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1. Einleitung

1.1  Glykosylierungsdefekte als Krankheitsursache

Kohlenhydrate spielen in unserer Umwelt und insbesondere als Krankheitsverursacher
eine grolRere Rolle als mancher vermutet. Natirlich kennt man Zucker als eine Ursache
von Karies und auch Diabetes mellitus wird oft als Zuckerkrankheit bezeichnet, obwohl
die Namensgebung von seinem Entdecker Thomas Willis 1675 nur vom ,,honigsiien
Durchfluss® herriihrt. Zuckerstrukturen sind aber in der belebten Natur auch als
Bausteine der Zellen essentiell. Neben den Proteinen, den Lipiden und den
Nukleinsduren bilden sie die vierte groRe Gruppe der Zellbestandteile. Dabei erfillen
sie nicht nur Funktionen als Nahrung oder Geruststrukturen, sondern kénnen auch als
komplexe Mehrfachzucker an Lipide oder Proteine gebunden in der Zellmembran
vorkommen und hier an Zell/Zell-Interaktionen beteiligt sein. Viren, Bakterien oder
Parasiten prasentieren bestimmte Glykane nach aullen und bendtigen weiterhin
spezifische Kohlenhydratstrukturen auf den Zellen ihres Wirtes um infektios zu sein
(Gagneux und Varki 1999). Die Glykanketten der Glykoproteine sind dabei vielfach
spezies-, gewebe-, zelltyp-, entwicklungs- und/oder proteinspezifisch. Daher wird ihnen
auch eine grofle Rolle bei der Entwicklung von Lebewesen und Erkrankungen
zugeschrieben (Haltiwanger und Lowe 2004; Stevens und Spang 2013).

Einer der ersten Meilensteine der Glykobiologie war die Entdeckung der verschiedenen,
durch Kohlenhydrat-Epitope kodierten Blutgruppen durch Landsteiner in den dreiRiger
Jahren des vergangenen Jahrhunderts (Landsteiner 1931). Glykane spielen daher auch
im Immunsystem eine herausragende Rolle und kdénnen, IgE vermittelt, allergische
Reaktionen auslésen (Fotisch und Vieths 2001; Paschinger et al. 2005; Hoffmann-
Sommergruber et al. 2011).

Somit hat die Entschlisselung der Glykane und ihrer Biosynthese in den letzten
Jahrzehnten in der Medizin stark an Bedeutung gewonnen. Im Jahre 1980 wurde von
Jaeken erstmals eine familidar aufgetretene geistige Retardierung mit einem
Glykosylierungsdefekt in Verbindung gebracht und damit gleichzeitig der neue
Krankheitstypus des carbohydrate deficient glycoprotein syndrome beschrieben (Jaeken
et al. 1980). In spateren Jahren konnte gezeigt werden, dass diese

Glykosylierungsdefekte angeboren sind. Sie werden seither als CDGs (congenital



disorders of glycosylation) bezeichnet. Hierbei werden Stérungen im Aufbau des
Oligosaccharid-Grundgeristes als CDG-I Syndrom und Fehler im Verlauf der
Prozessierung und Modifizierung der Glykanketten im Endoplasmatischen Retikulum
und Golgi-Apparat als CDG-Il Syndrom unterschieden (Denecke 2001). Derzeit sind
uber 20 verschiedene Defekte in der Glykosylierung mit ihren entsprechenden Genloci
identifiziert, wobei die Auspragung der Erkrankungen von schwerer psychomotorischer
Retardierung tber Kardiomyopathien und Anfallsleiden bis hin zu Immundefekten und
weiteren hamatologischen Stérungen reicht. Durch fehlerhafte oder nicht vorhandene
Enzyme der Glykanprozessierung konnen sowohl die N-glykosidisch wie auch die
O-glykosidisch gebundenen Zucker betroffen sein (Schachter 2001)(Strukturerklarung
siehe Kapitel 1.3). Insbesondere die Stabilitat und die Funktion der Glykoproteine
hangen von einer korrekten Ausbildung und Anordnung der Glykane ab, damit Prozesse
wie Organentwicklung, Signaltransduktion und Zell/Zell-Interaktion unbeeintrachtigt
ablaufen konnen.

Derzeit sind nur fur zwei Typen von CDG-Syndromen Therapien bekannt. Beim CDG-
Typ Ib ist die Phosphomannose-Isomerase in ihrer Funktion gestort, die aus Fructose-6-
Phosphat Mannose-6-Phosphat herstellt. Dies fuhrt zu einem Mangel an GDP-Mannose,
einem wichtigen Zwischenprodukt der N-Glykanbiosynthese. Eine orale Gabe von
Mannose schlief3t die Licke in der Biosynthese der Glykane. Die Substituierung von
Fucose kann bei Patienten mit CDG-Typ llc den verminderten Transport von
GDP-Fucose in den Golgi-Apparat durch ein hoheres Substratangebot ausgleichen. Im
Blut des Patienten sind diese Erkrankungen durch verschiedene Isolierungsmethoden
leicht zu erkennen (Denecke 2001; Freeze und Aebi 2005).

Die Zahl der auf Glykosylierungsdefekte zuriickzufuhrenden Erkrankungen nimmt
weiter zu. Dies ist sicherlich auch darin begriindet, dass die Synthese der Glykoproteine
unter der Verwendung von mehr als 100 Glykosyltranferasen, Glykosidasen und
Transportproteinen gesteuert wird (Korner 2012). Die fir die Kodierung der jeweiligen
Proteine verantwortlichen Gene machen 1-2% des menschlichen Genoms aus.
Vermutlich  werden durch diese Enzyme mehr als tausend verschiedene
Glykanstrukturen  biosynthetisiert (Ohtsubo und Marth  2006), wobei die
Kohlenhydratketten in Sdugetieren oft deutlich komplexer aufgebaut sind als in
wirbellosen Tieren oder Einzellern. Daher bestehen durch die vielen Syntheseschritte

auch viele potentielle Fehlerquellen.



In Tumorzellen wurden fehlerhafte bzw. verénderte Glykosylierungsmuster als
Ursachen defekter Zellfunktionen und eingeschrankter Signaltransduktion identifiziert
(Zhao et al. 2008). Auch GefaRerkrankungen, Gerinnungsstorungen, Neoplasien,
Tumorwachstum und die Fahigkeit von Tumoren zur Ausbildung von Metastasen sind
haufig mit spezifischen Struktureigenschaften der jeweils vorhandenen N-Glykane
assoziiert (Banerjee 2012).

In Versuchen mit dem Bodennematoden Caenorhabditis elegans konnte gezeigt
werden, dass Glykosylierungsdefekte nicht nur Erkrankungen auslésen, sondern auch zu
Resistenzen beziiglich bakterieller Infektionen oder gegeniiber von Toxinen fiihren
konnen (Cipollo et al. 2004b; Barrows et al. 2007a; Barrows et al. 2007Db).

1.2  Caenorhabditis elegans

1.2.1 C. elegans als Modellorganismus

Bereits im Jahre 1965 erkannte der Genetiker Sydney Brenner das Potential des
Nematoden C. elegans als genetischem Modellorganismus und definierte spéter den N2-
Wildtyp als Referenz (Brenner 1974). Dieser N2-Wildtyp wird heute als eine multiple
Mutante bezeichnet, da Untersuchungen zeigten, dass in der naturlichen Umgebung
aufgefundene C. elegans Wirmer in vielerlei Hinsicht andere Eigenschaften aufweisen
(Kimura et al. 1997). Brenner begriff aber schon damals die VVorzuge dieses Nematoden
als Modellorganismus: Die schnelle Reproduktionszeit von nur drei Tagen, verbunden
mit einer hohen Reproduktionsrate von 300 Eiern pro Individuum. Weiterhin ist die
Kultivierung von C. elegans unter Laborbedingungen einfach und kostenginstig. Er
kann mit Bakterien erndhrt werden und bietet die Mdoglichkeit, viele Millionen
Exemplare des nur 1,3 mm groflen Wurms auf engstem Raum zu kultivieren. Bei
besonderen Fragestellungen, wie zum Beispiel Wachstumsprozessen der Axone, wird
durch Fluoreszenzmarkierung einzelner Molekule im lebenden Wurm ein weiterer
Vorteil von C. elegans deutlich, die Transparenz seiner Kutikula. Dartiber hinaus lasst
sich der Organismus in fliissigem Stickstoff mindestens 25 Jahre lebensfahig lagern. Er
steht damit Gber einen langeren Zeitraum hinweg in genetisch unverandertem Zustand

fortlaufenden Studien zur Verfligung (Blaxter 2011).



Wiéhrend Brenner damals die Neurobiologie und die Entwicklung des Fadenwurms
besonders interessierte, ist C. elegans inzwischen generell zu einem der bedeutendsten
Modelorganismen unserer Zeit geworden. Dabei hat sich das Forschungsinteresse mit
den Jahren auch auf zahlreiche andere Gebiete der Zellbiologie ausgeweitet, die
Mechanismen der Apoptose, der Signaltransduktion, des Zellzyklus, der Genregulation
und des Stoffwechsels sowie Alterungsprozesse und Geschlechtsdifferenzierung bei
diesem Wurm einschlieRen (Riddle et al. 1997). Im Jahr 1998 konnte sein komplettes
Genom mit 97 Millionen Basenpaaren und 19.000 Genen entschliisselt werden
(Consortium 1998). In Anbetracht der Tatsache, dass in C. elegans circa 50-60% der
krankheitsverursachenden Gendefekte mit denen des Menschen (bereinstimmen
(Ahringer 1997; Rubin et al. 2000; Friedel 2002), ist es nicht verwunderlich, dass sich
auch Teile der medizinischen Forschung zur Atiologie und Pathologie einzelner
Erkrankungen auf den Fadenwurm stiitzen. Viele herausragende Entdeckungen in
biologisch und medizinisch relevantem Kontext wurden zuerst bei C. elegans
beschrieben. Hierzu gehdren héaufig untersuchte Erkrankungen wie, zum Beispiel, die
Depression, die Alzheimer-Erkrankung, Morbus Parkinson, Muskeldystrophien,
Diabetes mellitus Typ 2 und einige Tumorerkrankungen (Kaletta und Hengartner 2006).
Als ein Grund fur die besondere Eignung dieses Wurms im Zusammenhang mit Studien
uber neuronale und neurodegenerative Erkrankungen ist die vergleichsweise hohe
Anzahl von Nervenzellen in C. elegans zu nennen, die mit 302 Zellen ungefahr ein
Drittel aller Zellen des Wurmes reprasentieren.

Als weitere Bestatigung fiir die Bedeutung von C. elegans als Modellorganismus kann
man die Tatsache werten, dass bereits dreimal Forschungsarbeiten an dem Fadenwurm
mit dem Nobelpreis geehrt wurden, wobei zweimal der Nobelpreis flr
Medizin/Physiologie, einmal an Brenner, Sulston und Horvitz (2002) und einmal an
Fire und Mello (2006), verliehen wurde. Die Forschergemeinschaft Chalifie,
Shimomura und Tsien wurde dariiber hinaus 2008 in der Kategorie Chemie
ausgezeichnet. Seit dem Jahre 2000 werden sogar Verhaltens- und Entwicklungsstudien
an C. elegans im Weltraum betrieben. So wahlte die amerikanische Weltraumbehdorde
NASA unter anderem diesen Helminthen zur Erforschung diesbezuglicher Einfliisse der

Schwerelosigkeit auf Organismen aus (Nasa 2012).
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Abbildung 1.1: Anatomie von C. elegans: (A) Mikroskopische Abbildung eines adulten Hermaphroditen,
linke laterale Seite, Balken entspricht 0,1 mm; (B) Schemazeichnung der anatomischen Strukturen eines
Hermaphroditen, linke laterale Seite; Quelle: www.wormatlas.org

1.2.2 Morphologie und Lebenszyklus von C. elegans

Der zur Ordnung der Rhabditiden gehorende zylindrische Fadenwurm ist im
Durchschnitt im adulten Stadium 1,3 mm lang und kommt in der Wildbahn in
gemaRigten Klimazonen im Boden und pilzbesiedelten Komposthaufen vor
(Abbildung 1.1). C. elegans liegt in der Mehrzahl der Falle als Zwitter vor und besteht
im adulten Stadium aus konstant 959 Zellen (Riddle et al. 1997; Consortium 1998). Er
kann durch Selbstbefruchtung ungeféhr 300 Nachkommen zeugen. Neben der
hermaphroditen Form mit dem Geschlechtschromosomensatz XX konnen auch
Méannchen (XO) mit 1031 Zellen ausgebildet werden, welche die Hermaphroditen
ebenfalls befruchten kdnnen. Der Nematode entwickelt sich in 14 Stunden von der
befruchteten Oozyte zur Larve und in 36 Stunden ber vier Larvenstadien hinweg zum
adulten Wurm. Der Hermaphrodit bildet dabei in dem vierten Larvenstadium (L4) die



Spermien und erst im adulten Stadium Oozyten, weshalb der adulte Wurm einem
Weibchen mit gespeicherten Spermien gleicht. Daher ist der Hermaphrodit in seiner
Zahl an Nachkommen durch das vorhandene Sperma auf ca. 300 limitiert. Paart er sich
mit anderen Mannchen und speichert deren Spermien, so sind Uber
1000 Reproduktionen pro Wurm mdoglich (Friedel 2002). Diese Art der Fortpflanzung
wird in Zeiten mit hohem Nahrungsangebot bevorzugt.

