb.10). Der Vorteil dieser Methode gegenlber der
direkten Methode besteht darin, dal3 sich bei der Kopplung in walériger Losung arbeiten 1a03t,
was die Lodlichkeit von Polypeptiden und deren Produktausbeuten gegeniber wasserfreien

Ldsemitteln erhdhen sollte.

1.11.1.1 K opplung mit Rinderinsulin, -serumalbumin und Ovalbumin

Ca. 3ml Phosphoroxychlorid (POCI3;, ca. 30mmoal), in 20ml Chloroform geldst, wurden in
einem 50ml Rundkolben bei Raumtemperatur mit ca. 1ml DMAE (10mmol) vorsichtig
tropfenweise versetzt unter kraftigem Rihren. Das Produkt fiel as weil3es Hydrochlorid aus
und wurde portionsweise in Glaszentrifugenréhrchen mit Schliff pipettiert und abzentrifugiert
(Imin bei 3000U/min, Tischzentrifuge, HETTICH). Die schwerere, klare Chloroformphase, die
noch Phosphoroxychlorid —enthielt, lie3 sich als untere Phase mit einer Pasteurpipette
abpipettieren. Zur Entfernung des restlichen POCI; wurden in zweimaliger Wiederholung die
Zentrifugengléschen vollsténdig mit frischem Chloroform aufgeftllt, mit einem Glasstopfen

verschlossen und geschiittelt. Nach anschlie3endem Zentrifugieren wurde das Chloroform
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erneut entfernt. Nach Abblasen des restlichen Chloroforms im Stickstoffstrom wurde der
weille Rickstand in 2ml Acetonitril, der 20% (v/v) TFA enthielt, gelost. Mit 25ml der
gleichen Lésung wurden in jewells getrennten Ansdizen ca. 35mg Rinderinsulin (ca.
3.8umol, entsprechend 11.3 pmol OH-Gruppen), 0.5g Rinderserumalbumin (BSA, 70umol
bzw. 4.2mmol OH-Gruppen) und 0.1g Ovalbumin (3umol bzw. 30pumol OH-Gruppen) in
50ml Rundkolben unter Rihren in Lésung gebracht. Danach wurden die 2ml gelésten
Hydrochlorids langsam hinzugetropft und nach vorsichtiger Zugabe von ca. 3-5ml
Triethylamin wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerdhrt.

Zur Vermeidung eines Niederschlags des Kopplungsprodukts wurde nach Beendigung der
Reaktion ein UberschuR von ca. 10ml Triethylamin dazugegeben, um die restliche
Trifluoressigsaure zu neutralisieren, und danach langsam mit 10ml Wasser versetzt. Die klare
Losung wurde in ein 100ml Becherglas gegeben. Von dieser Lésung wurden 20ml-Aliquote
direkt Uber reverse-phase-HPLC gereinigt, nach vorherigem Ansauern mit 200ul TFA. Die
Chromatographiebedingungen fur Insulin waren: Gerdte s. 11.3 Narrowbore HPLC,;
2.1x250mm Saule, Nucleosil 100, C18 Phase, BISCHOFF); Eluent A: 0.1% TFA in Wasser,
Eluent B: 0.08% TFA in Acetonitril, Gradient: 0% B auf 100% B in 45min, 200ul/min
FluRrate. Detektion: UV/Fluoreszenz.

Fur BSA und Ovalbumin: Geréte s. 11.3 Normal-HPLC; 4x120mm S&ule, C4 Phase, LiChro-
spher 300 endcapped, MERCK), Gradient: wie bel Insulin, 1ml/min Fuf¥rate. Detektion:
UV/Fuoreszenz.

Die Produktausbeuten bzw. der Gehalt an gebundenem DMAE wurden per Amino-
saureanalytik bestimmt bzw. mit Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie charakterisiert.
AuRerdem erfolgte eine Kontrolle mit Hilfe der SDS-PAGE.

11.11.2 K opplung von Phospho-DM AE Uber p-Aminophenol [122]

Analog zu 11.11.1.1 hergestelltes Dichlor-Phospho-DMAE (ca. 10mmol) wurden in 10ml
Acetonitril gelost und in einen 50ml Rundkolben gegeben. Es folgte portionsweise Zugabe
von 3mmol p-Aminophenol (MERCK), gelést in 10ml Acetonitril, und unter Ruhren 5ml
Triethylamin, zum Neutralisieren der wahrend der Reaktion entstehenden Salzsdure. Es wurde
Uber Nacht gerthrt, Acetonitril im Stickstoffstrom abgeblasen und mit 40ml Wasser
hydrolysiert.
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Anschlie3end folgte Entfernen des Wassers in der Rotationsvakuumpumpe bis zur Trockene.
Das so entstandene Produkt, Dimethylaminoethyl-p-Aminophenyl-Phosphorsdurediester
(DAP, Abb.10) wurde in 5ml 0.1IM NaHCOs-L6sung aufgenommen und in einem 50ml
Rundkolben mit 5ml einer 3mM Lésung aus Thiophosgen in Chloroform versetzt. Nach
festem Verschlief3en mit einem Glasstopfen wurde mit einem Magnetrihrer fur 1h so stark
gerdhrt, dal’3 beide Phasen intensiv in BerUhrung kamen. Bel diesem Prozef3 wurde die
aromatische Aminogruppe des p-Aminophenols in Isothiocyanat umgewandelt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde zur Trennung der beiden Phasen einige Minuten stehen
gelassen und die schwerere Chloroformphase abpipettiert. Durch jeweils dreimalige Zugabe
von 5ml frischen Chloroforms und Abblasen wurde Uberschiissiges Thiophosgen entfernt.
Nach Zugabe von in 10ml wéaldriger, hydrogencarbonat-gepufferter Losung von BSA bzw.
Ovalbumin wurde Uber Nacht unter leichtem RiUhren die Kopplung durchgefihrt. Die
Reaktion erfolgte dabel an freien Aminogruppen der Polypeptide (an Lysin und / oder dem N-
Terminus). Die Aufreinigung und Charakterisierung der Produkte erfolgte wie unter 11.11.1.1
beschrieben (s. Bedingungen bei BSA).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der direkten Kopplung von Phospho-DMAE (A)
sowie Uber das I sothiocyanat des p-Aminophenols (B) an eine Polypep-
tidkette
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[11.  Ergebnisse

[11.1 SDS-PAGE von L. sigmodontis-Scheiden/Stains-All-Férbung

Wie eine SDS-PAGE der Scheiden von L. sigmodontis ergab, zeigen insbesondere die Ober-
flachenproteine shp3 und shp3a mit dem kationischen Farbstoff Stains-All eine intensive
Blaufarbung, was auf das VVorkommen stark negativer Ladungen zuriickzufihren ist. Auf glei-
cher Hohe in dem silber-geféarbten Gel ist nur shp3 negativ gefarbt. Auf der Hohe der anderen
Proteine sind relativ schwache, wenig signifikante, blaue Banden zu erkennen (s. Abb. 11).
Wie Versuche mit phosphorylierten bzw. Sulfat- und Uronsdure tragenden Standardsubstan-
zen (Phosvitin aus Eigelb bzw. Chondroitinsulfat aus Haiknorpel) gezeigt hatten, weisen
phosphorylierte Proteine eine wesentlich sensitivere Blauférbung im Gel auf as sulfatierte
und/oder mit Uronsauren substituierte Polypeptide. Demnach konnte das Ergebnis auf das

Vorhandensein von Phosphatresten in shp3 und 3a hinweisen.

A kDa B
N . 200 A A
_— -
-
= <120 Shp3 p—— -
-_— -
[ :-"-
A— < 50 s TN
— < 40 S shp3a - - =
shp4 it
— < 30
shp1a —>
. <—2 () shp1 Jat
Std. L.s. Std. L.s.

Abb. 11: SDS-PAGE der Scheiden von Litomosoides sigmodontis (L.s.). A) geféarbt
mit Silber, B) geféarbt mit Stains-All, einem kationischen Farbstoff.

Jeweils in der linken Spur ist ein Proteinleiterstandard aufgetragen (Std.)
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[11.2 Fmoc-Aminosaureanalyse

Ein Vergleich beider HCI-Hydrolysen von L. sigmodontis-Scheidenmaterial zeigte, dal3 bei
der FlUssigphasenhydrolyse neben Aminosduren auch Aminozucker als Fmoc-Derivate
detektierbar waren. Die Hydrolysekinetik ergab weiterhin, dal3 bereits nach ca. 10h Hydrolyse
mit flissiger 6M HCI eine quantitative Freisetzung aller Aminosduren erfolgte. Im Vergleich
dazu waren 24h Hydrolyse in der Gasphase nétig (vgl. Abb.12 B,C). Bei der Hydrolyse mit
HF war bemerkenswert, dal3 ausschliefllich DMAE detektiert wurde, neben wenigen
Verunreinigungen (s. Abb.12D). Massenspektrometrische Daten belegen, dal3 Polypeptide
durch 48% HF Uberwiegend schonend dephosphoryliert werden (s. Abb.25).
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Abb. 13:Fmoc-Analysen von shp3a A) vor HF-Behandlung, ca. 25pmol, B) nach HF-
Behandlung und Mikrodialyse (max. 30pmol) und C) vom Dialysat nach HF-
Behandlung (max. 30pmol; mit Stern markierte Signale: Fmoc-Nebenprodukte)

Chromatographiebedingungen s. 11.4
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Wie die Aminosaurezusammensetzung von shp3a zeigt, sind neben einem grof3en Antell
DMAE Serin und Threonin die dominierenden Bestandteile (Abb.13A). Demgegentiber weist
die Primérstruktur nur minimale Mengen anderer Aminosauren auf. Auch der Aminozucker
GalNACc ist gut detektierbar. Nach Dephosphorylierung mit HF und anschlief3ender Entfer-
nung von DMAE durch Mikrodialyse bleibt das Verhdltnis Serin:Threonin weitgehend er-
halten und ebenso der GalNAc-Anteil (s. Abb.13B). Die Untersuchung des Dialysats ergab
DMAE ds einzige Komponente, neben Verunreinigungen (s. Abb.13C). Wie die spétere mas-
senspektrometrische Analyse des Retentats (s. Abb.25) ergab, sollten mit der HF-Behandlung
guantitativ alle Gber Phosphodiester gebundenen Substituenten, einschliefdlich DMAE, auf
shp3a entfernt worden sein. Ein entsprechender Nachweis fir den durch HF-Behandlung
erfolgten Verlust negativer Ladung, und damit Stains-All negativ férbender Proteinbanden im
Polyacrylamidgel, gelang nicht. Das durch HF verursachte verénderte Laufverhalten der
Scheidenproteine fuhrte zum Verschmieren der Banden, was einen Vergleich mit den nicht
dephosphorylierten Proteinen unméglich machte. Jedoch fiel die Stains-All-Farbung negativ
aus und vorhandenes Protein konnte durch Silberfarbung nachgewiesen werden (Daten nicht

gezeigt).
[11.3 Glycerol- und Cholin-Analysen

Die Cholin-Analyse der Scheiden von L. sigmodontis ergab fir 100ug Scheidenprotein einen
Anteill von ca. 0.4%, wobel die entsprechenden Reagenzienkontrollen keine Cholin-
kontaminationen aufwiesen. Die Glycerol-Analysen ergaben keine signifikante Anwesenheit
von Glycerol . Die Kontrollwerte dagegen wiesen relativ hohere Werte auf, welche auf
»Kontaminationen* aus dem Percoll zuriickzufihren waren, das bei der Gewinnung von
Scheidenmaterial verwendet wurde.

Die Spuren von Cholin sowie das Nichtvorhandensein von Glycerol widerlegen eindeutig die
urspringliche Vorstellung von vorhandener Teichonsaure. Nachgewiesenes Cholin konnte je-
doch Bestandteil von Phospholipiden in der Mikrofilarienscheide sein oder ein Metabolit, der
sich von DMAE ableitet.

[11.4 Isolierung und Strukturbestimmung des Bausteins DM AE als Fmoc-Derivat

Wie friihere Beobachtungen bel Einsatz unterschiedlicher Mengen an hydrolysiertem Schei-
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denmaterial ergaben, lalkt sich fast ausschliellich Fmoc-DMAE aus einem Hydrolysat
gewinnen, wenn das Scheidenmaterial gegeniiber dem Fmoc-Reagenz in hohem Uberschul
vorliegt. Mit Hilfe praparativer HPLC konnten O.1pumol an Fmoc-DMAE und 1mmol
Standard in reiner Form gewonnen werden (s. Abb. 14).

Wie die *H-NMRSpektren eindeutig zeigen, sind Standard und Probe identisch, weisen also
die gleichen chemischen Verschiebungen (shifts) auf (vgl. Abb.15A,B und Tab.3).Darlber
hinaus lieRen sich anhand eines *H,*H-Kopplungsspektrums (COSY) bei dem Standard die

einzelnen Strukturbestandteile des Molekiils nachweisen. Fir eine entsprechende Anwendung

* *
DMAE

l_FIuoreszenz/BlSnm

ST AR T

| | | | | | | |
15 | 25 | 35 | 45 55
Zeit/min

Abb.14: Praparative Isolierung von Fmoc-DMAE aus ca. 100ug
Scheidenhydrolysat. Deutlich ist das umgekehrte Deriva
tiserungsverhdtnis gegentiber einem analytischen Lauf
(max. 0.5ug) zu sehen. (vgl. Abb.12B,C; mit Stern
markierte Signale: Nebenprodukte); Chromatographie-
bedingungen sehe 11.4

dieses Experiments auf die zu untersuchende Probe war die isolierte Menge nicht ausreichend.
Aus dem *H-Spektrum geht eindeutig hervor, daR das Fmoc-Molekiil offenbar mit der OH-
Gruppe des DMAE verknipft ist, da im Spektrum einerseits kein breites Signal einer freien
OH-Gruppe zu beobachten ist und andererseits die beiden Methylgruppen des DMAE hoch-
feldverschoben sind (s. Abb. 15B). Bel einer Derivatiserung des Stickstoffatoms (Quar-
ternisierung) wirde der umgekehrte Fall vorliegen.

Wie dem COSY-Experiment zu entnehmen ist, entsprechen die Signale, die auf der
Diagonalen liegen, den Protonengruppen, die zum eigentlichen Molekil Fmoc-DMAE
gehoren. Und nur die zur Diagonaen sich spiegelbildlich verhaltenden Signale stellen die
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Abb. 15: Die *H-NMR-Spektren von Fmoc-DMAE als Standard (A) im Vergleich mit
dem aus Litomosoides sigmodontis-Scheiden isolierten Fmoc-DMAE (B). Im
unteren Feld noch einmal ein Detailvergleich der einzelnen Signalgruppen.

strukturell dazu gehdrenden benachbarten Protonengruppen dar. So ist zu ersehen, dald im
Hochfeld (aiphatische Protonen) zwel Methylengruppen (-CHy-) direkt miteinander
verknipft sind (s. Abb. 18A). Anhand von Inkrementberechungen bekannter NMR-Standards
|&t sich zeigen, dal3 beide Methylengruppen im magnetischen Umfeld von Heteroatomen
wie N bzw. O liegen (nicht gezeigt).

Signal & /ppm Gruppe Multiplizit&t *JKopplung
4.24 a t CH—-CH,
4.50 b d CH—CH
4.60 (o m CH-—CH,
3.33 d m CH,—CH,
2.90 et+f S --
7.32 H;—H,—Hs dd - CH=CH -

H, —Hz—H,4
7.41 Hi—H,-—H;3 dd - CH=CH -
H,-H3-—H,
7.57 H,—H, d - CH=CH -
Hs—Hs
7.75 Hi—H> d - CH=CH -
H4—H';3

Tab.3: Ubersicht der chemischen Verschiebungen (8) aller im *H-NMR-Spek-
trum gemessenen Kopplungen von Fmoc-DMAE

C
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e Fmoc-DMAE mit
H
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Abb.17: Das Fuoren-Ringsystem
des Fmoc-Molekils, zur
Veranschaulichung der zu
»Pseudotripletts’ koppeln-
den, benachbarten, aro-
matischen Protonen (s.
Tab.3 und Erléuterung im
Text)

Die aromatischen Protonen des Fluorens im Tieffeld des Spektrums zeigen ein bei der
400MHz Feldfrequenz des Gerdtes typisches Aufspaltungsmuster in Form von , Pseudo-
Tripletts®, die tatsachlich aber Dubletts von Dubletts sind, also benachbarte aromatische

Protonen des Fluorens, deren Dublettsignale partiell zusammenfallen:

-

Die beiden Methylengruppensignale im Hochfeld ergében bei einer ausschliefflichen Nah-
kopplung (nur tiber max. drei Bindungen, 3J) Tripletts mit dem Integral 2, da zwei Protonen.
Die Multiplizitét eines Signals ergibt sich aus der Gleichung:

M=n+l ;M= Multiplizitdt, n = Zahl der Nachbaratome

Durch die empfindlich hohe Feldfrequenz des Gerétes ist jedoch das zweite Triplett bei
03.33/4.60 in ein Multiplett aufgespalten, da fir jedes einzelne Signal des Tripletts zusétzlich
die Kopplung mit anderen, weiter entfernt liegenden Protonen sichtbar wird.