Nach der Befruchtung teilt sich die Oozyte (PO) durch eine typische Furchungsteilung
nach einem invarianten Schema bis hin zum ersten Larvenstadium (L1) in 558 Zellen.
Waéhrend der ersten Zellteilung entstehen die stammzellartige P1 Zelle und die so
genannte AB Zelle, die anteriore Somazelle (Blaste). Die Keimbahnzelle P1 setzt ihre
indquale Teilung fort, so dass insgesamt fiinf somatische Griinderzellen entstehen, die
mit AB, MS, C, D und E bezeichnet werden. Nach ihrer vierten Teilung sind alle
Nachkommen der P4 Zelle Keimbahnzellen. Aus der MS-Zelle werden Pharynx und
Muskeln, die C-Zelle und D-Zelle bilden Muskeln und teilweise Hypodermis aus und
die E-Zelle entwickelt sich zum Darmtrakt des Wurmes. Die anteriore Blaste, die
AB-Zelle, wird in den folgenden Teilungen nur durch einen Code aus a (anterior),
p (posterior), r und | (rechts und links) erweitert bezeichnet (Abbildung 1.2). Die
Nomenklatur der nach Teilung entstandenen Zellen war zundchst nur beschreibend fur
die Anordnung im Embryo.

Die Entwicklung der 4D-Mikroskopie, wobei als vierte Dimension die Zeit fungiert,
stellte daher einen Meilenstein auf dem Weg zur Entschlisselung der Embryogenese im
Verlauf der Entstehung eines komplexen Organismus dar. Mittels dieser Technik, die
am Beispiel des Modellorganismus C. elegans etabliert wurde, wurde nicht nur der
Beweis flr eine definierte anterior - posteriore Achsenbildung des Organismus, sondern
auch der Beleg fir die Rechts - Links Orientierung der Zellen im Embryo erbracht. So
wurde gezeigt, dass sich im entstehenden Organismus bereits im Vierzell-Stadium eine
Achsenausrichtung beziiglich vorne und hinten ausprégt, die dann im Achtzell-Stadium
um die links - rechts Achse erweitert wird (Sulston et al. 1983; Schnabel 1995; Hutter
und Schnabel 1995a; Hutter und Schnabel 1995b; Schierenberg 1997). Daraus ergaben
sich auch neue Erkenntnisse bezuglich der Zelllinien von C. elegans.

Es zeigte sich, dass die Embryogenese des Wurms vollstandig invariant verlauft, so dass
zu jedem Zeitpunkt der Organismusentwicklung jede Zelle und deren Nachkommen
eindeutig einem spateren Schicksal zugeordnet werden kann. Dies kann die

Ausdifferenzierung einer bestimmten Organzelle sein oder eine regelhafte Apoptose



von einzelnen Zellen in bestimmten Generationen beinhalten. So konnte ein
Zelllinienstammbaum angelegt werden, der die Embryogenese von C. elegans ohne
Abweichungen darstellt. Mehr noch konnte gezeigt werden, dass bestimmte Zellen
wahrend der Embryogenese auf immer gleichem Weg durch den initialen Zellhaufen
wandern, um am Zielort bestimmte Organe auszubilden (Schnabel et al. 1997; Schnabel
et al. 2006). Es stellte sich nun jedoch die Frage nach den auslésenden Signalen und
nach der Féhigkeit der Zellen zur Orientierung in ihrer Umwelt. Woher erkennen die
Zellen, an welchem Ort sie sich gerade im Embryo befinden, und welches Signal
befiehlt ihnen ein bestimmtes Zellschicksal auszubilden? Welche Wegweiser zeigen den
wandernden Zellen ihren immer gleichen Weg durch den Embryo?

PO
A |
AB P1
All3a ABlp E|\|/|S P|2
ABal  ABar ABpr ABpl MS E C P3
T —
ABara ABarp ABpra ABprp D P4

ABala ABalp ABpla ABplp Keimzel|llinie

4|_|_1 I_|_l— Darm Muskeln

Pharynx Hypodermis
Muskeln Muskeln

Nerven Hypodermis Pharynx

B

ABp
P1 ABa __gcp]

Abbildung 1.2: (A) Stammbaum der friihen Differenzierung der Zelllinien von C. elegans Wildtyp mit
dem Differenzierungspotential der Blastomeren, Quelle: (Schnabel 1995); (B) Ausrichtung der
Blastomeren im Embryo, zur besseren Ubersichtlichkeit sind die Abkémmlinge von ABp nicht
dargestellt; AB, anteriore Blaste; P, Keimzelllinie; p, posterior; a, anterior; I, links; r, rechts , Quelle:
(Schierenberg 1997)



Nach der Embryogenese schliipft die so genannte L1 Larve mit 558 Zellen, welche
durch Hautung in die ndchste der insgesamt vier Larvenstadien bzw. Juvenilstadien
ubergeht (Abbildung 1.3). Die Entwicklung der Larve zum adulten Wurm dauert
36 Stunden und kann durch die Ausbildung einer Vulva abgegrenzt werden. Die
Geschlechtsreife erreicht der Nematode damit nach einer Gesamtentwicklungszeit von
50 Stunden.

In Zeiten mit knappem Nahrungsangebot ist C. elegans in der Lage, wahrend des
L2 Stadiums in einen Dauerlarvenzustand Uberzugehen und so seine reguldre
Lebensspanne von bis zu 18 Tagen auf mehrere Monate auszudehnen. Diese
Eigenschaft machte C. elegans interessant fiir Studien zu Alterungsprozessen von
Zellen und Organismen (Kimura et al. 1997). Der Ubergang zum Dauerlarvenstadium
wird durch das Dauerpheromon ausgelost und bewirkt die Ausbildung einer diinneren
Larve mit weniger Stoffwechsel und kleinerer Mundoffnung. Die Dauerlarve geht bei
ausreichendem Nahrungsangebot in das L4 Stadium U(ber. Die Aufenhille von
C.elegans ist ein transparenter Hautmuskelschlauch, der aus der Kutikula, der

Hypodermis und einer Langsmuskelschicht besteht. Dartiber hinaus verflgt der

Oogenese
Spermatogenese

Eiablage

35

L4/adult

45 L8P

Bis zu 4 Monate

Dauerlarve

13 Stunden

Abbildung 1.3: Lebenszyklus von C. elegans bei 25°C; der &uRere Ring entspricht dem
Lebensalter in Stunden nach der Befruchtung der Eizelle, der innere Ring dem Lebensalter nach
Schlupfen der Larve in Stunden. Modifiziert nach www.nematodes.org.



Nematode Uber eine Hautatmung. Zentral geht vom vorderen Teil her der Pharynx in
das lange Darmrohr (ber und endet im hinteren Teil des Wurmes lateral in dem Anus
(Abbildung 1.1). Das Nervensystem besteht aus 302 Zellen, konzentriert sich zu einem
grolRen Teil anular um den Pharynx herum und zieht von dort aus Gber einen ventralen
Markstrang in den restlichen Wurm. So genannte Sensillen stellen die Sinnesorgane dar
und fungieren als Mechano- und Chemorezeptoren. Relativ prominent ist das
Geschlechtsorgan Uber % seiner Lange mit proximal und distal angelegten Ovarien und
einem mittigen Uterus angelegt, welcher die befruchteten Eizellen bis zum Ende der
Gastrulation beherbergt. Die Mannchen verfugen uber Spikulae, womit sie ihre
Spermien aus der Kloake auf die Hermaphroditen tibertragen konnen.

1.3 Struktur und Biosynthese von N-Glykanen

Glykane sind neben Lipiden, Proteinen und Nukleinséuren die Hauptbestandteile der
Zellen. Zusétzlich sind viele Proteine glykosyliert und kommen sowohl innerhalb als
auch aufRerhalb der Zelle in Form von Enzymen, Antikérpern, Hormonen, Zytokinen
und, in die Zellmembran eingebettet, auch als Rezeptoren oder Adhesionsmolekiile vor
(Sharon 1997). Glykoproteine spielen damit als Oberflachenmolekile der Zellmembran
eine wichtige Rolle bei Zell/Zell-Interaktionen.

Die Glykanketten von Glykoproteinen kénnen generell in zwei unterschiedliche Typen
unterteilt werden: N-glykosidisch verknupfte Oligosaccharide (N-Glykane) und
O-glykosidisch gebundene Kohlenhydratketten (O-Glykane). O-Glykane sind in der
Regel a-glykosidisch ber die Hydroxylgruppe eines Serin- oder Threoninrestes an das
Peptid  gebunden. Der  verknipfende  Monosaccharid-Baustein  ist  hier
N-Acetylgalactosamin (GalNAc). Auf diesen Typ der Glykosylierung wird im
Folgenden jedoch nicht n&her eingegangen. Die in dieser Arbeit untersuchten
N-Glykane sind tber ein N-Acetylglucosamin (GIcNAc) mit dem Amidstickstoff der
Aminosdure Asparagin (Asn) des Proteins B-glykosidisch verbunden.

Die Grund- oder Kernstruktur von N-Glykanen besteht aus einem Pentasaccharid aus
zwei N-Acetylglucosaminen und drei Mannosen (Trimannosylcore, Core-Struktur),
wobei die erste Mannose (Man) in einer (B1-4)-Verknipfung an das distale GICNAc
gebunden ist. Die beiden weiteren Mannosen sind in a-glykosidischer Bindung mit dem



ersten Man-Rest verknipft (Abbildung 1.4). Ausgehend von dieser Grundstruktur
werden im Endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat weitere
Monosaccharide angehédngt. Dies kdnnen Pentosen (z.B. Xylose [Xyl]), Hexosen (z.B.
Mannose [Man], Glucose [Glc], Galaktose [Gal], Fucose [Fuc]), N-Acetylhexosamine-
Derivate (z.B. GIcNAc, GalNAc), N-Acetylneuraminsdure (z.B. Neu5Ac) oder auch
organische Substituenten wie Phosphorylcholin (PC) sein.

Kernstruktur

) High- Mannose Typ

Hybrid Typ

Komplex Typ

GnTV

GnT VI

GnT Il

GnT I

GnT IV

GnT |

Abbildung 1.4: (A) Verschiedene Typen der N-Glykane; (B) GIcNAc-Transferasen | — VI (GnT | — VI)
mit den jeweiligen spezifischen Bindungsprodukten; roter Kasten Kernstruktur der N-Glykane;
Darstellung unter Verwendung der GlycoWorkbench™ (Ceroni et al. 2008). Griiner Kreis, Man; blaues
Quadrat, GIcNAC; rotes Dreieck, Fuc; gelber Kreis, Gal; violette Raute, NeuSAc.



Entsprechend ihrer Zusammensetzung werden drei Glykantypen unterschieden:
Oligomannosidischer (auch high-mannose) Typ, hybrider Typ und komplexer Typ
(Lowe und Marth 2003). Oligomannosidische N-Glykane enthalten neben den drei
Mannosen der Kernstruktur noch bis zu sechs weitere Man-Einheiten und wahrend ihrer
Biosynthese zusétzlich noch bis zu drei Glc-Reste. Beim komplexen Typ kdnnen sich
ausgehend von den a-Mannosen der Kernstruktur bis zu flnf Antennen ausbilden, bei
denen zunachst jeweils GICNAc-Reste iiber B-glykosidische Verknupfung mit dem
zweiten, vierten und/oder sechsten Kohlenstoffatom der a-Mannosen verbunden sind.
Dartiber hinaus kann GIcNAc auch am vierten C-Atom der B-Mannose (bisecting
GIcNAc) vorliegen. Mit Ausnahme von bisecting GICNAc koénnen alle weiteren
Antennen durch Anheftung B-glykosidisch verkniipfter Gal- und/oder GalNAc-Reste
sowie a-glykosidisch gebundener Fuc- und Neu5Ac-Einheiten verlangert werden
(Abbildung 1.4). Des Weiteren kénnen Fuc- und Gal-Reste auch an den proximalen
bzw. distalen GIcNAc-Rest der Kernstruktur und Xyl an den B-Man-Rest gebunden
sein. Der hybride Typ besteht sowohl aus Man- als auch aus GIcNAc-Resten und
reprasentiert eine biosynthetische Zwischenstufe auf dem Weg von der
oligomannosidischen Form zum komplexen Glykantyp (Abbildung 1.4 A).

Die Biosynthese der N-Glykane beginnt im Zytosol mit der enzymatisch katalysierten
Bindung eines GIcNAc-Restes an Dolichol Uber eine Pyrophosphatbindung (siehe
Abbildung 15A, Enzym 4). Nach Verknipfung mit einem weiteren
N-Acetylglucosamin-Rest durch eine Chitobiose--N-Acetylglucosaminyltransferase
erfolgt die Ubertragung von fiinf Man-Resten durch Mannosyltransferasen (Enzyme 7-9
in Abbildung 1.5 A). Dieses Grundgerust wird in das Lumen des Endoplasmatischen
Retikulums Uberfuhrt, wobei die Glykankette weiterhin Uber den Dolicholrest
membranstandig  bleibt. Der Aufbau des High-Mannose Vorldufermolekils
GlcsMangGIcNAc, wird hier durch Mannosyl- und Glucosyltransferasen weiter
fortgesetzt. Es folgt nun die Ubertragung des N-Glykans auf einen Asparaginrest des
Proteins durch die Oligosaccharyltransferase, welche eine spezifische Sequenz des
Proteins erkennt. Diese Konsensus-Sequenz (Asn-Xxx-Ser/Thr) besteht aus dem
Triplett von Asparagin, einer beliebigen Aminosdure mit Ausnahme von Prolin, sowie
einer der polaren Aminosauren Serin (Ser) oder Threonin (Thr) (Gavel und von Heijne
1990). Fir die O-glykosidische Bindung ist keine strikte Konsensus-Sequenz bekannt.
Generell ist die Glykosylierung potentieller Bindungsstellen in einem Protein hdufig

zell-, protein-, gewebs- und entwicklungsspezifisch reguliert.
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AnschlieBend werden die drei Glc-Reste und eine Mannose durch spezifische
Glykosidasen abgespalten (siehe Abbildung 1.5B). Es erfolgt der Transfer des
Glykoproteins in den Golgi-Apparat zur weiteren Prozessierung, wobei im cis-Golgi
und medialen Teil des Golgi-Apparats durch wiederum spezifische a-Mannosidasen die
Man-Reste aullerhalb der Kernstruktur entfernt und durch die entsprechenden
Monosaccharide zum Aufbau des gewunschten N-Glykans ersetzt werden. Nach
Ubertragung von  GIcNAc-Resten durch eine der sechs verschiedenen
GIcNAc-Transferasen (Abbildung 1.4 B und 1.5 B) erfolgt im trans-Golgi der weitere

Aufbau der Antennen jeweils mit spezifischen Glykosyltransferasen bis hin zu



N-Glykanen vom komplexen Typ (Kornfeld und Kornfeld 1985; Sharon 1997,
Haltiwanger und Lowe 2004; Schachter 2004).

1.4 Das N-Glykom von C. elegans

Unter dem Begriff ,,N-Glykom® versteht man die Gesamtheit an N-Glykanen in einer
definierten biologischen Entitét, wie zum Beispiel einer Zelle, einem Organ oder einem
Organismus. Entsprechende Analysen des Gesamtprofils an N-Glykanen zeigen nicht
nur die Glykosylierungskapazitat der Zelle bzw. des Organismus auf, sondern erlauben
auch Rickschlisse auf die Einflussnahme pathologischer Situationen auf die
N-Glykosylierung und damit auch die Rolle von N-Glykanen im Gesamtkontext. VVor
diesem Hintergrund wurde insbesondere auch das N-Glykom des Modellorganismus
C. elegans in den letzten Jahren von vielen Arbeitsgruppen untersucht (Altmann et al.
2001; Cipollo et al. 2002; Natsuka et al. 2002; Haslam und Dell 2003; Schachter 2004;
Cipollo et al. 2005; Hanneman et al. 2006; Schachter 2007; Paschinger et al. 2008;
Schachter 2009). Dabei zeigte sich, dass sich das N-Glykom von C. elegans mit mehr
als 100 N-Glykanstrukturen durch eine groRe strukturelle Variabilitat auszeichnet,
wobei die Zuckerketten zum Teil denen von Vertebraten homolog sind, zum Teil aber
auch charakteristische Unterschiede aufweisen (Cipollo et al. 2002; Natsuka et al. 2002;
Haslam und Dell 2003; Cipollo et al. 2004a; Hanneman et al. 2006; Paschinger et al.
2008). Hier sind vor allem so genannte paucimannosidische (Mansz.4sGICNAC)),
verkurzte komplexe (ManszGIcNAcy), hoch fucosylierte, O-methylierte bzw. mit
Phosphorylcholin (PC) substituierte Glykane zu nennen (siehe Abbildung 1.6).

Interessanterweise unterscheiden sich die N-Glykanprofile von C. elegans wahrend
seiner verschiedenen Entwicklungsstufen (L1-L4, Dauerlarve und erwachsener Wurm),
was auf eine spezifische Rolle der Glykane bei der Wurmentwicklung hindeuten kdnnte
(Cipollo et al. 2005). Die Frage, inwieweit sich auch in Embryonalstadien des Wurms
charakteristische Eigenschaften des jeweils exprimierten N-Glykoms nachweisen

lassen, war bis zum Zeitpunkt dieser Dissertation noch offen.
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Prozessierungsvorstufe  Glc;ManyGIcNAc, zu modifizierten mannosereichen Glykanen und
paucimannosidischen Glykanen (rosa und griin), Glykanen vom Hybrid-Typ (blau) und Komplex-Typ
(orange); Vergleiche Tabelle 3.2; (Schachter 2007; Geyer et al. 2012). F, Fucose; Me, O-Methyl; Glc,
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N-Acetylglucosamin-Transferase | und 11; Gnase, f-N-Acetylhexosaminidase; Mase, GnT | unabhéngige
a-Mannosidase; Mase 11, a-Mannosidase I1; MeT, Methyltransferase; PCT, Phosphorylcholintransferase.



1.5 Problemstellung

In der vorliegenden Dissertation sollte deshalb das N-Glykom von C. elegans

Embryonen naher charakterisiert werden.

Dabei standen folgende Fragestellungen im Vordergrund:
e Massenspektrometrische Charakterisierung der N-Glykanmuster
von Embryonen.
e Abhéngigkeit der N-Glykanprofile wvon den jeweiligen
Kultivierungsbedingungen.
e Modgliche Veranderungen der N-Glykanmuster bei Embryonen
von C. elegans Mutanten, die in unterschiedlichen Stadien der

Embryonalentwicklung arretiert waren.

Auf diese Weise sollte eine Grundlage fur zukinftige funktionelle Modellstudien zur
potentiellen Rolle von N-Glykanen wéhrend der Embryogenese dieses Wurms

geschaffen werden.



2.  Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Standard-Chemikalien wurden, soweit nicht gesondert vermerkt, in
p.a.-Qualitdt von Fluka (Steinheim am Albuch), Riedel de Haen (Seelze), Merk
(Darmstadt), Sigma-Aldrich (Steinheim am Albuch) und Roth (Karlsruhe) bezogen. Die
Laborgase (Linde, Hollriegelskreuth und Minchen) hatten eine Reinheit von 4.6. Das
im Labor verwendete Wasser wurde durch eine Elix UV5 Anlage und anschlieRend mit
einer Milli-Q Synthesis A10 Anlage (Millipore, Eschborn) entsalzt und gereinigt.

2.2 Biologische Materialien

Die C. elegans Embryonen und die verwendeten Mutanten wurden von Dr. Matthias
Mdiller (Arbeitsgruppe Prof. Dr. R. Schnabel, Technische Universitdt Braunschweig)
angezdchtet, isoliert und anschlie3end fiir die geplanten Untersuchungen zur Verfugung
gestellt. Eine Embryonen-Probe der Wirmer wurde auf NGM-Platten angeziichtet
(s. Kapitel 2.2.1). Der Rest der C. elegans Wirmer und Mutanten wurden in einem
Flussigndhrmedium kultiviert (2.2.2). Die verwendeten mixed-stage Wilrmer in
verschiedenen  Stadien  wurden  von  Dr. Julia Grabitzki ~ (Arbeitsgruppe
Prof. Dr. G. Lochnit, Justus-Liebig-Universitat Giessen), auf Agar-Platten angeziichtet
und isoliert (2.2.1).

2.2.1 Isolation und Reinigung der Wurmer nach Kultivierung auf Agar-
Platten

Fur die Kultivierung von C. elegans wurden Petrischalen mit einem Durchmesser von
145 mm mit einer Agarlésung ausgegossen. Diese Agarldésung bestand aus 59

Caseinhydrolysat (Pepton 140, Merck), 5 g Hefeextrakt (Life Technologie, Eggenstein),



39 NaCl, 20g Agar (high gel-strength, Serva) und einem Liter Wasser. Nach
20 minutiger Autoklavierung der Agarlosung bei 120°C wurde eine Lésung aus 1,0 mL
Cholesterinlésung (5,0 g Cholesterin/ L Ethanol), 0,5mL CaCl,-Lésung (110,8 g
CaCly/L H,0), 10mL MgSOs-Losung (246,59 MgSO./L H;0), 25mL
Kaliumphosphat-Lésung (108,3g KH;PO, und 36g K;HPO,L Hy0), 2,0mL
Thiabendazol (10 mg/mL  Thiabendazol in Dimethylsulfoxid) und 2,0 mL
0,1%igem Methylenblau in H,O hinzugegeben und ausreichend durchmischt. Die in die
Petrischalen gegossene Agarldsung hatte eine Schichtdicke von 5 mm und verfestigte
sich Gber Nacht bei Raumtemperatur.

Auf die Agarplatten wurden dann Escherischia coli (Stamm OP50) als Bakterienrasen
aufgebracht. Diese befanden sich in einem Bakterienmedium, das vor Animpfung mit
50 uL E. coli Stammloésung ebenfalls bei 120°C Uber 20 min autoklaviert und
anschlieBend abgekihlt wurde. Dieses Medium bestand aus 0,5 g Caseinhydrolysat,
0,59 Hefeextrakt, 0,3 g NaCl und 100 mL H,0. Die Bakterien wuchsen in der
Suspension Uber Nacht bei 37°C und konnten dann auf die Agar-Platten aufgebracht
werden (800 uL Suspension). Der Bakterienrasen wuchs tiber Nacht im Brutschrank bei
37°C und wurde dann mit 500 pL C. elegans Suspension (~ 2000 Wurmer) belegt. Die
anschlieRende Inkubation erfolgte bei 18°C.

Nach drei Tagen wurden die Wirmer mit 15 mL M9-Puffer abgespilt, in ein
Zentrifugenrdhrchen Gberflhrt und zur Sedimentierung der Wirmer auf Eis gestellt. Der
MO-Puffer hatte folgende Zusammensetzung: 250 mL Phosphatpuffer, pH 6,0 (60 g
KH,POy4, 120 g Na;HPO,), 25 g NaCl, 5 mL 1 M MgSO,, auf 5 L mit H,O aufgefullt.
Die sich durch die Kéltesedimentierung abgesetzten Wirmer wurden durch Saccharose-
Dichtezentrifugation von Kontaminationen bestehend aus Zelltrimmern und
Bakterienresten gereinigt (Gbewonyo et al. 1994). Die Zentrifugation erfolgte bei
1500 x g Gber 7 min in 15ml M9-Puffer, welche mit 10 ml 30%er Saccharoseldsung
unterschichtet wurde. Die C. elegans setzen sich in dieser Saccharoseschicht ab, werden
in dieser in ein neues Zentrifugenrohrchen uberfihrt und dreimal in M9-Puffer
gewaschen (Grabitzki 2006). Die Wirmer standen dann zur weiteren Aufarbeitung zur
Verfligung. Der Zellaufschluss erfolgte durch Einwirkung von Ultraschall mit einem

Ultraschallstab im Eiswasserbad fiir zwei Minuten.



2.2.2 lsolation und Reinigung der Embryonen nach Kultivierung in

Flussigmedium

Zunéchst wurde das Futter der Wirmer in Erlenmeyerkolben vorbereitet. Dazu wurden
E. coli Bakterien (OP50) uber Nacht bei 37°C in einem DYT-Medium kultiviert. Das
DYT-Medium bestand aus 20 g Trypton, 10 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl und wurde auf
1 Liter mit H,O aufgefullt. Die Bakterien wurden 10 min bei 6.000 Umdrehungen/min
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakteriensediment wurde dann
mehrfach in M9-Puffer (2.2.1) resuspendiert, wieder abzentrifugiert und bis zum
Gebrauch bei -20°C eingefroren.

Das Flissigmedium wurde in einem 2 Liter Erlenmeyerkolben vorbereitet, hierzu
wurden 0,5 L S Basal Medium bestehend aus 3 ml 1 M Na;HPOy, 22 ml 1 M NaH,POy,
2,99 NaCl und 475 mL H,O gegeben und autoklaviert. Anschliefend wurden eine
Losung aus 0,5 mL Cholesterinlésung (5,0 g Cholesterin/ L Ethanol), 1,5 g CaCl, und
1,59 MgSO,4 und L1 Larven hinzugegeben. Der Kolben wurde bei 15°C langsam
geschwenkt. Zugabe von 10 g Bakterienfutter starteten dann das Wachstum der
Wurmer. Die Losung sollte stets durch ausreichend Bakterien triib gehalten werden, da
die Wurmer sonst leicht verhungern. Die Inkubation dauerte 70-80 Stunden bis zum
Erreichen der L4 Stadien. Nach Erwarmung auf 25°C erfolgte die Ernte der mit
Embryonen geflllten Wirmer nach circa 20 Stunden, wenn das Medium gelblich klar
geworden ist. Das Flussigmedium wurde dann in einen mit Eis gefullten Zylinder
uberfuhrt und etwas Eis als Abschluss aufgegeben. Nach 2-3 Stunden waren die
Wirmer zum Boden sedimentiert und der Uberstand wurde mit einer
Wasserstrahlpumpe entfernt. Die Wiurmer wurden mit M9-Puffer gespult und
anschliellend einer alkalischen Hypochlorit-Behandlung unterzogen, um die Embryonen
zu erhalten (Gerdt et al. 1999). Diese wurden dann von Dr. M. Muller auf Trockeneis an
uns verschickt (Mdller 2007), eine Quantifizierung der Embryonen war nicht moglich.
Der Zellaufschluss erfolgte durch Einwirkung von Ultraschall mit einem Ultraschallstab

im Eiswasserbad fiir zwei Minuten.