Deutlich zu sehen ist das Dublett bzw.Triplett bei 6 4.25/4.50 (Abb.15B bzw. A), welches die
Kopplung des tertigren Fluorenylprotons mit den Methylenoxyprotonen zeigt, mit den In-
tegralverhaltnissen 1 bzw. 2.

Das starke Singulett mit dem Integral 6 (d.h. 6 Protonen) ganz rechts im Hochfeld zeigt
schliefidlich die beiden chemisch identischen und bei Raumtemperatur nicht unterscheidbaren
Methylgruppen des DMAE.
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Abb. 18: *H,*H-Korrelationsspektrum von Fmoc-DMAE. A) Aliphatische Protonen, B)
aromatische Protonen. Die strukturell zusammengehtrigen Signalgruppen be-
finden sich jeweils spiegelsymmetrisch zur Diagonalen (von links unten nach
rechts oben verlaufend). Die Signale auf der Diagonalen sind identisch mit
denen des korrelierenden Spektrums. Signale a-d bzw. H;-H,4 entsprechen den in
Abb. 16 bzw. Abb. 17 markierten Protonen.
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[11.5 Kohlenhydrate
[11.5.1 Gaschromatographie
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Abb. 19: Gaschromatographische Analyse der Monosaccharid-Komponenten von L. sig-
modontis-Scheiden (A) und isoliertem shp3a (B), jewells vor und nach HF-Be-
handlung. Chromatographiebedingungen siehe 11.10.1

Die Bausteinanalyse von L. sigmodontis-Scheidenmateria hatte nach der in 11.8 beschrieben-
en Hydrolysemethode lediglich das Vorhandensein von GalNAc ergeben. Erst nach vor-
heriger Dephosphorylierung mit HF war zusdtzlich Galaktose nachweisbar, verbunden mit
einem weiteren Anstieg von GalNAc. Der insgesamt grofdte Anteil der Kohlenhydrate ist
demnach phosphoryliert und somit nach der standardisierten Hydrolyse gaschromato-
graphisch nicht erfaRbar. In Analogie zu den Analysen ganzer Scheiden |&f3t sich auch bel
shp3a erst nach vorheriger Dephosphorylierung neben GalNAc auch Galaktose nachweisen.
Da shp3a sowie shp3 als einzige Polypeptide in den Scheiden von L. sigmodontis DMAE-
Reste Uber Phosphodiesterbriicken tragen, ist das Analyseergebnis ganzer Scheiden auf den
Anteil von shp3a und 3 zurlckzufihren. Aus den durch reduktive Beta-Eliminierung
freigesetzten, methylierten und partiell acetylierten Kohlenhydraten der Scheiden wurden
gaschromatographisch vor und nach HF-Behandlung sowohl modifiziertes as auch
unmodifiziertes GalNAc identifiziert. Das gleiche Ergebnis zeigte Galaktose. Zudem wurde
eine interne Galaktose identifiziert, was auf das Vorhandensein eines grofReren Saccharids
schlieRen lief3 (s. Abb.20 und 111.6).

Ein Vergleich der beiden Freisetzungsmethoden fir O-Glykane aus L. sigmodontis-Scheiden-
proteinen mit anschlieRender Methylierung bzw. PMP-Derivatiserung ergab sowohl fir die
Hydrazinolyse as auch die reduktive Beta-Eliminierung eine vergleichbar sendtive
Detektion.

Vielfache Quantifizierungen des Galaktose- und GalNAc-Anteils ganzer Scheiden mittels
Gaschromatographie und Fmoc-Aminosaureanalyse haben ein reproduzierbares Verhdtnis
GaNAc:Gal von 2:1 ergeben. In jeweils 100ug-Aliguoten Scheiden wurden experimentell ca.
61g N-Acetylgalaktosamin und ca. 3jug Galaktose detektiert (Uronsduren s. 111.5.3). Demge-
genuiber wurde gaschromatographisch in shp3a ein Verhdltnis von ca. 1.5 gefunden, was
jedoch angesichts der stark mengenabhangigen Detektion von GalNAc as nicht verlaRlich
angesehen werden konnte. Auf Grund mangelnden Materials konnten mit shp3a keine

analogen Fmoc-Aminosaureanalysen durchgeftihrt werden.
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Abb. 20: GC/MS-Analyse methylierter, partiell acetylierter Monosaccharide (Signale 1-
6; s. auch Tab. 4) aus ca. 1mg L. sigmodontis-Scheidenmaterial zur Untersu-
chung ihrer Verknipfung untereinander. A) Methylierung vor HF-Behandlung,
B) nach HF-Behandlung. Signal 7 im kleinen Gberlagerten Spektrum von A)
stellt eine separate Messung dar. Mit Stern markierte Signale: Verunreinigun-
gen. Chromatographische Bedingungen siehe 11.10.1, 11.10.3 und 11.8.1

[11.5.2 PMP-Derivatiserung

Das Ergebnis der Auftrennung PMP-markierter Kohlenhydrate aus L. sigmodontis mit
reverse-phase Chromatographie lief3 sich mehrfach reproduzieren. Weiterhin konnten anhand

der Elutionszeiten der eingesetzten, mit PMP derivatisierten Standards die Signale 1 und 2 in
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Abb.21: Reverse-Phase-Chromatogramm hy-

£ drazinolytisch freigesetzter, PMP-
5 markierter Kohlenhydrate aus L.
< 2 sigmodontis-Scheiden. Signal 1 und
N 2 komigrieren mit dem PMP-Derivat
c | 1 eines Disaccharids bzw. N-Acetyl-
o i galaktosamin. Mit Stern markiertes
= |1 Signal: Nebenprodukt. Chromatogra-
E | | }k . phiebedingungen s. 11.10.4.1
2 f_L_ A JW

8 16 20

Zeit/min

Abb.21 als PMP-Disaccharid bzw. PMP-Aminozucker vorcharakterisiert werden. Strukturelle
Zuordnungen konnten schliefdlich mit Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie getroffen
werden (s. Abb. 24). PMP-Uronsauren konnten weder chromatographisch noch massenspek-

trometrisch nachgewiesen werden.

[11.5.3 Anthranilsdure-Derivatisierung

Das Verhdltnis GaNAc:Ga nach Quantifizierung durch die Anthranilsdure-Methode ergab,
in Ubereingtimmung mit den gaschromatographischen Daten, einen Wert von 2:1. Zudem
konnte das Signal einer Uronsdure detektiert und anhand eines Glucuronsdure-Standards zu
ca 0.2% bestimmt werden. Da verschiedene, mit Anthranilséure derivatisierte Uronsauren
unter den angegebenen chromatographischen Bedingungen komigrieren, war eine Identi-

fizierung des detektierten Signals nicht moglich (Daten nicht gezeigt).