2.3 Proteinbestimmung

2.3.1 Proteinbestimmung mittels Bio-Rad Protein-Assay Kit

Zur Proteinbestimmung wurde jeweils ein 1 uL Aliquot der Embryonen-Proben mit
200 pL Wasser in Kivetten (Sarstedt) gegeben und mit 800 pL einer nachstehend
beschriebenen Losung in Dunkelheit zur Reaktion gebracht. Diese Lésung wird geman
Herstellerangaben aus einem Teil Bio-Rad Protein-Assay Reagenz (Bio-Rad, Miinchen)
und vier Teilen Wasser angesetzt. Sie muss mit der Probe zehn Minuten bei
Raumtemperatur (RT) inkubieren und kann dann gegen eine identisch angesetzte
Verdlnnungsreihe einer Vergleichslésung, hier eine k&ufliche Rinderserumalbumin-
Losung (BSA; 2 mg/mL; Pierce, Bonn), im Photometer gemessen werden. Der
Absorptionsverlauf der BSA-Eichreihe (0, 1, 2, 5, 10, 15, 20 pg Protein) ist bei
Verwendung dieses Reagenz laut Hersteller im Bereich von 1-20 pg Protein linear und
kann daher als Vergleichslésung herangezogen werden.

Nach der Reaktionszeit wurden die Kivetten aus technischen Griinden mit jeweils
einem Milliliter Wasser aufgefullt und die Absorption bei 578 nm im Photometer
(Beckmann DU 640, Krefeld) gemessen. Es wurde jeweils eine Dreifachbestimmung
durchgefihrt.

2.3.2 Proteinbestimmung mittels BCA Protein-Assay Kit

Alternativ zu der oben genannten Methode wurden Proteinbestimmungen auch mit dem
BCA Protein-Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA) durchgefiihrt. Der empfindliche
Messbereich liegt bei diesem Kit zwischen 20 pg und 2 mg.

Als Vergleich wurde auch hier nach Anleitung mit der im Kit enthaltenen BSA-L6sung
(2 mg/mL) eine Verdiinnungsreihe (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 pg/mL)
angesetzt. VVon dieser Standardreihe wurden jeweils 10 pL in die Vertiefungen (wells)
einer Rotilabo®-Mikrotiterplatte (Roth, Karlsruhe) gegeben, analog wurde mit den
Proben verfahren. Zur Absicherung der Werte wurde auch hier jeweils eine

Dreifachbestimmung durchgefihrt.



Die zum Kit gehtrenden Reagenzien A und B wurden in einem Mischungsverhaltnis
von 50:1 gemischt und jeweils 200 pL der entstandenen Lésung in die mit Proben bzw.
Standardlésung  geflllten  wells gegeben. Die Inkubationszeit betrug bei
Raumtemperatur 30 min. Dann wurden die Absorption der Proben bei 562 nm im
Microplate Reader EL X800 (BioTEK, Bad Friedrichshall) gemessen und jeweils ein
Mittelwert der Dreifachbestimmungen ermittelt.

2.4  Aufarbeitung der C. elegans Proben

2.4.1 Proteinfallung

Zur Gewinnung der Proteine wurde eine Fallung mit eiskaltem Aceton durchgefihrt.
Dazu wurden die wassrigen Proben mit dem vierfachen Volumen an Aceton versetzt,
welches zuvor bei -20°C gelagert worden war, und tber Nacht bei -20°C gehalten.
AnschlieBend wurde die Probe bei 14.000 Umdrehungen pro Minute in einer Universal
32 R Zentrifuge (Hettich, Tuttlingen) abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Das verbleibende Aceton im Sediment wurde unter Stickstoff-Strom abgeblasen. Dann
wurde dem Sediment erneut Aceton hinzugesetzt, die Probe bis zur vollstandigen
Dispersion homogenisiert, erneut zentrifugiert und das Sediment wieder im

Stickstoffstrom getrocknet.

2.4.2 Denaturierung der Proteine und tryptischer Verdau

Eine vollstandige Denaturierung der Proteine erfolgte durch Aufspaltung der
Disulfidbricken und nachfolgende Carbamidomethylierung (Parry et al. 2006). Dazu
wurde die Probe in einer Losung aus 4 M Guanidin, 0,6 M Tris/HCI-Puffer (pH 8,5)
und Dithiothreitol (2 mg/mL) gel6st und homogenisiert. Die Reduktion erfolgte bei
50°C in einem Thermomix (Eppendorf, Hamburg) bei 300 Umdrehungen pro min
innerhalb von zwei Stunden. AnschlieBend wurde lodacetamid in fiinffachem molaren

Uberschuss zu Dithiothreitol zugegeben und der Ansatz eine Stunde bei



Raumtemperatur inkubiert. Zur nachfolgenden Dialyse der Probe gegen einen 50 mM
NH4HCOs-Puffer (pH 8,5) wurde die Probe in einen Slide-A-Lyser mit der
Porengrolie 3500 (Pierce, Rockford, IL, USA) Uberfiihrt und 48 h bei 4°C belassen.
Wahrend dieser Zeit wurde der Dialysepuffer dreimal ausgetauscht.

Die proteolytische Spaltung der Proteine erfolgte durch tryptischen Verdau. Hierzu
wurde die lyophilisierte Probe nach Proteinfallung in 300-600 uL 0,025 M
NH4HCO;-Losung aufgenommen. Das in 50 uL 1mM HCI (pH 3) aktivierte (5 min)
und TPCK-vorbehandelte Trypsin (aus bovinem Pancreas; Sigma, Steinheim) wurde
dann in einer Konzentration von 1 mg/mL im Verhéltnis 1:40 zur gelGsten Probe
hinzugegeben. Der Verdau wurde nach 12-15 stundiger Inkubation bei 37°C durch
Kochen bei 100°C (5 min) beendet. Die Probe wurde bei 48.000 x g zentrifugiert und

der Uberstand zur weiteren Verarbeitung lyophilisiert.

2.4.3 Freisetzung der N-glykosidisch gebundenen Glykane

Die Freisetzung der N-Glykane erfolgte unter Erhalt des freien reduzierenden Endes
sowohl auf enzymatischem als auch auf chemischem Wege. Fir die enzymatische
Freisetzung wurden die k&uflich zu erwerbenden, rekombinanten N-Glykosidasen
PNGase F (Roche, Mannheim und BioLabs, Frankfurt/Main) und PNGase A (Roche)
verwendet, die sich in ihrer Substratspezifitat vor allem im Hinblick auf die Akzeptanz
einer moglichen (a1-3)-Kernfucosylierung der N-Glykane unterscheiden. Nach der
Freisetzung wurden die Glykane von Peptiden und anderen Probenbestandteilen mittels
kommerziell erhaltlicher Festphasenextraktionsmaterialien abgetrennt.

Die alternative chemische Freisetzung der N-Glykane erfolgte durch Hydrazinolyse.
Nach der anschlieBenden Re-N-acetylierung wurden die Glykane mittels selbst
hergestellter MB3-lonenaustauscher-Kartuschen und gebrauchsfertiger porous graphitic
carbon (PGC-) und reversed-phase (C18-) Kartuschen aufgereinigt (siehe Kapitel
2.4.4).



24.3.1 Enzymatische Freisetzung der N-Glykane

Zur Freisetzung der Glykane mit PNGase F wurden die lyophilisierten Proben in
75 - 300 pl 20 mM Natriumhydrogenphosphat Puffer (pH 7,2) gel6st und anschliel3end
im Ultraschallbad und unter Vortex-Behandlung vollstandig in Lésung gebracht. Die
Zugabe von 5 - 10 pl PNGase F (5 - 10 Units) startete die N-Glykanabspaltung, welche
bei 37°C Uber Nacht und unter Schiitteln erfolgte. Finf Stunden nach Beginn des
Verdaus wurden erneut 5 - 10 ul PNGase F-Lésung hinzugegeben.

Zur Freisetzung der Glykane mit PNGase A aus Mandeln wurden die lyophilisierten
Proben in 40 - 300 pl 10 mM Natriumacetat-Puffer (pH 5,1) gel6st. Zur vollstandigen
Losung der Proben wurde auch hier eine Behandlung mit Ultraschall und Vortex
eingesetzt. Fir den Verdau wurden 5 - 10 pul PNGase A (250 - 500 pU) und nach flnf
Stunden erneut 5 - 10 pl PNGase A hinzugegeben. Auch hier erfolgte die Inkubation bei
37°C uber Nacht unter Schutteln.

2.4.3.2 Chemische Freisetzung durch Hydrazinolyse

Die Hydrazinolyse ist das am haufigsten eingesetzte chemische Verfahren zur
Abspaltung von Glykanen unter Erhalt eines freien reduzierenden Endes. Die Vorgaben
hierfur lieferten Patel und Parekh (Patel und Parekh 1994). Die Probe wurde nach
Proteinfallung mit Aceton in ein konisches Glaschen mit Schraubdeckel tberfuhrt und
mindestens 48 h lyophilisiert. Die wasserfreie Probe wurde mit 500 pl 98%igem
wasserfreien Hydrazin (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) aufgenommen und mit einem
Teflonseptum im Schraubdeckel fest verschlossen. Die Inkubation erfolgte bei 100°C
uber Nacht. Danach wurde das Hydrazin unter Vakuum entfernt, Gefal? und Rickstand
zweimal mit 200 pul Toluol gespilt und die Flissigkeit jeweils unter Vakuum
verdampft. Die Re-N-Acetylierung der Aminozucker erfolgte durch Zugabe eines
Gemischs von 200 ul einer gesattigten und eisgekiihlten NaHCOs-Lésung und 8 pl
Acetanhydrid-Ldsung zu der getrockneten Probe. Der Ansatz wurde intensiv geschuttelt
und auf Eis (0°C) funf Minuten inkubiert. Die Prozedur wurde nach nochmaliger

Zugabe von Acetanhydrid und einer verlangerten Inkubationszeit von 30 Minuten,



wiederum auf Eis (0°C), wiederholt. Die nachfolgende Aufreinigung und Entsalzung
der Glykane erfolgte mit einem Serdolit MB3-lonenaustauscherharz (Serva, Heidelberg)
in einer selbst gepackten Kartusche, sowie mit den oben beschriebenen C18 und PGC-
Kartuschen (siehe Kapitel 2.4.4).

2.4.4 Aufreinigung der enzymatisch freigesetzten Glykane

24.4.1 Aufreinigung Uber C18-Kartuschen

Um die freigesetzten Glykane zu isolieren und von Begleitsubstanzen abzutrennen,
wurde der komplette Ansatz Uber eine gebrauchsfertige C18-Kartusche (Thermo Fisher
Scientific, Schwerte) gegeben, welche Peptide und ungespaltene Glykopeptide bindet,
wahrend freie Glykane nicht gebunden werden. Das C18-Gelmaterial bindet laut
Herstellerangaben ca. 3-5% der eigenen Masse, so dass Kartuschen mit 25 mg
C18-Material bzw. bei groReren Probenmengen mit 100 mg als ausreichend zu
betrachten waren. Die Kartuschen mussten vor Gebrauch mit dem jeweils mindestens
zehnfachen Volumen an Methanol, Wasser, 0,1%iger Trifluoressigsaure (TFA),
80%igem Acetonitril (ACN) in 0,1%iger TFA, 60% ACN in 0,1%iger TFA, 40% ACN
in 0,1%iger TFA, 20% ACN in 0,1%iger TFA und Wasser &quilibriert werden. Es
wurde darauf geachtet, dass das Gelmaterial nicht trocken lief. Anschliefend wurden
die enzymbehandelten Proben auf das Gelmaterial aufgebracht und eine Einwirkzeit
von 10-15 Minuten gewéhrleistet. Nach Waschen der Kartusche mit dem mindestens
zehnfachen Gelvolumen einer 0,1%igen TFA-L6sung befanden sich die freien Glykane
in Durchlauf und Waschfraktion. Diese wurden vereinigt und lyophilisiert. Die von dem
Gelmaterial gebundenen Anteile wurden mit 20%iger, 40%iger und 60%iger ACN-
Losung eluiert und nach Entfernung des ACN durch eine Vakuumzentrifuge Jouan
(Thermo Scientific, Schwerte) ebenso lyophilisiert.



2.4.4.2 Aufreinigung Uber PGC-Kartuschen

Die durch Behandlung mit PNGase F und PNGase A freigesetzte und tber eine C18-
Kartusche aufgereinigte Gesamtfraktion an Glykanen wurde zur weiteren Verwendung
uber eine PGC-Kartusche (25mg Material, Supelco, Sigma-Aldrich Group, Steinheim
am Albuch) entsalzt. Zur Vorbereitung der PGC-Kartusche wurde diese mit je 5 mL
Wasser, 80% ACN in 0,1%iger TFA, 20% ACN in 0,1%iger TFA und erneut mit 10 ml
Wasser aquilibriert. Die lyophilisierte Glykanprobe wurde in Wasser geldst, auf das
Saulenmaterial aufgegeben und einsickern gelassen. Der Durchlauf wurde erneut
aufgegeben. Die gebundenen Glykane wurden mit einem Milliliter Wasser
gewaschenen und anschlieBend mit jeweils 0,5 mL einer 25%igen und 80%igen ACN in
0,1%iger TFA Losung eluiert. Die erhaltenen Eluate wurden anschlielend mittels einer
Vakuumzentrifuge und durch Gefriertrocknung zur Trocknung gebracht (Packer et al.
1998).

2.4.4.3 Aufreinigung Uiber Zip-Tip® (C18-Material)

Bereits aufgereinigte Glykanproben, die wahrend der Messungen im MALDI-TOF
Massenspektrometer noch Verunreinigungen aufwiesen wurden on-target in 0,5 uL
gereinigtem Wasser geldst und anschlieBend zehn Mal in das zuvor &quilibrierte
C18-Material einer speziellen Pipettenspitze (Zip-Tip®, Millipore, Eschborn)
aufgenommen. Nichtpolare Verunreinigungen binden im Gelmaterial, die Glykane
wurden in Losung wieder auf das Target gespottet.