[11.6 Massenspektrometrie

[11.6.1 Kohlenhydrate

Anhand der mittels reduktiver Beta-Eliminierung freigesetzten, methylierten Glykane konnte
im MALDI-TOF-Massenspektrometer ein Signal detektiert werden, das einem Trisaccharid
entsprach, das aus zwei Hexosen und einem N-Acetylhexosamin bestand und sieben Phospho-
DMAE-Reste trug. Nach vorheriger HF-Behandlung und anschlief3ender Methylierung konnte
der Massenverlust von sieben Phospho-DMAE-Inkrementen bestétigt werden. Dieses
Ergebnis wurde zweimal reproduziert.
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Abb. 22: MALDI-TOF-MS von methylierten Glykanen aus L. sigmodontis-Scheiden: A)
vor, B) nach HF-Behandlung. Das Signa in A) entspricht einem Trisaccharid
(Hex-Hex-HexNAc-OH), welches sieben methylierte Phospho-DMAE-Reste
trégt. Die Massendifferenz der Signale in A) und B) entspricht exakt der Masse
von sieben Phospho-DMAE-Inkrementen.
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Mit Hilfe der PMP-Derivatiserung (s. 11.10.4.1) konnte zudem neben freilem, monomeren
GaNAc ein Disaccharid isoliert werden, bestehend aus Gal-GalNAc (s. Abb.21, Signale 2
bzw. 1). Beide Substanzen konnten sowohl mit kauflichen Standards kochromatographisch
identifiziert als auch per MALDI-TOF-MS bestétigt werden (Abb.24). Eine Isolierung des
entsprechend derivatisierten Phospho-DMAE-tragenden Trisaccharids gelang nicht. Generell
zeigte sich bei massenspektrometrischen Untersuchungen negativ geladener Standard-
Disaccharide, dai3 die Nachweissensitivitét per MALDI-TOF-MS mit steigender Ladung des
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Abb. 23: Single lon Monitoring-Spektren einiger (partiell methylierter) Alditolacetate
nach Aufbereitung von L. sigmodontis-Scheiden (s. Abb. 20): a) 2,3,4,6-Gal, b)
2,4,6-Gdl, ¢) 4,6-GalNAc und d) peracetylierte Galaktose (Bezeichnungen s. Le-
gende Tab.4)

Glykans abnahm — sowohl im positiven als auch im negativen lonen-Modus.

Die Methylierungsanalyse zeigte ausschliefdlich eine Gber Position C3 verknlpfte Struktur des
Trisaccharids Gal-Gal-GalNAc. Durch vergleichende Analyse zweler Parallelansdtze vor und
nach HF-Behandlung konnten die Positionen der O-Phosphorylierungen zum Tell bestimmt
werden. Abb. 22 zeigt das MALDI-TOF-Massenspektrum des isolierten, methylierten Trisac-
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charids vor und nach der Dephosphorylierung mit HF (A bzw. B).

Waéhrend bel der terminalen Galaktose dieses Trisaccharids alle vier OH-Gruppen modifiziert
vorlagen, lief3en sich die restlichen drei substituierten Positionen nicht eindeutig der internen
Galaktose bzw. dem N-Acetylgalaktosamin zuordnen. Die Masse 340 in Abb. 23a (Tab.4
Signall) zeigt die permethylierte, bzw. die Masse 452 (Abb.23d) die peracetylierte, vierfach
substituierte, terminale Galaktose des Trisaccharids; ferner stellt die Masse 340 die terminale
Galaktose des unsubstituierten Disaccharids Gal-GalNAc dar. Die Massen 368 und 396 in
Tab.4 (Signa 2 u. 3 in Abb.20 A bzw. B) liel3en sich als 3-substituierte bzw. 2,3-
disubstituierte Galaktose identifizieren und weisen damit auf eine interne Galaktose hin, die
zum Teil an Position C2 subgtituiert ist. Die beiden noch verbleibenden Substitutionen sollten
folglich auf dem GaNAc an den Positionen C4 und C6 zu finden sein. Das Signal fir ein
dementsprechend dreifach acetyliertes GalNAc konnte jedoch nicht detektiert werden.
Stattdessen wurde nach HF-Behandlung lediglich ein an Position C3 verknipftes GalNAc mit
der Masse 392/409 identifiziert (vgl. Abb.20 Signal 6, Abb.23c u. Tab.4 Signal 6), welches
das Trisaccharid-Modell sowie das bereits identifizierte Disaccharid Gal-GalNAc
vervollstandigt; des weiteren ein terminales, unsubstituiertes GalNAc mit der Masse 364/381,

welches bereits mit der PMP-Derivatiserungsmethode als Monosaccharid bestétigt werden

konnte.

-HF/ Signal-Nr.* | Masse Substanz Strukturelement
1 340 2,3,4,6-Gad terminale Galaktose
2 368 2,4,6-Ga 3-subst. Galaktose
3 396 4,6-Gal (?) evtl. 2,3-disubst. Gal.
4 364/381 | 3,4,6-GaNAc terminales GalNAc
7 452 | peracetyl. Gal terminale, unsubst.

Galaktose

+HF / Signal-Nr.** | Masse Substanz Strukturelement
1 340 2,3,4,6-Gd terminale Galaktose
2 368 2,4,6-Ga 3-subst. Galaktose
5 381 n.b.2 HexNAc(?)
6 392/409 | 4,6-GalNAc 3-subst. GalNAC

*vgl. Abb. 20 A) ** vgl. Abb. 20 B)
& nicht eindeutig zuordenbar bzw. nicht identifizierbar

Tab. 4. Auflistung der in Abb.20 gaschromatographisch aufgetrennten, partiell
methylierten Alditolacetate und ihre massenspektrometrische Identifikation
(GC/IMS). Obere Tabelle, Methylierung vor HF-Behandlung; untere
Tabelle, Methylierung nach HF-Behandlung
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Legende zu Tab.4:

Diein der Substanzspalte aufgefiihrten Kiirzel sind wie folgt zu lesen:

2,3,4,6-Gal : 2,3,4,6-Tetra-O-methyl-1,5-di-O-acetylgalactitol

2,4,6-Ga : 2,4,6-Tri-O-methyl-1,3,5-tri-O-acetylgalactitol etc.

3,4,6-GaNACc : 3,4,6-Tri-O-methyl-1,5-di-O-acetyl-2-(N-methyl)-acetamidogal actitol

In Kombination der GC/M S-Daten mit denen aus MALDI-TOF-Massenspektrometrie kann

folgende Struktur des Trisaccharids postuliert werden:

DMAE( HO) OPO CH,OPO( OH) DMAE % CH20OH
DMAE( HO) om NHAc
OPO( OH) DMAE

3xPhospho-DMAE
Bel Vergleich der Kohlenhydratanalysen der Scheiden von Litomosoides sigmodontis mit

denen verwandter Nematodenspezies, wie Brugia malayi und Toxocara canis, zeigte sich
Ubereinstimmend keine Sialylierung der O-Glykane [45,49](s. Diskussion).

60- 714.8 [M+H]+ 30 574.8 [M+Nal+
= C>60
340- =) 590.7 [M+K]+
= Eq
=0 M+Na]+ v
20 e I T
. inl.'ﬂ““.‘ bt .MM.Jr.K,]Jr, | S SN— *.L e = e
100 200 400 700 1200 400 500 600 700 800
m/z m/z

Abb. 24: MALDI-TOF-Massenspektren der beiden isolierten, PMP-markierten Glykane,
isoliert aus L. sigmodontis.-Scheiden. Links: PMP-GalNAc-Gal (s. Abb. 21
Signal 1), rechts: PMP-GalNAc (s. Abb. 21 Signa 2) .
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[11.6.2 Shp3a
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Abb. 25: MALDI-TOF-Massenspektrum von shp3a nach HF-Behandlung und Mikrodia-
lyse (ca. 7nmol; Reflektor-Modus). Der Massenverlust von ca.18 kDa steht in
guter Ubereinstimmung mit der Gesamtzahl von ca. 110 DMAE-Resten - als
Phosphodiester am Protein gebunden (s. Tab.l). Die mittlere Breite des
Hauptsignals ist auf Grund der nach Dephosphorylierung verbleibenden
Glykosylierungen mit ca. 2kDa betrachtlich.

MALDI-TOF-MS-Analysen von ,nativem”, carboxymethylierten shp3a lieferten fir dieses

Protein eine mittlere Molekilmasse von 45.5kDa (pers. Mittellung Dr. Hintz). HF-

Behandlung fuhrte zu einem Massenverlust von ca. 18kDa (Abb.25), was die Anwesenheit
von etwa 110 Phospho-DMAE-Resten indiziert.

Vielfache Aminosaure- bzw. —zuckeranalysen in Verbindung mit gaschromatographischen

Quantifizierungen von Galaktose zeigten weiterhin konvergierend, dal3 der grofite Anteil der
posttrandationalen Modifikationen von shp3a aus GalNAc, Ga sowie DMAE und Phosphat
besteht. Damit wurden Uber 90% der Gesamtmasse von shp3a belegt (s. Tab.5 u. Diskussion).

Mol/Mol shp3a Masse/lkDa

cDNA 11.3

DMAE ~110 9.7

Phosphat n.b.2 8.7

GaN(Ac) ~22* 4.5

Gal ~44 7.3

Ser/Thr 54 /45°

> =41.5kDa
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*korrigierter Wert auf Grund von Detektionsverlusten durch Phosphorylierung

& rechnerisch aus Massenverlust im MS nach HF-Behandlung bestimmt

¢ Gesamtzahl der Sering/Threonine, die nicht durch Edman-Sequenzierung erfalRbar, aber
nicht zwingend modifiziert

Tab. 5:Tabellarische Ubersicht aller bzgl. shp3a analytisch zuganglicher Daten und deren
Gesamtmasse. Berlcksichtigt man bei dem gaschromatographisch  bzw.
aminosaureanalytisch bestimmten Anteil der Kohlenhydrate und DMAE-Reste
einen Fehlerbereich von ca. 10%, so lassen sich Uber 90% der Bestandteile an
Modifikationen belegen.

[11.7 Chemische Synthesen

Abb. 26: MALDI-TOF-MS

g2 von Rinderinsulin, heterogen
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=7 ao; und Phospho-DMAE-Resten.
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Die direkte Kopplung von Phospho-DMAE-Resten an freie OH-Seitengruppen von
Polypeptiden konnte an Rinderinsulin und —serumalbumin (BSA) erfolgreich durchgefiihrt
und demonstriert werden.

Auf Grund seiner geringen Masse (<10kDa) war Rinderinsulin als einziges Polypeptid nach
der direkten Kopplung massenspektrometrisch genau charakterisierbar, so dal3 eine exakte
Anzahl veresterter OH-Gruppen gemessen werden konnte. Wie Abb. 26 zeigt, ist das
Kopplungsprodukt von Rinderinsulin  heterogen mit Phosphat und Phospho-DMAE
modifiziert. Aus der Masse 6117.7 Da la3t sich errechnen, dal3 maximal zwei Phospho-
DMAE-Reste zusammen mit einem Phosphat an die Peptidkette gekoppelt werden konnten.
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Dies zeigt, dai alle drei im Rinderinsulin vorhandenen OH-Gruppen selektiv verestert wur-
den. Parallel wurden anhand von Aminosdureanalysen zwei Phospho-DMAE-Reste quantifi-
Ziert, was das massenspektrometrische Ergebnisin Abb. 26 bestétigte.

Jedoch erzielten die aminosaureanalytisch durchgefihrten Quantifizierungen dieser Synthese
bzgl. der eingesetzten Peptidmenge lediglich eine Ausbeute von 0.3%, nach HPL C-Reinigung
des Produkts (ca. 100ug).

Die direkte Kopplung von Phospho-DMAE an Rinderserumalbumin erzielte eine Kopp-
lungsausbeute von Uber 90% (d.h. 55 von 59 vorhandenen OH-Gruppen) bzw. eine Ge-
samtausbeute des HPL C-gereinigten Produkts von ca. 30% (Daten nicht gezeigt). Auf Grund
der zu erwartenden, hohen Heterogenitdt des Kopplungsprodukts war eine massen-
spektrometrische Charakterisierung nicht moéglich gewesen. Die Stains-All-Farbung jedoch
zeigte ein blau geféarbtes, Uber den gesamten Trennbereich des Gels verschmiertes Produkt
(nicht gezeigt).

Die Kopplungsversuche von Phospho-DMAE an BSA und Ovalbumin mit p-Aminophenol
Uber Isothiocyanat waren mit ca. 50% Kopplungsausbeute ebenso erfolgreich verlaufen. Die
Produktausbeute war mit jewells 30% vergleichbar mit dem Ergebnis der direkten Kopplung
an BSA. Auch bei diesen Experimenten war auf Grund der grof3en Heterogenitét der Produkte
keine Detektion im Massenspektrometer zu beobachten gewesen. Demgegeniber lief3en sich
beide Kopplungsprodukte in der SDS-PAGE als blau-geférbte, diffuse Banden darstellen, wie
Abb. 27 zeigt. Es ist klar zu erkennen, dal3 Ovalbumin gegentiber Rinderserumalbumin

Abb.27: SDS-PAGE und Stains-All-
Farbung von Rinderserum-
abumin (BSA) (a) und Ov-
albumin (b), chemisch ge-
koppelt mit p-Aminophe-
nyl-Phospho-DMAE  Uber
| sothiocyanat.
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offenbar eine scharfere Bande aufweist. Der Hauptanteil der heterogenen Kopplungsprodukte
von BSA erstreckt sich mit ca. 40-70kDa Uber einen breiten Massenbereich, wéhrend sich die
Hauptbande von Ovalbumin vorwiegend bel ca. 41kDa befindet und deutlich oberhalb der
Molekilmasse des unmodifizierten Proteins liegt (ca. 38kDa).

Neben der Kopplung tber p-Aminophenol as Isothiocyanat wurden verschiedene andere
Vernetzungsmethoden und —molekile experimentell untersucht, wie z.B. die Verwendung
von Ethyl-dicyclohexyl-carbodiimid (EDC), die Succinylierung von Lysinen im Protein und
ihre Reaktion mit Aminopropyl-Phospho-DMAE oder die reduktive Aminierung von mit
Periodat oxidiertem Glycerol-3-Phospho-DMAE. Jedoch waren die Produktausbeuten extrem
niedrig und standen hinsichtlich des geplanten Einsatzes fir immunologische Tests in keinem

nutzbringenden Verhdtnis zu den Mengen der eingesetzten Reagenzien.
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V. Diskussion

Stains-All-Farbung

Untersuchungen an SDS-Polyacrylamidgelen mit  Phosvitin  und Chondroitinsulfat  als
Standards zeigten im Gegensatz zu vergleichbaren Mengen an shp3 und 3a nur ene
schwache, wenig sensitive Blaufarbung. Relativ zu Chondroitinsulfat wies Phosvitin noch
eine starkere Farbung auf. Wie spektroskopische Messungen an Protein-Farbstoff-Komplexen
des Phosvitins zeigten, steigt die Intensitét der Farbung mit dem abnehmenden mittleren
Abstand der im Protein vorhandenen negativen Ladungen, was mit der , batterieghnlichen*
Anhaufung von Phosphoestergruppen erklart wird [102]. Die sengtive Stains-All-Farbung
von shp3 und 3a sollte daher auf eine dem Phosvitin dhnliche, dichte raumliche Anordnung
von Phosphoestergruppen auf den O-Gykanen zurtickzufiihren sein. Die Frage, in wieweit
DMAE diese intensive Farbung beeinfluf3t, bleibt noch ungeklart. Demgegeniber &3t sich die
schwache Farbung des Sulfat- und Carboxylgruppen tragenden Chondroitinsulfats durch
deren zum Teil breitere Verteilung entlang der Glykankette, und damit der grof3eren Distanz
untereinander, erkléaren. Es kommt daher zu wenig Protein-Farbstoff-Komplexen.

Mit Hilfe von Stains-All konnten inzwischen mehrere phosphat-tragende Proteine in den
Scheiden der verwandten, humanpathogenen Spezies Brugia malayi identifiziert, sowie das
exkretorisch-sekretorische Protein juveniler Filarien von L. sigmodontis — Juv-p120 — als
phosphat- und DMAE-haltig charakterisiert werden (pers. Mittellung Dr. Hintz).

Generell lassen sich mit der Stains-All-Farbung unter geringem Verbrauch an Probenmaterial
phosphorylierte Proteine von nicht phosphorylierten unterscheiden und ggf. auf DMAE un-

tersuchen.