Die Aquilibrierung des C18-Materials der Zip-Tip® Pipettenspitze erfolgte mit dem
zehnfachen Materialvolumen mit Wasser, 20%igem Acetonitril (ACN) in 0,1%iger
TFA, 40% ACN in 0,1%iger TFA, 60% ACN in 0,1%iger TFA, 80% ACN in 0,1%iger

TFA und anschlieRend analog in absteigender Konzentration bis hin zum Wasser.



2.5 Strukturaufklarung durch enzymatische und chemische

Umsetzung

2.5.1 Abspaltung von Fucose und Phosphorylcholin-Resten mit Flusssaure

Aliquots ausgewahlter Proben wurden nach Lyophilisierung mit 25-30 pL 48%iger
Flusssédure (HF) versetzt und anschlief’end Gber Nacht im Dunkeln bei 4°C inkubiert.
Reste von HF wurden unter Stickstoffstrom abgeblasen. AnschlieRend wurde die Probe
zweimalig in 30 uL Methanol aufgenommen, erneut lyophilisiert und fir die
massenspektrometrische Messung vorbereitet (Haslam et al. 2000; Geyer et al. 2005;
Lehr et al. 2007).

2.5.2 Abbau von Hexose-Oligomeren mit a-Glucosidase

Zur Degradierung der in einigen Proben vorkommenden Hexose-Oligomere wurden
diese mit a-Glucosidase aus Reis (Serva, Heidelberg) behandelt. Dazu wurden 5 pL der
kommerziell erhdltlichen Enzyml@sung zundchst auf eine in 25 mM Ammoniumacetat-
Puffer (pH 6,0) schwimmende Dialysemembran (Millipore, Schwalbach/Ts; Porengrofie
25 nm) aufgegeben und 120 min lang umgepuffert. Zwei Mikroliter dieser
umgepufferten Ldsung wurden dann direkt zu der in 4uL des gleichen
Ammoniumacetat-Puffers geldsten Probe auf den Probenteller des Massenspektrometers
aufgetragen (on-target Verdau). Die Einwirkzeit entsprach der Trocknungszeit des
Gemisches bei Raumtemperatur. Das getrocknete Probengemisch wurde dann

massenspektrometrisch analysiert (Geyer et al. 1999)

2.6 Massenspektrometrische Analyse der N-Glykane

Die  Detektion der N-Glykane erfolgte mittels matrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flight Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS). Diese

Methode gewinnt seit Jahren zunehmend an Bedeutung bei der Analyse von



N-Glykanen, auch im Bezug auf die zuvor genannten CDG Syndrome (Wada 2006).
Die hierbei verwendete ,sanfte lonisierung™ erlaubt sowohl eine Bestimmung von
intakten Molekdlen als auch eine Fragmentierung mittels Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS). Als Massenspektrometer wurde ein Ultraflex-TOF der Firma Bruker
(Bremen) mit Stickstofflaser und einer LIFT- (TOF-TOF-) Einheit verwendet.

Die Glykanproben wurden nach Aufreinigung und Lyophilisation in 10 pL reinem
Wasser geldst, zusammen mit 0,5-1 pL 6-aza-2-thiothymine (ATT; 5 mg/mL Wasser)
als Matrix auf ein 600er anchor chip target (Bruker) aufgetragen und wahlweise bei
Raumtemperatur oder im warmen Luftstrom getrocknet. Der zur lonisation verwendete
Stickstofflaser hatte eine Frequenz von 50 Hertz und eine Spannung von 25.000 Volt.
Es wurde der positive Reflektormodus benutzt. Wahrend der Messungen wurden 500-
1000 Einzelspektren fir die Erstellung der Summenspektren aufaddiert.

Unter Verwendung der vorhandenen TOF-TOF-Einheit des Gerats wurden weiterhin
Fragmentspektren ausgewahlter Molekiilspezies nach laserinduzierter lonisation und
Spontanfragmentierung (post source decay) aufgenommen. Die Selektion des
Molekdilions erfolgte durch ein zeitlich begrenztes lonenfenster. Die lonen wurden auch

hier im Reflektormodus detektiert.



3. Ergebnisse

Die Embryogenese von C. elegans und die dafiir erforderliche Zellorientierung im
wachsenden Organismus mit einer Achsenbildung und einer rechts/links Orientierung
sind von der Wissenschaft noch nicht ganzlich verstanden. Die hierfur notwendige
Kommunikation der Zellen untereinander konnte zum Teil auf dem Niveau der auf der
Zellmembran prasentierten N-Glykane ablaufen. Daher wurden in den hier
durchgefiihrten Experimenten zundchst die Glykanmuster von C. elegans Embryonen
aller Embryonalstadien im Vergleich zu einem Gemisch aller spateren
Entwicklungsstadien von der Larve 1 (L1) bis zum adulten Wurm (so genannte mixed
stages) vom N2-Wildtyp Bristol untersucht. Dabei wurde auch der Einfluss
verschiedener Kultivierungsarten auf die N-Glykanmuster von Wildtyp-Embryonen
miteinander verglichen. Im zweiten Teil der Arbeit wurden dann die N-Glykanprofile
von C.elegans Mutanten vergleichend untersucht, welche im Verlauf ihrer
Embryogenese deutliche Auffélligkeiten zeigten, wie zum Beispiel eine Arretierung in
einem bestimmten Zellstadium, das Fehlen bestimmter Organstrukturen oder
Aberrationen in der Zellteilung.

Die Probenaufarbeitung wurde zundchst unter Verwendung von mixed-stage
Wildtypwiirmern optimiert und - soweit nicht anders angegeben - wie in Kapitel 3.1
beschrieben beibehalten. Die Optimierung der Methoden zur Freisetzung und Detektion
der N-Glykane ist in Kapitel 3.2 beschrieben (Geyer und Geyer 1998; Geyer und Geyer
2006).

3.1 Optimierung der Probenaufarbeitung

Die Wildtypwurmer wurden im Labor von Prof. G. Lochnit (Justus-Liebig Universitét,
GieRen) auf Agarplatten mit einem E. coli beimpften Rasen (OP50) angeziichtet (siehe
Kapitel 2.2.1) und nach drei Tagen abgeerntet, wohingegen die Embryonen von
Wildtypwirmern und Mutanten im Labor von Prof. R. Schnabel (Technische

Universitat, Braunschweig) hergestellt wurden, wobei Wildtypwirmer entweder auf



Agar oder in Flussigkultur (2.2.1 und 2.2.2) angezlichtet wurden (Gerdt et al. 1999;
Mudiller 2007).

Bei allen Proben wurden die Zellverbande durch Ultraschalleinwirkung aufgelst. Nach
Bestimmung des Proteingehalts mittels microBCA™ Assay oder BioRad™ Protein
Assay (2.3), Acetonféallung (2.4.1) sowie Carbamidomethylierung und tryptischem
Verdau (2.4.2) erfolgte die enzymatische Freisetzung der N-Glykane sowohl mit
PNGase F, als auch mit PNGase A, da die alleinige Abspaltung durch PNGase A nicht
ausreichend war (2.4.3). Andererseits ist nur mit PNGase A eine Spaltung der Bindung
zwischen einem (al-3)-fucosylierten GIcNAc und dem Asn-Rest des Proteins moglich
(Tretter et al. 1991).

Die Aufreinigung der Proben zur Beseitigung von Lipiden, Proteinen und eventuellen
Zellresten sowie zur Entsalzung erfolgte Uber RP- (reversed-phase) und PGC- (porous
graphitic carbon) Kartuschen (2.4.4). Auf C18 RP-Kartuschen werden unpolare
Bestandteile gebunden, wahrend sich die Glykane in der Waschfraktion befinden. Im
Falle von PGC-Kartuschen werden die Oligosaccharide gebunden und nach
Auswaschen der Salze wieder eluiert (Packer et al. 1998). In Anbetracht der geringen zu
erwartenden Probenmengen wurden die Aufarbeitungsschritte zundchst unter
Verwendung von Serumtransferrin als Standardglykoprotein und verschiedenen
Kartuschentypen optimiert, wobei zusatzlich weitere kommerziell erhaltliche
Festphasenextraktionsmaterialien (Supelclean™ LC-SCX Supelco/Sigma Aldrich;
ENVI-Carb, Supelco/Sigma Aldrich; Discovery DPA-6S, Supelco/Sigma Aldrich; Bond
Elut® Plexa, Varian; StratoSpheres™ SPE Tubes, Polymer Laboratories Ltd) als auch
selbst mit Serdolit MB3 (Serva, Heidelberg) gepackte Kartuschen zum Einsatz kamen
(Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurden verschiedene Inkubationszeiten mit dem
Festphasenmaterial getestet. Anschlielend wurden die gewonnenen Glykanproben
mittels Massenspektrometrie charakterisiert. Durch Analyse der in den einzelnen
Waschfraktionen bzw. Eluaten enthaltenen Monosaccharide konnten in exemplarischen
Versuchsreihen darlber hinaus quantitative Aussagen zur Kohlenhydrat-Ausbeute
getroffen werden. Dabei zeigte sich, dass teilweise nur 20-30% der in der
Ausgangsprobe enthaltenen Zucker im finalen Eluat detektiert werden konnten, was auf
einer unvollstandigen Freisetzung der N-Glykane, auf dem Vorhandensein von
O-glykosidisch gebundenen Zuckerketten und/oder der Présenz anderer Glykokonjugate
beruhen konnte (Daten nicht gezeigt). Auch bei Verwendung gleicher Proben und

Materialien waren zeitweise Variationen in der Ausbeute feststellbar, wobei jedoch die



im Methodenteil genannten PGC- (Supelco/Sigma Aldrich) bzw. RP-Kartuschen
(Thermo Fisher Scientific) die reproduzierbarsten Ergebnisse lieferten. Deshalb wurden
alle weiteren Versuche unter Verwendung dieser Materialien durchgefthrt.

Nach Aufnahme in Wasser wurden 1-2 uL der Probe auf ein ancor chip target (Bruker)
aufgetragen, 1 uL ATT (6-Aza-2-thiothymine)-Losung als Matrix hinzu pipettiert und
wahlweise unter Warmstrom oder Uber einen entsprechend ldngeren Zeitraum bei
Raumtemperatur getrocknet. Die langsame Auskristallisation bei Raumtemperatur ergab
eine verbesserte Ausbildung der Kristallstruktur, was zu einer effizienteren lonisierung
der Glykane und damit zu héheren Signalintensitaten flihrte. Zur Detektion der Glykane
wurde ein Ultraflex MALDI-TOF-Massenspektrometer mit Stickstofflaser benutzt (2.6).
Auf eine Derivatisierung der Glykane wurde aus Materialgriinden verzichtet, da dies
weitere Aufarbeitungsschritte bedingt hétte, die ihrerseits wieder zu Substanzverlusten
gefiihrt hatten.

In den erhaltenen Spektren wurden dann diejenigen Signale ausgewahlt und annotiert,
die eine ausreichende Intensitat und das zu erwartende Isotopenmuster aufwiesen. Fir
die einzelnen  Pseudomolekilmassen  wurden  anschlieBend  mittels  des
Softwareprogramms Glyco-Peakfinder™ (Maass et al. 2007; Ceroni et al. 2008)
mdogliche Monosaccharid-Zusammensetzungen berechnet und diese mit den bereits flr
C. elegans beschriebenen Glykanen verglichen. Zur exemplarischen Bestatigung der
Strukturen wurden einzelne Signale mit genligend hoher Intensitdt im MS/MS-Modus
des MALDI-TOF-MS Gerats analysiert (siehe Kapitel 2.6, 3.7.1 sowie Abbildung
3.11 A und B). Des Weiteren wurden zur Strukturabsicherung in einigen Fallen die
Proben parallel mit Flusssdure behandelt (siehe 2.5.1, 3.7.2, Abbildung 3.12) bzw.
vorhandene Glucose-Oligomere (Hexs.1;) durch Verdau mit a-Glucosidase verifiziert
(2.5.2, 3.7.3 und Abbildung 3.13).

Vereinzelt zeigten sich trotz Aufreinigung uber RP- und PGC-Kartuschen noch
Verunreinigungen, die mittels Zip-Tip® C18 Festphasenextraktionsmaterial entfernt
werden konnten. Hierzu wurden die Proben auf dem MALDI Target erneut in Wasser
gel6ést und anschlieBend mehrfach mit der mit C18-Material geflllten Pipettenspitze

aufgenommen und wieder auf das Target aufgespottet (siehe Kapitel 2.4.4.3).



3.2 Evaluation von Methoden zur Freisetzung der Glykane

Fur die Freisetzung von N-Glykanen aus Proteinen gibt es verschiedene Mdglichkeiten.
Die gewdhlte Methode hangt in erster Linie von der Fragestellung und den zur
Verfligung stehenden Substanzmengen und Detektionsmethoden ab. Insbesondere die
Tatsache der geringen zur Verfugung stehenden Probenmengen machte in der
vorliegenden Arbeit eine sorgfaltige Optimierung der Aufbereitungsschritte mit dem
Ziel einer moglichst hohen Ausbeute an Glykanen erforderlich. Neben der in
Kapitel 3.1 angesprochenen enzymatischen Abspaltung der Zuckerketten mit PNGase A
und PNGase F wurde deshalb auch die Mdglichkeit einer chemischen Freisetzung durch
Hydrazinolyse ins Auge gefasst. Letztere Methode wird von manchen Arbeitsgruppen
favorisiert, weil auf diesem Weg bei C. elegans komplexere Glykane mit bis zu vier
Fuc-Resten und zwei Methylhexosen nachweisbar waren (Hanneman et al. 2006). Um
diese Methode zu testen, wurden in Flissigmedium kultivierte C. elegans Embryonen
nach Proteinfallung (siehe Kapitel 2.4.1) und Lyophilisation mit wasserfreiem Hydrazin
behandelt (2.4.3.2). Nach Re-N-Acetylierung wurden die Glykanproben mittels RP- und
PGC-Kartuschen aufgereinigt und zusammen mit ATT als Matrix massenspektro-
metrisch analysiert.