Biosynthese von DM AE

DMAE konnte als Fmoc-Derivat einwandfrei identifiziert und als ein bisher einzigartiger
Substituent O-glykosidisch modifizierter Proteine beschrieben werden. Die Tatsache, dal3 in
den Mikrofilarienscheiden von L. sigmodontis dieses biogene Amin neben Spuren von Cholin
und MMAE zu finden ist, 183t auf eine gezielte Biosynthese schlief3en. Die Herkunft dieses
Substituenten bleibt allerdings noch vdllig ungeklart. Bisher sind nur zwel Synthesewege
dokumentiert. Zum einen wird DMAE als Bestandtell des isolierbaren Lipids Phosphatidyl-
DMAE gebildet, welches im Saugerorganismus durch sukzessive Methylierung von Phospha

58



Diskussion

tidyl-Ethanolamin  mittels Methyltransferasen zum Endprodukt  Phosphatidyl-Cholin
(Lecithin) entsteht (Kennedy-Zyklus). Jedoch ist dieses Lipid lediglich ein Zwischenprodukt
dieser Synthese und existiert dementsprechend nur in geringen Mengen.

Zum anderen sind Pflanzen in der Lage, Phosphatidyl-DMAE im Bedarfsfall direkt zu
synthethiseren [123]. Allerdings gibt es bisher keine deutlichen Hinweise Uber das
enzymatische Spektrum dieser Synthesen. Die biologische Bereitstellung von Phosphatidyl-
DMAE lai3t die Annahme zu, dai evtl. nukleotidaktiviertes DMAE direkt auf das Lipidgerist
transferiert wird. Hinweise dazu sind Ergebnisse in Bezug auf CDP-Cholin, welches als
Donormolekil einer CDP-Cholin-Transferase fungiert [124-126]. Entsprechende Hinweise
bzgl. der Anheftung von DMAE gibt es bislang nicht; auch ist noch kein analoges CDP-
DMAE biochemisch isoliert worden.

Aminosaureanalytisch untersuchte Uberstande, die aus PBS-Extrakten adulter und juveniler
Filarien stammten, weisen schon in der Prgpatenz deutlich nachweisbare Mengen freien
DMAEs auf (pers. Mitteilung Dr. Hintz). Zudem liefert die Analyse des exkretorisch-
sekretorischen Proteins Juv-p120 eine enorm hohe DMAE-Moadifikation [127]. Dieses schon
in der Prgpatenz adulter Filarien nachweisbare Protein beweist die intrauterine, selektive
DMAE-Madifizierung sowohl sezernierter Proteine als auch von Strukturproteinen der
Mikrofilarienscheide. Diese Befunde unterstiitzen die Annahme, dald DMAE schon in einer
vollstandig synthetisierten Form vorliegen mul3, um anschlieRend als Donormolekil einer
Transferase eingesetzt zu werden. Im Rahmen des Projekts wéare eine Untersuchung des
DMAE-Syntheseweges und der dafir notigen Transferasen von groftem Interesse, da
Filarizide entwickelt werden konnten.

Die Untersuchung der Extraktionsiiberstande bei B. malayi und Setaria-Arten hatten ebenfalls
betrachtliche Mengen an DMAE ergeben. Andere verwandte, humanpathogene Arten wie B.
pahangi und W. bancrofti waren, wenn Uberhaupt, in zu geringen Mengen verfligbar, um
analog untersucht zu werden. Aus allen bisherigen Ergebnissen zeichnet sich jedoch ab, dal3
DMAE offenbar eine charakteristische Modifikation der lymphatischen Filarien ist, deren
Mikrofilarien bescheidet sind. Alle anderen verflgbaren, nicht lymphatischen und nicht
bescheidete Mikrofilarien produzierenden Filarienarten (Ascaris sp., Acanthocheilonema sp.)
sind eindeutig DMAE-negativ (pers. Mitteilung Dr. Hintz). Hiermit konnte sich eine
regelrecht neue Nematodenfamilie mit DMAE als strukturellem Marker herauskristalisieren.
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K ohlenhydrate

Die Interpretation der Methylierungsanalysen der O-Glykane aus L. sigmodontis war trotz der
GC/MS-Daten nur durch die MALDI-TOF-Massenspektrometrie moglich gewesen; zum
einen durch die Spektren ihrer PMP-markierten Derivate, zum anderen durch die der
methylierten und reduktiv beta-€eliminierten Glykane. Wie aus beiden Derivatise
rungsmethoden hervorging, wurden drei Glykanstrukturen, GalNAc, Gal-GalNAc und mit
Phospho-DMAE substituiertes Gal-Gal-GalNAc identifiziert. Bei letzterer Verbindung konnte
nur durch vergleichende Massenspektrometrie des HF-behandelten und nicht behandelten
Glykans auf das Vorhandensein von sieben Phopho-DMAE geschlossen werden. Die massen-
spektrometrisch in Form ihrer PMP-Derivate identifizierten Strukturen GalNAc und Gal-
GaNACc liel3en sich in den Methylierungsanalysen als terminales GalNAc bzw. als terminale
Galaktose und 3-verknipftes GalINAc bestétigen. Fur eine individuelle chromatographische
Auftrennung der Glykane mit nachfolgender Analyse war das Material trotz grol3en
Mengeneinsatzes nicht ausreichend.

Im Falle des Modells eines siebenfach mit Phospho-DMAE substituierten Trisaccharids
deuteten die Daten der Methylierungsanalyse nach HF-Behandlung auf terminale Galaktose,
3-verknipfte Galaktose sowie 3-verknipftes GalNAc, welche das Modell eines aus MALDI-
TOF-Spektren abgeleiteten Trisaccharids unterstiitzten. Methylierungsanalyse vor HF-
Behandlung lieferte dagegen Hinweise auf eine vierfach mit Phospho-DMAE substituierten
Gal-Rest. Durch HF-Behandlung vor Methylierung bzw. Acetylierung wurde weiterhin eine
an Position C3 acetylierte Galaktose detektiert. Erfolgte HF-Behandlung nach der Methy-
lierung, wurde eine an Position C2 und C3 acetylierte Galaktose bestimmt. Der Vergleich
beider Anaysenansdtze — Methylierung vor bzw. nach HF-Behandlung — lief3 bzgl. der
internen Galaktose des postulierten Trisaccharids nur eine Verkntipfung tber Position C3 und
eine Subgtitution an Position C2 zu. Somit mul3ten sich die verbleibenden zwei Phosphp-
DMAE-Substitutenten auf dem GalNAc befinden. Hier ergab die Analyse nach vorheriger
HF-Behandlung eine 3-Verknipfung des GaNAc; und die Methylierung vor HF-Behandlung
nur terminales, also unsubstituiertes GalNAc, welches as Monomer anzusehen war. Nach
dem postulierten Modell hétte ein dreifach substituiertes GalNAc detektiert werden miissen.

Eskonnten jedoch weder Signale einer dreifach substituierten Galaktose noch fur ein zwei-
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zweifach oder evtl. dreifach substituiertes GalNAc gefunden werden, um ein siebenfach mit
Phospho-DMAE  modifiziertes Trisaccharid zu konstruieren. Andererseits beweisen die
MALDI-TOF-Analysen eindeutig ein solches Trisaccharid. Zudem wurde dieses Ergebnis
zweima reproduziert. Eine Erklérung fur die fehlenden Signale bei der GC/MS-Analyse
konnten Verluste wahrend der Aufreinigung der Glykane oder ein zu geringer Response-
Faktor im Massenspektrometer gewesen sein. Weiterhin gestaltete das Fehlen geeigneter
Standardverbindungen die Interpretation der Signale partiell methylierter Alditolacetate
schwierig.

Bel der MALDI-TOF-Andyse des methylierten, substituierten Trisaccharids ist das Na
Addukt des Molekll-lons ungewohnlich homogen, da keinerlei Signale geringerer oder
hoherer Substitution zu beobachten sind (Abb.22A). Aus biologischer Sicht ist es bemer-
kenswert, dal3 selektiv sieben Phospho-DMAE-Reste einheitlich Gbertragen werden, obwonhl
insgesamt neun OH-Gruppen zur Verfigung stiinden. Postuliert man jedoch eine -anomere
Verknupfung der Kohlenhydrate untereinander, so ergdbe sich eine rigide, geradlinige Struk-
tur, in der tatséchlich nur noch sieben OH-Gruppen einer Transferase zuganglich wéren; die
Positionen C4 der internen Galaktose und des GalNAc wéren in dieser Anordnung eventuell
sterisch verdeckt.