Die resultierenden Massenspektren wiesen in der Tat eine deutlich hohere Anzahl an
Signalen auf (Abbildung 3.1). Bei genauerer Analyse fiel jedoch auf, dass bei intensiven
Signalen stets Begleitsignale mit einer Massendifferenz von jeweils n x 42
Masseneinheiten auftraten (in Abbildung 3.1 B rot umrahmt). Im Fall der Glykane der
Zusammensetzung HexgHexNAC, (m/z 1905,6) waren dies zum Beispiel die Signale bei
m/z 1947,6 und m/z 1989,6. Dieser Abstand entspricht einer Acetylgruppe (-CH,-CO-).
Darlber hinaus waren im gesamten Spektrum vielfach Begleitsignale nachweisbar, die
sich von den Ausgangssignalen um 56 Masseneinheiten unterschieden (in
Abbildung 3.1 B griin umrahmt), was auf eine weitere chemische Derivatisierung der
Glykane unter zusatzlicher Aufnahme eines Hydrazinrestes schlief3en l&sst. Die genauen
Strukturen der jeweiligen Modifikationen wurden hier nicht im Detail untersucht.
Dieses Ergebnis zeigt jedoch, dass bei Abspaltung der N-Glykane mit Hydrazin und
nachfolgende Re-N-Acetylierung offensichtlich in hoherem Male Nebenprodukte
gebildet wurden, was die Auswertung und Interpretation dieser Spektren erschwerte.
Die nach Freisetzung mit PNGase A und PNGase F gewonnenen Glykane lieferten



dagegen Kklar zuordenbare Massenspektren, da hier derartige chemische Modifikationen
nicht stattfanden (Abbildung 3.1 A). Aus diesem Grund wurde im Folgenden

ausschlieBlich die enzymatische Freisetzung genutzt.
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Abbildung 3.1: Vergleichende MALDI-TOF Massenspektren der N-Glykane von C. elegans Wildtyp
Embryonen, nach Freisetzung mit PNGase A und PNGase F (A) bzw. durch Hydrazinolyse (B). Detektierte
Signale reprasentieren in der Regel Natriumaddukte [M+Na]*. Beispielhaft sind einige Strukturformeln
angegeben. H, Hex; N, HexNAc; griner Kreis, Man; blaues Quadrat, GIcNAc; blauer Kreis, Glc;
rotes Dreieck, Fuc; #, Kaliumaddukte [M+K]"; *, nicht identifizierte Massen; grin und rot umkreiste
Massen, Aufarbeitungsartefakte (siehe Kapitel 3.2).



3.3 Vergleich der N-Glykane von C. elegans Wirmern und

Embryonen des Wildtyps

Zunadchst wurden die N-Glykane von mixed stage Wurmern des Wildtyps von
C. elegans und deren Embryonen mittels MALDI-TOF-MS untersucht (Abbildung 3.2),
wobei die Wurmproben ein Gemisch verschiedener Larven-Stadien bis hin zum adulten
Wurm enthielten, wahrend die Embryonenproben Eier in unterschiedlichen Stadien der

Embryonalentwicklung beinhalteten. Beide Proben stammten aus mit E. coli beimpften

Kulturen auf Agar-Platten.
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Abbildung 3.2: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofile von C. elegans Wildtyp mixed stage Wirmern
(A) und Embryonen (B) nach Anziichtung auf Agar-Platten. Es wurden jeweils Natriumaddukte
[M+Na]" registriert. In den hier exemplarisch gezeigten Spektren sind nicht alle Signale, die im Text
besprochen werden, erkennbar. Eine vollstandige Auflistung der insgesamt nachgewiesenen Glykane
findet sich in Tabelle 3.1. H, Hex; N, HexNAc; F, Fuc; Me, Methylsubstituent;
PC, Phosphorylcholin; rote Kreise, PC modifizierte Glykane; *, nicht identifizierte Strukturen.



Das N-Glykanmuster der mixed stage Wurmproben wies sowohl Signale fur
mannosereiche Glykane (Hexs.7HexNAc;) als auch paucimannosidische Spezies
(Hexs.4HexNAc,) auf, wahrend frihe Glykanvorlaufer (Hexg.ioHexNAc,;) kaum
nachgewiesen werden konnten (Abbildung 3.2 A). Im Gegensatz zu bisherigen
Veroffentlichungen auf diesem Gebiet (Altmann et al. 2001; Natsuka et al. 2002;
Haslam und Dell 2003; Cipollo et al. 2004a; Hanneman et al. 2006) waren die Signale
mannosereicher Spezies nur in deutlich geringeren Intensitaten detektierbar. Dagegen
reprasentierten Kohlenhydratketten, die zusétzlich noch Fuc-Reste und O-methylierte
Zucker aufwiesen, eindeutig Hauptkomponenten. So wurde eine Vielzahl von
Kohlenhydratkomponenten mit der summarischen Zusammensetzung
Hex,.4HexNAC,sFuco4Meg.,  und vereinzelt auch mit Phosphorylcholin  (PC)
modifizierte Glykane (Hexs4HexNAc,sFucyiPC) nachgewiesen (siehe hierzu auch
Tabelle 3.1), die auch von anderen Arbeitsgruppen (Cipollo et al. 2002; Paschinger et
al. 2004; Hanneman et al. 2006) beschrieben worden waren.

Im Gegensatz zu den vorgenannten Ergebnissen zeichneten sich die N-Glykanprofile
von C.elegans Embryonen, die Eier aller Entwicklungsstadien von der ersten
Zellteilung bis hin zum Brezelstadium enthielten, durch eine klare Dominanz
mannosereicher (Hexs.;oHexNAc;) und in geringerem Male paucimannosidischer
(Hexs.4HexNAc,) Glykane aus (Abbildung 3.2 B). Auch hier konnten, allerdings in
deutlich geringerer Intensitat, Glykane mit ein bis zwei Fucosen sowie zum Teil
O-methylierte Zuckerketten (Hex,.sHexNAC,4Fucy,Meg.1) nachgewiesen werden.
Besonders im hoheren Massenbereich  wurden  weiterhin  PC-substituierte
Kohlenhydratkomponenten (HexssHexNAcssFucy-.Meg.1PC) registriert, die zum Teil
nicht in den Wirmern des N2-Wildtyps detektierbar waren (Tabelle 3.1). Beispiele
hierfur sind Spezies mit den Zusammensetzungen Hex;HexNAcsPC (m/z 1463,6),
HexsHexNAc,PC (m/z 1504,6) und HexsHexNAcsFuc,Me;PC  (m/z 1769,3) (in
Abbildung 3.2 B rot umrahmt). Weiterhin fanden sich im Vergleich zu postembryonalen
Stadien zusétzliche N-Glykane vom hybriden Typ mit den Zusammensetzungen
HexssHexNAcs (m/z 1298,5 bzw. m/z 1460,6) und Hexs4sHexNAc, (m/z 1339,6 bzw.
m/z 1501,6), wobei die Signale zum Teil mit Nachbarsignalen Gberlappen, jedoch als
eigenstandige Isotopenpeaks erkennbar waren. Als weiteres Charakteristikum konnten
in den untersuchten Embryonen auch Glykane der Zusammensetzung (Hexs-7HexNACc,)

detektiert werden. Mdoglicherweise handelt es sich hierbei um Abbauprodukte einer



Endo-B-N-Acetylhexosaminidase, die im Zytosol von C. elegans bereits nachgewiesen
wurde (Kato et al. 2007).

Insgesamt zeigte der Vergleich der N-Glykanprofile von C. elegans Embryonen und
mixed stage Wurmern deutliche Unterschiede auf. Die Glykane der Larven und Wirmer
waren in vielen Fallen mehrfach fucosyliert und O-methyliert. Auch die Zuckerketten
vom komplexen Typ wiesen eine groRere Heterogenitdt auf und waren mit hoheren
Intensitaten nachweisbar, wahrend mannosereiche Vorlauferglykane nur in geringem
MaRe oder gar nicht detektierbar waren. Die Glykane der Embryonen zeichneten sich
demgegeniber durch eine Dominanz mannosereicher Spezies aus. Dennoch waren auch
hier, insbesondere im hoéheren Massenbereich, mehrfach fucosylierte Oligosaccharide
mit Methylhexosen nachweisbar, die zum Teil auch Phosphorylcholin-Substituenten
trugen. Offensichtlich findet bereits im Embryo zumindest teilweise eine Prozessierung

der Vorlauferglykane statt.

3.4  Einfluss der Kultivierungsbedingungen auf die N-Glykanprofile

von C. elegans Embryonen

Da die Kultivierung und Gewinnung der Embryonen von C. elegans Mutanten aus
technischen Griinden nur in Flissigmedium moglich war, wurden zunéchst die
N-Glykanprofile von Wildtypembryonen, die entweder auf Agar-Platten oder in
Flussigkultur gewonnen worden waren, miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass
die Kultivierungsmethode einen groRen Einfluss auf die N-Glykanmuster der
Embryonen hat. Wie in Abbildung 3.3 ersichtlich waren bei gleicher Aufarbeitung in
C. elegans Eiern aus Flussigmedium deutlich weniger N-Glykanspezies nachweisbar als
in den entsprechenden Proben von Agar-Platten. Wahrend paucimannosidische Glykane
(Hexs.4sHexNAc,) und mannosereiche Spezies (Hexs.iopHexNAcC;) meist in annéhernd
vergleichbaren Intensitdten nachgewiesen werden konnten, fiel dennoch die ausgepréagte
Dominanz von HexsHexNAc, Spezies (m/z 1257,5) und ein deutlich hoheres Signal im
Fall von HexgHexNAc, (m/z 1905,2) bei Embryonen aus Flissigkultur auf. N-Glykane
vom komplexen Typ konnten lediglich bis zu einer einfach fucosylierten oder einfach

methylierten Stufe nachgewiesen werden (siehe auch Tabelle 3.1). Gleiches gilt fir



folgende Glykane von hybriden bzw. komplexen Typ: HexsHexNAcs, HexsHexNAcs
und HexzHexNACc;,.

Im direkten Vergleich werden damit insbesondere Zuckerketten, die eine weiter
fortgeschrittene Prozessierung der Glykane widerspiegeln, bei den in Flissigkultur
propagierten Embryonen nicht mehr gebildet. Aus diesen Grunden wurde fur die
folgenden Vergleiche der einzelnen Mutanten jeweils nur C. elegans Embryonen aus

Flussigkulturen herangezogen.
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Abbildung 3.3: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofile von C. elegans Wildtypembryonen nach Kultivierung
auf Agar-Platte (A) oder in Fliissigmedium (B). Es wurden jeweils Natriumaddukte [M+Na]" registriert.
In den hier exemplarisch gezeigten Spektren sind nicht alle Signale, die im Text besprochen werden,
erkennbar. Eine vollstdndige Auflistung der insgesamt nachgewiesenen Glykane findet sich in
Tabelle 3.1.. H, Hex; N, HexNAc; F, Fuc; Me, Methylsubstituent; PC, Phosphorylcholin;
#, Kaliumaddukte; fett gedruckte Massen lief3en sich in beiden Kulturansatzen nachweisen.



3.5 C.elegans Mutanten

Wie bereits in Kapitel 1.3 angesprochen, stellen die Kohlenhydrat-Seitenketten von
Glykoproteinen Schlisselmolekiile im Kontext der Zell/Zell-Erkennung dar. Ein
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war daher, Mutanten von C. elegans, bei denen
bestimmte Zelllinien ausfallen und somit einzelne Organstrukturen nicht ausgebildet
werden konnen, auf Varianzen hinsichtlich ihrer N-Glykome zu untersuchen. Wie
bereits oben ausgefiihrt, wurden aus Grinden der Vergleichbarkeit diese Mutanten,
welche in Flissigmedium kultiviert wurden, mit C. elegans Wildtypembryonen in
Beziehung gesetzt, die ebenfalls in Fllssigkultur propagiert worden waren.

3.5.1 C.elegans Mutante glp-1

Die glp-1 (e2144) Mutante von C. elegans weist eine gestorte Zellproliferation in der
Keimbahn auf, die auf einem Defekt im glp-1 (germ line proliferation) Gen beruht. Der
Defekt wird mit einem fehlerhaften Notch-Rezeptor, einem N-glykosylierten
Membranprotein, begriindet und bewirkt eine Reduktion der AB-Zelllinie im
12-Zellstadium von acht verschiedenen Zellidentitdten auf zwei (Priess et al. 1987;
Hutter und Schnabel 1994). Aus den gebildeten vier ABala und ABarp Blastomeren
entwickeln sich nahezu ausschliellich Zellen der Hypodermis und des Nervensystems.
Die von der P1-Keimzelle abgeleiteten Zellen (siehe Abbildung 1.2) entwickeln sich
nahezu normal, so dass im adulten Wurm lediglich 20 mesodermal gebildete Muskeln
(MS-Zellinie) der 81 Korpermuskeln fehlen (Austin und Kimble 1987; Priess et al.
1987; Crittenden et al. 1994; Hutter und Schnabel 1994; Crittenden et al. 1997).

Um zu Uberpriifen, inwieweit dieser Gen-Defekt im frihen Embryonalstadium mit
einem veranderten Glykosylierungsmuster einhergeht, wurden in dieser Arbeit vier
unabhéngige glp-1 Proben aufgearbeitet. Wie Abbildung 3.4 und Tabelle 3.1 zeigen,
dominierten im N-Glykanprofil der  glp-1 Mutante mannosereiche
(Hexs.;oHexHexNAc;) und vor allem paucimannosidische Spezies HexsHexNAC,,
wobei in allen Spektren die Glykane HexsHexNAc, (m/z 933,3) und HexgHexNAC;

(m/z 1905,6) die hochste Signalintensitat aufwiesen, gefolgt von der Kernstruktur



HexsHexNAc, (m/z 1257,4). Daneben konnten auch fucosylierte und methylierte
mannosereiche Spezies sowie wenige, zumeist nur geringfiigig prozessierte Glykane
(Hexsz.4sHexNAcC;.4Fucy.1) detektiert werden. In einigen Proben waren noch weitere
N-Glykane, die zum Teil auch O-methylierte Zucker enthielten, nachweisbar, die in
Tabelle 3.1 in Klammern angegeben sind, da sie nicht in allen Proben reproduzierbar
waren.

Zu Beginn zeigten sich in allen Spektren auch Glucose-Polymere bestehend aus sechs
bis zehn Hexose-Einheiten, welche durch on-target Verdau mit o-Glucosidase
weitgehend eliminiert werden konnten (2.5.2). Verbleibende Glykane dieses Typs, die
nicht durch diese Behandlung entfernt werden konnten, sind in den Abbildungen 3.4 bis

3.9 annotiert.

933.3

1095.4
1257.4
1419.5
1581.5
1743.6
1905.6
2067.7

Intensitat
1136.4 F[:>.—I—I—N
1241.6
1255.4 Me- :>. - I
1282.4F[:>. - I
1339.5 ZXF[.‘>.—I—I—\

1054.3 HgN,

1079.4 :)-'—L

1013.3 Hg
1175.4H,

o
I
<
@
>
3
-~

1337.4H,

T 16615 Hy,

L.um\"l\n wm\m o et b b e MM‘
Tt R i e i o

.
e

T T T T T T T T T T T
1000 1200 1400 1600 1800 2000 miz

Abbildung 3.4: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofile von C. elegans Embryonen der Mutante glp-1. Es
wurden jeweils Natriumaddukte [M+Na]" registriert. In den hier exemplarisch gezeigten Spektren
sind nicht alle Signale, die im Text besprochen werden, erkennbar bzw. annotiert. Eine vollstandige
Auflistung der insgesamt nachgewiesenen Glykane findet sich in Tabelle 3.1. H, Hex; N, HexNAc;
griner Kreis, Man; blaues Quadrat, GIcNAc; blauer Kreis, Glc; rotes Dreieck, Fuc;

* nicht identifizierte Strukturen.



3.5.2 C.elegans Mutante lit-1

Die lit-1 (t1512ts) Mutante von C. elegans zeigt eine nahezu doppelte Ausbildung des
anterioren Wurms mit einer Verdopplung pharyngealer Strukturen und einem Verlust
des Intestinaltraktes. Dies beruht auf einer Transformation der E-Zelllinie in eine
anteriore MS-Linie. Der posteriore Anteil zeigt lediglich in der normalen Auspréagung
der D-Zellinie keine Abnormitéten, welche spater 20 Kérpermuskeln ausbildet. Weitere
Veranderungen bezuglich der jeweiligen Zellschicksale und der entsprechend fehlenden
Korperzellen sind detailliert beschrieben (Kaletta et al. 1997) und werden deshalb hier
nicht ndher ausgefihrt. Die zugrunde liegende Mutation ist im Embryonalstadium letal.

Die Analyse der Glykane erfolgte an drei unabhdngigen Ausgangsproben.
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Abbildung 3.5: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofile von C. elegans Embryonen der Mutante lit-1. Es
wurden jeweils Natriumaddukte [M+Na]" registriert. In den hier exemplarisch gezeigten Spektren
sind nicht alle Signale, die im Text besprochen werden, erkennbar bzw. annotiert. Eine vollstandige
Auflistung der insgesamt nachgewiesenen Glykane findet sich in Tabelle 3.1. H, Hex; N, HexNAc;
F, Fuc; griner Kreis, Man; blaues Quadrat, GIcNAc; blauer Kreis, Glc; rotes Dreieck, Fuc;
* nicht identifizierte Strukturen; #, Kaliumaddukte.



Das N-Glykanprofil der lit-1 Mutante spiegelte vor allem mannosereiche Spezies
(Hexs.;oHexNAC,) wider (Abbildung 3.5). Im Gegensatz zur glp-1 Mutante war dabei
das HexgHexNAc, Signal (m/z 1905,6) vergleichbar mit dem der paucimannosidischen
HexsHexNAc, Glykane und deutlich intensiver als das von HexsHexNAc, Spezies.
Fucosylierte mannosereiche und paucimannosidische Ketten kamen bei lit-1 ebenso wie
einzelne  paucimannosidische  (HexsHexNAc;) und hybride (HexsHexNAcs)
Glykantypen dagegen in deutlich geringerer Menge vor. Interessanterweise waren nur
bei dieser Mutante im komplexen Glykanbereich neben HexsHexNAc, Spezies auch
Phosphorylcholin (PC)-modifizierte Zuckerketten (HexsHexNAc;.4PC) nachweisbar
(Tabelle 3.1). Damit zeigte auch die lit-1 Mutante in ihrem Glykanspektrum
vornehmlich unprozessierte N-Glykane und nur wenige hybride bzw. komplexe
Strukturtypen, wobei sich das N-Glykanmuster jedoch von dem der Mutante glp-1

unterschied.

3.5.3 C. elegans Mutanten t1099 und cib-1

Die Mutante mit der Kurzbezeichnung t1099 wurde bisher noch nicht veréffentlicht. Sie
zeigt in ihrer Entwicklung eine bisher noch nicht ndher verstandene Arretierung im
50-100 Zellstadium und nur eine gering ausgepragte Differenzierung der Zellen
(Schnabel et al, unpubliziert). Auch die Mutante cib-1 (€2300) (changed identity of
blastomeres) zeichnet sich durch eine Arretierung im 50-80 Zellstadium und eine
geringe Differenzierung der Zellen in spezifische Gewebe aus (Schnabel und Schnabel
1990). Deshalb werden die beiden Mutanten hier gemeinsam besprochen. Fur die
nachfolgende Analyse wurden jeweils drei unabh&ngige Proben eingesetzt.

Wie aus Tabelle 3.1 und den Abbildungen 3.6 (t1099) und 3.7 (cib-1) ersichtlich,
wurden auch bei diesen beiden Mutanten Uberwiegend mannosereiche Glykane mit
Dominanz von HexsHexNAc, und HexgHexNACc, Spezies sowie paucimannosidische
Ketten der Zusammensetzung HexsHexNAc, und hybride Glykane der
Zusammensetzung HexsHexNAcs gefunden. Wahrend bei der t1099 Mutante daneben
auch methylierte, fucosylierte mannosereiche (HexssHexNAc,Fuc;Me;) und hybride
Glykane (Hexs.sHexNAc;Fucy;) nachgewiesen werden konnten, war dies bei cib-1

nicht mehr moglich. Da die Signale der O-methylierten Zucker von unmittelbar



benachbarten Signalen hoherer Intensitaten teilweise uberlagert wurden, war eine
Abgrenzung nicht immer mit Sicherheit zu erzielen. Insgesamt spiegelten die
N-Glykanmuster dieser beiden Mutanten jedoch nur einen sehr gering ausgepréagten
Prozessierungsgrad wider, wobei insbesondere die Prozessierung bei cib-1

offensichtlich drastisch reduziert war.
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Abbildung 3.6: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofile von C. elegans Embryonen der Mutante t1099. Es
wurden jeweils Natriumaddukte [M+Na]" registriert. In den hier exemplarisch gezeigten Spektren sind
nicht alle Signale, die im Text besprochen werden, erkennbar bzw. annotiert. Eine vollstdndige
Auflistung der insgesamt nachgewiesenen Glykane findet sich in Tabelle 3.1. H, Hex; N, HexNAc;
griiner Kreis, Man; blaues Quadrat, GIcNAc; blauer Kreis, Glc; rotes Dreieck, Fuc; *, nicht identifizierte
Strukturen; #, Kaliumaddukte.



933.5 :>.—.—.—«
1337.7Hg

! }

1257.7
1419.7
1581.8
1743.9
1906.0
2068.0

Intensitat

1013.5 H,

1175.6 H,
.

1136.6 If*

1702.8 HgN,

i rensnna b

T T T T T T T T T T T
1000 1200 1400 1600 1800 2000

m/z

Abbildung 3.7: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofile von C. elegans Embryonen der Mutante cib-1. Es
wurden jeweils Natriumaddukte [M+Na]" registriert. In den hier exemplarisch gezeigten Spektren sind
nicht alle Signale, die im Text besprochen werden, erkennbar bzw. annotiert. Eine vollstdndige
Auflistung der insgesamt nachgewiesenen Glykane findet sich in Tabelle 3.1. H, Hex; N, HexNAc;
griner Kreis, Man; blaues Quadrat, GIcNACc; blauer Kreis, Glc; *, nicht identifizierte Strukturen.

3.5.4 C. elegans Mutante sud-1

Die Mutante sud-1 (supernumerary cell divisions) zeigt in der Zellproliferation eine
»onkogene“ Ubermé&lige Teilung der meisten embryonalen Zellen. Eine terminale
Differenzierung der Zellen bleibt dagegen in ca. 80% der Falle aus. Auch fehlt bei
dieser Mutante die flr C. elegans spezifische Zellmigration einzelner Zellen wahrend
der Embryogenese (Miller 2007). Die Anzichtung dieser Mutante ist sehr schwierig
und kann nicht in grofReren Ansatzen erfolgen. Die fur die Untersuchung gewonnenen
Eier wurden deshalb einzeln unter dem Mikroskop abgeerntet. Von dieser Mutante lag

nur eine Probe vor. Aufgrund der geringen Probenmenge wurde hier auch auf eine



Proteinbestimmung verzichtet. Alle weiteren Aufarbeitungsschritte wurden wie oben
angegeben durchgefihrt.

Die Massenspektren der sud-1 N-Glykanprobe zeigten sich inhomogen, wobei nur zwei
Signale reproduzierbar N-Glykanen zuordenbar waren (Abbildung 3.8). Dies trifft fir
die paucimannosidische Species HexzsHexNAc, (m/z933,9) und ein Signal bei
m/z917,5 zu, das die Anwesenheit von Glykanen der Zusammensetzung
Hex,HexNAc,Fuc; indiziert. Das restliche Massenspektrum zeigte einige Signale
gleicher Intensitat, oft mit einem Massenabstand von 44 Da. Eine eingehende
Charakterisierung dieser Molekilspezies mittels MALDI-TOF-MS/MS scheiterte

jedoch an zu geringen Signalintensitaten.
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Abbildung 3.8: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofile von C. elegans Embryonen der Mutante sud-1. Es
wurden jeweils Natriumaddukte [M+Na]® registriert. Eine vollstandige Auflistung der insgesamt
nachgewiesenen Glykane findet sich in Tabelle 3.1. H, Hex; N, HexNAc; F, Fuc; griner Kreis, Man;
blaues Quadrat, GIcNAc.



3.5.5 C. elegans Mutante t3091

Fur die Mutante t3091 gibt es derzeit noch keine ausreichenden Informationen
bezlglich des genauen Gendefektes. Bekannt ist lediglich, dass sich die Zellen zu einem
bestimmten Zeitpunkt der Embryonalentwicklung bei ihrer Wanderung durch die
Zellansammlung verirren. Es wird ein Fehler in der Positionsbestimmung der Zellen

vermutet (Hintze 2006). Auch von diesen Embryonen lag nur eine Probe zur Analyse
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Abbildung 3.9: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofile von C. elegans Embryonen der Mutante t3091. Es
wurden jeweils Natriumaddukte [M+Na]" registriert. In den hier exemplarisch gezeigten Spektren sind
nicht alle Signale, die im Text besprochen werden, erkennbar bzw. annotiert. Eine vollstandige
Auflistung der insgesamt nachgewiesenen Glykane findet sich in Tabelle 3.1. H, Hex; N, HexNAc;
griiner Kreis, Man; blaues Quadrat, GIcNAc; blauer Kreis, Glc; *, nicht identifizierte Strukturen.

Das zundchst gewonnene Glykanspektrum wurde stark von Hexose-Oligomeren
(Hexg-Hexi2) mit m/z-Werten von 1013,4, 1175,5, 1337,6, 1499,6, 1661,6, 1823,6 und
1985,6 uberlagert (ohne Abbildung). Erst nach on-target Verdau mit a-Glucosidase
(siehe Kapitel 2.5.2) (Geyer et al. 1999) waren mannosereiche (Hexs.gHexNAc;) und



paucimannosidische  Glykane (Hexs4HexNAc;) deutlich  erkennbar, wobei
HexgHexNAc, und HexsHexNAc, Hauptkomponenten représentierten (Abbildung 3.9).
Zusétzlich lieRen sich reproduzierbar Signale von Glykanen der Zusammensetzung
Hexs.gHexNAc; detektieren, was sich wiederum auf die bereits oben angesprochene
Endo-B-N-Acetylhexosaminidase-Aktivitat im Zytosol von C. elegans zurlckfuhren
lasst. Fucosylierte und methylierte Glykanspecies fehlten ebenso wie Oligosaccharide
vom hybriden und komplexen Typ. Die Prozessierung der N-Glykane ist offensichtlich

auch bei dieser Mutante stark eingeschrankt.