Das Ergebnis der Kohlenhydratanalysen ist in einiger Hinsicht bemerkenswert. Neben den
ausschliefdlich O-glykosidisch gebundenen Monosaccharid-Bausteinen N-Acetylgalaktosamin
und Galaktose wurden keine N-Glykane gefunden. Auch das von Bardehle [61] bestimmie,
aquimolare Verhdtnis von N-Acetylgalaktosamin zu Uronsaure konnte nicht bestétigt
werden; vielmehr kommen Uronsauren nur in Spuren vor. Vermutlich ist das damalige
Ergebnis darauf zurlickzufihren, dal3 auf Grund der hohen Substitution der Kohlenhydrate
durch Phospho-DMAE der analytisch zugangliche Anteil des N-Acetylgalaktosamins in mit
Uronsduren vergleichbaren Mengen vorlag. Das postulierte Strukturmodell eines polymeren

Glykosaminoglykansist also eindeutig widerlegt.
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Analog zu Beobachtungen bei verwandten Nematoden-Spezies weist auch L. sigmodontis
keine sialylierten Glykane auf. Untersuchungen an exkretorisch-sekretorischen Produkten von
Toxocara canis zeigten lediglich durch Fucose terminierte O-Glykane [45]. Ebenso weisen
andere Glykokonjugate wie Glykolipide in Caenorhabditis elegans und Ascaris suum keine
Sialylierung auf. Die in L. sigmodontis nachgewiesenen Kohlenhydratstrukturen besitzen
keine der biologisch haufig beobachteten Terminationen wie Sialylierung, Sulfatierung und
Fucosylierung.

Obwohl bisang keine Untersuchung der anomeren Verknipfung erfolgt ist, |83t sich
zumindest eine groRe Ahnlichkeit des N-Acetylgalaktosamins mit dem sog. Tn-Antigen
(normales Thomsen-Antigen) und des Gal-GalNAc mit dem T-Antigen feststellen (Thomsen-
Friedenreich-Antigen). Immunologisch ist dieser Befund von einigem Interesse, da solche
.ungeschitzten" Strukturen ggf. eine Aktvierung des Immunsystems (Makrophagen)
hervorrufen kénnen. Das Tn- und das T-Antigen werden als , nackte O-Glykane" bevorzugt
und in hohem Mal3e auf Zelloberflachen bestimmter Tumorgewebe gefunden [128]. Zudem
ist bekannt, dal3 Sialinsauren auf Zelloberflachen einen Angriff durch das Complementsystem
verhindern.

Allgemein wird die Exposition solcher nicht vollstandig prozessierten Glykane auf die
beschleunigte Expression der Zelloberflachenproteine zuriickgefihrt, so dal3 wahrend des
Durchschleusens der zu glykosylierenden Proteine durch die Golgi-Kompartimente keine
Anheftung terminierender Substituenten erfolgt. Ein beim Parasiten @hnlich gelagerter
Mechanismus scheint wenig wahrscheinlich. Vielmehr liegt generell keine aktive
Siayltransferase vor. Die Synthese dieser dem Immunsystem fremden Glykanstrukturen
seitens des Parasiten wiirden sein Uberleben im Wirt jedoch gefahrden. Daher miissen andere
Schutzmechanismen vorherrschen. N-Acetylgalaktosamin und Gal-GalNAc wurden vornehm-
lich den im tieferen Bereich der Mikrofilarienscheide befindlichen Polypeptide shpl und
shpla zugeordnet, da sie nichtphosphorylierte und nicht DMAE tragende Proteine sind. Daher
sind sie nicht auf der Scheidenoberflache exponiert und fir das Immunsystem des Wirts
unzuganglich. Im Vergleich dazu scheint die Maskierung des Trisaccharids Gal-Gal-GalNac
durch Uber Phosphodiestergruppen verknipftes DMAE offensichtlich. Dieses Glykan ist
Hauptbestandtell der Modifikationen in den beiden Oberfléchenproteinen shp3 und shp3a und

durch den hohen Grad seiner Subgtitution als solches vom Immunsystem in bislang ungeklar-
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ungeklarter Weise nicht identifizierbar. Zudem weist der Substituent DMAE physiologisch
bedeutsame Eigenschaften auf, denn DMAE bzw. Phospho-DMAE besitzen per se antide-
pressive bzw. psychotonische Eigenschaften. Seit geraumer Zeit wird dies auch fir

kommerziell erhdltliche Praparate genutzt.

PM P- und Anthranilsdure-Derivatisierung

Welche der beiden Derivatiserungsmethoden zu wahlen ist, richtet sich nach der
individuellen Fragestellung. Die Anthranilsduremethode hat den grof3en Vorteil, mit sehr
geringen Materialmengen auszukommen (unterer Picomol-Bereich pro Monosaccharid), und
ist auf Grund der fluorimetischen Detektion sehr senstiv, welche nur wenig durch
Verunreinigungen gestort wird. Mittlerweile konnte die analytische Voruntersuchung von
Probenmateria auf Kohlenhydrate mittels dieser Methode erfolgreich etabliert und
standardisiert werden. Uber Nacht lassen sich somit im Auto-Sampler-System Proben
guantitativ und qualitativ untersuchen. Erstmals ist es auch gelungen, die mit anderen
Reagentien nur schwer derivatisierbaren Uronsduren zu detektieren.

Demgegenlber ist die chromatograpische Auftrennung PMP-markierter Glykane auf Grund
ihrer Detektion im UV zuwellen durch stark absorbierende Verunreinigungen gestort. Auch
ist eine etwas hohere Ausgangsmenge von mindestens 30pmol pro Monosaccharid zur
Derivatiserung nétig, was unter anderem eine Untersuchung der in Spuren vorkommenden
Uronsduren von L. sigmodontis nicht mdglich machte. Jedoch liegen die Vorteile der PMP-
Markierung in der Derivatiserung grol3erer Glykane, z. B. Dextran, und deren mihelosen
chromatographischen Auftrennung mit reverse-phase Chromatographie, vor alem aber in der
massenspektrometrischen Detektion, da sich das Pyrazolon-Molekil im PMP leicht protonie-
ren [&3t. Monosaccharide kdnnen durch den Einbau zweier PMP-Molekile in den von Matrix-

Signalen ungestorten Mef3bereich verschoben werden.

shp3a

Wie in Tab.5 aufgefihrt, belduft sich die Gesamtmasse aller Phospho-DMAE-Reste von
shp3a auf ca. 18kDa, was einem relativen Antell von ca. 40% entspricht. Ca. 26% der
Molekilmasse bestehen aus O-Glykanen, sowie 25% aus Polypeptid. Durch die HF-
Behandlung von shp3a konnte eine deutliche Zunahme des GalNAc-Anteils beobachtet

werden. Des weiteren wurde Galaktose als Bestandteil der Modifikation entdeckt. Dieser Be-
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fund ist auf die im Labor gangige Freisetzungsmethode von Kohlenhydraten zurtickzufthren.
Sie geht von einer schonenden Hydrolyse der glykosidischen Bindungen aus, kann aber
Phosphoester- und —diesterbindungen, wie sie in diesem Fall vorlagen, nicht spalten. Dement-
sprechend konnten bislang nur die unsubstituerten, , fllichtigen* Monosaccharide gaschroma-
tograpisch detektiert werden.

Nach Entfernung der Phosphoestergruppen mit HF sind nunmehr alle Glykane zugéanglich.
Das gaschromatographisch ermittelte, ungewdhnlich hohe Verhdtnis von 5:1 bzgl.
Gal:GalNAc wurde angesichts der Identifizierung des substituierten Trisaccharids Gal-Gal-
GalNAc fur die Berechnung der Gesamtmasse der Kohlenhydrate auf ca. 2:1 geschétzt.

Zieht man die Mel¥fehler bel der Bestimmung der Kohlenhydrate und des DMAE von ca. 10-
20% in Betracht, so lassen sich bel der Gesamtmassenbestimmung von shp3a mindestens 90%
belegen (41.5kDa). Somit kann die Existenz weiterer unbekannter Modifikationen ausge-
schlossen werden.

Versuche, einen ndheren Einlick in die Struktur der Modifikationen von shp3a und shp3
mittels Isolierung individueller proteolytischer Fragmente zu bekommen, waren auf Grund
der auRRerordentlichen Resistenz der modifizierten Proteinregion gegeniber unspezifischen
Enzymen nicht moglich gewesen. Andererseits erflllen damit diese Oberflachenproteine ihre

biologische Schutzfunktion vor Angriffen des |mmunsystems.

Synthesen/Immunseren

Im Rahmen der immunologischen Charakterisierung der Oberflachenmodifikationen in den
Scheiden von L. sigmodontis wurden zur Gewinnung von Antiseren sowohl synthetisch
gewonnene as auch , native" Antigene herangezogen. Bzgl. der synthetischen Antigene ist es
gelungen, DMAE Uber Phosphodiesterbindungen an freile OH-Gruppen von Rinderinsulin, se-
rumalbumin und Ovalbumin zu koppeln. Die Kopplungssynthesen mit Polypeptiden wurden
ausschliefdlich auf die direkte Kopplung von Phospho-DMAE und die I sothiocyanat-Methode
beschrankt, da sich die exakte Nachbildung des aus den Scheiden isolierten, substituierten
Trisaccharids als auRerordentlich schwierig und zeitaufwendig darstellte.

Die Ausbeuten an modifiziertem Rinderinsulin mit der direkten Kopplungsmethode waren
gegeniiber denen bei BSA sehr niedrig gewesen, was z. T. auf Verluste wahrend der relativ
sauren Reaktionsbedingungen, und damit auf einen hydrolytischen Abbau, zurlickzufihren

war. Des weiteren konnte Material wahrend der chromatographischen Aufreinigung verloren
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gegangen sein. Demgegentiber schienen die Verluste bei BSA unter denselben Bedingungen
angesichts der hohen eingesetzten Mengen kompensiert worden zu sein. Ein weiterer Grund
waren vermutlich die nicht-walrigen Reaktionsmedien, welche die Lodlichkeit der
Polypeptide herabsetzten. Generell war die relative Kopplungsausbeute gegeniiber der
| sothiocyanat-Methode, bel der gepufferte, waldrige Medien verwendet wurden, jedoch erhoht.
Im Vergleich mit dem sterisch anspruchsvollen p-Aminophenol-Molekll ist der Zugang des
kleinen Phospho-DMAE-Molekils zu den OH-Seitengruppen vermutlich erleichtert.

Auf Grund seiner geringen Masse lief3 sich Insulin als einziges Polypeptid nach der Kopplung
massenspektrometrisch genau charakterisieren, so dal3 eine exakte Anzahl veresterter OH-
Seitengruppen bestimmt werden konnte.

Um zunéchst ein moglichst strukturnahes Antigen zur Immunisierung einzusetzen, wurde auf
Grund der geringen Mengen von shp3 und shp3a auf das exkretorisch-sekretorische Produkt
Juv-p120 zurtickgegriffen, welches ebenfalls an O-Glykane gebundenes Phospho-DMAE
trégt, deren Strukturen aber noch nicht bestimmt wurden.

Mittlerweile konnten die gewonnenen Antiseren charakterisiert werden. Wie die ersten
Ergebnisse zeigten, gab es positive Reaktionen gegen Juv-p120 sowie gegen Phosphatidyl-
DMAE und -MMAE, welches auf PVDF-Folien présentiert wurde (pers. Mitt. Dr. Hintz). Der
Vergleich der Ergebnisse bzgl. dieser beiden DMAE tragenden Strukturen legt den Schiuld
nahe, dal3 das Serum sowohl DMAE selbst als auch teilweise seine , strukturelle Umgebung®
zu erkennen scheint. Zusammen mit den nunmehr in groReren Mengen verfligbaren
synthetischen DMAE-Kopplungsprodukten ist der Weg zur Gewinnung DMAE-spezifischer
Antikorper geebnet. Somit besteht auch die Moglichkeit, diese fur Inhibierungs- oder auch

Agglutinationsexperimente von Mikrofilarien einzusetzen.
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V. Zusammenfassung und Ausblick

Mit Hilfe der Stains-All-Farbetechnik ist es moglich, die beiden Oberflachenproteine der
Scheiden von Litomosoides sigmodontois, shp3 und shp3a, sensitiv und selektiv as
phosphorylierte Proteine nachzuweisen. Auf diese Weise lassen sich auch andere, verwandte
Nematodenspezies bzgl. phosphat-tragender Proteine im Gel voruntersuchen, die ggf. auch
biogene Amine tragen.

Die Flussigphasenhydrolyse von Scheidenmaterial sowie isolierter Glykoproteine mit 6M
HCl und anschlielender Fmoc-Analyse hat sich gegeniber der Gasphasenhydrolyse als
geeignetere Methode erwiesen, um neben der Charakterisierung und quantitativen Freisetzung
von Aminosauren auch Aminozucker detektierbar zu machen.

Zur praparativen Isolierung gréRerer Mengen des Bausteins DMAE hat sich ein umgekehrtes
Derivatiserungsverhdltnis des Fmoc-Reagenzes gegeniber Aminosauren bewdhrt. Zudem
l&’t sich DMAE selektiv aus Scheiden und Scheidenpolypeptiden wie shp3a durch schonende
Behandlung mit Fufsdure herausdésen und als Fmoc-Derivat mit Hilfe der NMR-Spek-
troskopie strukturell belegen.

Da weder Glycerol noch signifikante Mengen des DMAE-Homologen Cholin in den Scheiden
detektiert wurden, kann die Vermutung hinsichtlich vorhandener Teichonsdure nicht bestétigt
werden. Des weiteren konnte das von Bardehle [129] postulierte Vorhandensein polymerer
Glykosaminoglykane auf Grund des Spurenanteils von Uronsauren widerlegt werden.

Die Untersuchungen am Scheidenpolypeptid shp3a haben ergeben, dal} das hohe Ausmal3
seiner Modifikationen fast ausschlief3lich auf die Anwesenheit der Kohlenhydrat-Bausteine N-
Acetylgalaktosamin und Galaktose sowie auf DMAE-Reste zurtickzuftihren ist, die Uber
Phosphodiesterbriicken mit dem Kohlenhydratanteil des Proteins verknipft sind. Neben
monomerem N-Acetylgalactosamin und dem Disaccharid Galaktose-N-Acetylgalactosamin
konnte aus den Scheiden ein bisher unbekanntes Trisaccharid isoliert werden. Durch
Methylierungsanalyse und MALDI-TOF-Massenspektrometrie lie3 sich zeigen, da3 das
Trisaccharid aus den C3-verknipften Monosacchariden Gal-Gal-GalNAc besteht und sieben
Phospho-DMAE-Reste trégt, deren Positionen zum Teil im Molekil lokalisiert werden
konnten.

Die Markierung kleinerer, reduzierender und neutraler Glykane mit dem Reagenz PMP, die
Isolierung ihrer Derivate mittels HPLC und ihre Charakterisierung mit der MALDI-TOF-
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Massenspektrometrie haben sich als leicht handhabbar, sensitiv, wenig aufwendig und schnell
durchfUhrbar herausgestellt. Der entscheidende Vortell liegt in der Erhdhung der Molekil-
masse um die des Reagenzes, was die Detektion im unteren Massenbereich erleichtert.

Die Verwendung von Anthranilsdure zur Derivatisierung ist durch die effektive HPLC-Auto-
matiserung im Hause zu einer bequemen Methode quantitativer Bestimmung von
Monosacchariden geworden, die eine fir die gaschromatographische Analyse zeitaufwendige
Aufarbeitung erspart.

Anhand von Rinderinsulin und —serumalbumin konnten die direkte Kopplung von Phospho-
DMAE und die Kopplung mittels der |Isothiocyanat-Methode erfolgreich etabliert und durch-
gefuihrt werden. Mit Hilfe der so gewonnenen Neokonjugate ist es moglich geworden, Anti-
seren gegen den Baustein DMAE zu gewinnen und somit die Grundlage u.a. in Richtung Im-

mundiagnostik und Immunisierung gegen lymphatische Mikrofilarien gegeben.
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