3.6 Semiquantitative Auswertung der erhaltenen N-Glykanprofile

Um die Unterschiede zwischen den N-Glykanprofilen der Embryonen vom Wildtyp und
der Mutanten besser zu verdeutlichen, wurden die jeweiligen Peakflachen quantifiziert.
Dazu wurden ausgehend von finf individuellen MALDI-TOF-MS Spektren einer jeden
N-Glykan-Préparation Mittelwerte gebildet und diese entweder auf die Gesamtflache
aller Peaks des jeweiligen Spektrums (Abbildung 3.10 A) oder auf das betreffende
Signal im Spektrum der Wildtypembryonen bezogen, das als 100% gesetzt wurde
(Abbildung 3.10 B). Die Daten der Mutanten sud-1 und t3091 wurden hier nicht
bertcksichtigt, da in diesen Fallen jeweils nur eine Anziichtung zur Verfligung stand.

Wie Abbildung 3.10 B zeigt, exprimierten alle Mutanten hohere Spiegel an
Hexs.1o0HeXNAC, und geringere Mengen an Hexs.;HexNAc, Glykanen als der Wildtyp.
Die Ubrigen methylierten mannosereichen, paucimannosidischen, hybriden und
komplexen Glykane spiegelten jedoch individuelle Unterschiede zwischen den
einzelnen Mutanten wider. Wéhrend das N-Glykanmuster der glp-1 Mutante dem der
Wildtypembryonen im Hinblick auf fucosylierte und O-methylierte mannosereiche
Glykane sowie paucimannosidische und komplexe Species weitgehend ahnelte, wurde
das lit-1 N-Glykanespektrum von HexgHexNAc, Spezies dominiert und zeigte deutlich
geringere Mengen an modifizierten mannosereichen Strukturen auf. Interessanterweise
waren nur bei dieser Mutante auch geringe Mengen an PC-modifizierten Glykanen
nachweisbar (Abbildung 3.10 A). Im Fall der Mutante t1099 waren wiederum
modifizierte mannosereiche Ketten, jedoch keine komplexen Glykanspezies zu finden,
wéhrend die cib-1 Mutante das am meisten eingeschrankte Glykanspektrum aufwies
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Abbildung 3.10: Quantitative Evaluation der detektierten N-Glykane in C. elegans Embryonen vom
Wildtyp und untersuchten Mutanten. (A) Mittlere relative Peakflachen (%) von flinf verschiedenen
MALDI-TOF-MS Profilen aus verschiedenen N-Glykan Aufarbeitungen. Die Peakflachen der Signale
einer Messung wurden auf 100% normiert. Die einzelnen Spezies wurden nach N-Glykan-Typen sortiert:
High-Mannose Typ, modifizierter High-Mannose Typ, Paucimannose Typ, Hybrid Typ, Komplex Typ.
(B) Zur Verdeutlichung der unterschiedlichen N-Glykanzusammensetzungen der einzelnen Spezies
wurden die Peakfldchen der Wildtyp N-Glykane als Referenz gleich 100% gesetzt. H, Hex; N, HexNAc;
F, Fuc; Me, Methylgruppe; PC, Phosphorylcholin. (Geyer et al. 2012)



und neben unmodifizierten mannosereichen Glykanen nur noch HexsHexNAc, und
Spuren an HexsHexNAc; Ketten exprimierte. Mutanten, die in einem sehr frihen
Stadium der Embryogenese arretiert sind, scheinen somit auch im Hinblick auf die
Prozessierung ihrer N-Glykane in starkerem MaRe blockiert zu sein als diejenigen, bei
denen die Embryogenese weiter voranschreitet. Dies deckt sich auch mit den in dieser
Auswertung nicht aufgenommenen Daten zu den Mutanten t3091 und sud-1.

3.7  Strukturelle Verifizierung ausgewahlter N-Glykane

Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, wurde das N-Glykom vom C. elegans Wildtyp sowohl
von ausgewachsenen Wuirmern als auch einzelnen Larvenstadien bereits vielfach
analysiert und die durch Massenspektrometrie ermittelten Molekilmassen der Glykane
mit entsprechenden Oligosaccharidstrukturen korreliert (Paschinger et al. 2008). Aus
diesem Grund konnte in dieser Arbeit auf eine detaillierte Strukturaufklarung der
betreffenden Zuckerketten verzichtet werden. Deshalb wurden hier exemplarisch nur
ausgewahlte Glykane mittels MALDI-TOF-MS/MS Technik und chemischer
Umsetzung néher charakterisiert.

3.7.1 MALDI-TOF-MS/MS Analysen

Um zusétzliche Strukturinformationen mittels Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)
zu gewinnen, wurden Pseudomolekilionen ausreichender Intensitat selektiert und
zusammen mit gleichzeitig durch Laser-Anregung gebildeten Fragmentionen in der
LIFT-Zelle des MALDI-TOF-MS Geréts (2.6) nachbeschleunigt und danach detektiert.
Die Analyse der registrierten Fragmentionen erlaubte dann Rickschlisse auf die
Struktur des jeweiligen Oligosaccharides. So lieferte das MS/MS-Spektrum der
Glykane mit m/z 1906 der Mutante t1099 (Abbildung 3.11 A) Fragmentionen mit
Abstédnden von 203,1 bzw. 162,1 Masseneinheiten, die jeweils dem Verlust eines N-
Acetylglucosamin- bzw. eines Hexose-Rests zugeordnet werden konnten. Der

Massenabstand von m/z 221 ergab sich bei Abspaltung von N-Acetylglucosamin + H,O
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Abbildung 3.11: Beispielhafte MALDI-TOF-MS/MS Spektren des Molekilions m/z 1906,2 von
Embryonen der Mutante t1099 (A) und des Molekilions m/z 1079,5 von Embryonen des Wildtyps
(B). Die Fragmentierungsionen wurden als Natriumaddukte [M+Na]" registriert und gemaR der
Nomenklatur nach Domon und Costello annotiert (Domon und Costello 1988). Beispiele fir
entsprechende Fragmente sind schematisch im Inset abgebildet. H, Hex; N, HexNAc; F, Fuc; H,0,
Wasser; griner Kreis, Man; blaues Quadrat, GIcNAC; rotes Dreieck, Fuc; *, nicht identifiziert.



(m/z 203,1 + m/z 18). Die Nebensignale zwischen den annotierten Signalen lie3en sich
auf Zuckerfragmente und/oder Verunreinigungen zurtickfihren. Das erhaltenen
MS/MS-Spektrum bestatigte somit die Annahme, dass es sich bei diesem Signal um ein
Glykan der Zusammensetzung HexgHexNAc, handelte. Gleichermalen verhielt es sich
mit dem Fragmentspektrum der Glykanspecies mit Masse m/z 1079 vom C. elegans
Wildtyp, die dem N-Glykan HexsHexNAc,Fuc; entsprach (Abbildung 3.11 B). Als
Einzelbausteine konnte hier zusatzlich Fucose als Desoxyhexose anhand eines

Masseninkrements von 146,1 Da identifiziert werden.

3.7.2 Behandlung der Glykane mit Flussiure

Eine weitere Mdglichkeit, einzelne Bestandteile von Glykanen einer bestimmten Masse
mittels MALDI-TOF-MS aufzuklaren, ist die Behandlung mit HF (2.5.1). Hierbei
kommt es zu einer chemischen Abspaltung von (al-3)-gebundener Fucose und
Phosphorylcholin (PC)-Substituenten. Mehrfach fucosylierte Strukturen sind nach
HF-Behandlung ebenfalls nicht mehr nachweisbar. Lediglich (a1-6)-gebundene Fucose-
Reste am inneren N-Acetylglucosamin sind Publikationen zufolge gegeniber HF
resistent (Haslam et al. 2000; Poltl et al. 2007). Analog werden auch O-methylierte
Fucose-Reste auf diese Weise abgespalten (Haslam und Dell 2003). Die Vorteile der
HF-Behandlung sind vor allem darin zu sehen, dass die restlichen Glykane
(weitgehend) intakt bleiben und bei on-target Durchfiihrung nur geringe
Substanzmengen benétigt werden.

Abbildung 3.12 zeigt den Vergleich zweier Massenspektren von C. elegans
Wildtypembryonen (auf Agar angeziichtet) vor und nach HF-Behandlung. Nach der
chemischen Abspaltung fehlten im Spektrum diejenigen Signale, die zuvor den
fucosylierten Glykanen Hex,gHexNAC,.4Fucy..Meg, zugeordnet worden waren.
Andererseits waren nach Hydrolyse die Signale der Glykane mit m/z 1136,3
(HexsHexNAcs), m/z 1339,5 (HexsHexNAc,;), m/z1501,5 (HexsHexNAc,;) und
m/z 1542,6 (HexsHexNAcs) deutlich intensiver. Letzteres Oligosaccharid war im
Ausgangsspektrum nicht oder nur in einem Konglomerat von Signalen nachweisbar.
Die Intensitatszunahme dieser Signale beruhte offenbar auf der Abspaltung von Fucose-

und/oder PC-Resten, was wiederum Ruickschlisse auf die Ausgangsstrukturen erlaubte.
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Abbildung 3.12: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofil von C. elegans Embryonen des Wildtyps vor (A)
und nach Behandlung mit Flussséure (B). Rot hervorgehoben sind nach HF Behandlung nicht mehr
nachweisbare N-Glykane mit Fucosen oder Phosphorylcholinrest. Es wurden jeweils Natriumaddukte
[M+Na]" registriert. Eine vollstandige Auflistung der insgesamt nachgewiesenen Glykane findet sich
in Tabelle 3.1. H, Hex; N, HexNAc; F, Fuc; Me, Methylgruppe; PC, Phosphorylcholin.

Im Fall von HexsHexNAcs galt dies insbesondere fir die Glykane HexsHexNAcsFuc
(m/z 1688,6), HexzsHexNAcsPC (m/z 1707,6) und HexzHexNAcsFucPC (m/z 1853,7),
die nach HF-Behandlung nicht mehr detektierbar waren. Andere einfach fucosylierte
N-Glykane, deren Signale im Ausgangsspektrum sehr ausgepréagt waren, waren
ebenfalls nicht mehr nachweisbar wie z.B. HexsHexNAc,Fuc (m/z1079,4),
HexsHexNAc,Fuc (m/z 1241,4) und HexsHexNAcsFuc (m/z 1282,4). Bezuglich
methylierter Fucose-Reste war eine Aussage Uber deren Abspaltung zum Teil nur
schwer zu treffen, da die entsprechenden Massensignale selbst bei Wildtypembryonen
nur mit geringer Intensitat vorkamen. Am Beispiel des Doppelpeaks bei m/z 1561,6 und
m/z 1563,6, der die Species HexsHexNAcFucsMe, und HexsHexNAc,Fuc,Me
reprasentierte, konnte jedoch eine Abspaltung dieser Methylzucker reproduzierbar
bestatigt ~ werden. Generell  waren  Glykane  der  Zusammensetzung
Hex,.sHexNAC,-4Fuc;,Meg., nach HF-Behandlung nicht mehr nachweisbar. Lediglich

flr die beiden Hex;HexNAc,Fuc;Me;., Spezies mit Molekilmassen von m/z 1255,5 und



m/z 1417,5 liell sich dies nicht eindeutig klaren, da sie sich in unmittelbarer
Nachbarschaft (A 2 Da) intensive Signale mannosereicher Glykane befanden
(Abbildung 3.12).

Ahnlich verhielt es sich im Fall der mit Phosphorylcholin modifizierten Glykane
Hex,.sHexNAc,sFucy,PC, die nach HF-Behandlung nicht mehr nachweisbar waren,
was die Abspaltung von Phosphorylcholin indizierte. Besonders deutlich wurde dies bei
Signalen groRerer Intensitaten, wie denen von Hex,HexNAc,PC (m/z 936,4) und
HexsHexNAc4Fuc,Me;PC (m/z 1969,7) (Abbildung 3.12).

3.7.3 Verdau von Glucose-Oligomeren mit a-Glucosidase

In einigen Proben waren im MALDI-TOF-MS Spektrum neben N-Glykanen auch
Hexose-Oligomere (m/z 1013,4, m/z 1175,5, m/z 1337,6, m/z 1499,6, m/z 1661,6 und
m/z 1823,6) nachweisbar. Durch on-target Verdau mit a-Glucosidase (siehe Kapitel
2.5.2) konnten letztere weitgehend eliminiert werden, was die Vermutung bestétigte,
dass es sich hierbei, zumindest zum Teil, um a-glykosidisch verknilpfte Glucose-
Oligomere handelte (Abbildung 3.13). Die nach dem Verdau verbleibenden Peaks der
genannten Massen kdnnen durch einen nicht ganz vollstandigen Verdau erklart werden.
Der Verdau mit a-Glucosidase fuhrte auch zum Verschwinden des Signals von
Hex;oHexNAC,, da dieses Oligosaccharid einen terminalen, a-glykosidisch gebundenen
Glucose-Rest aufweist. Das Produkt fur diesen Verdau ist HexgHexNAc, (m/z 1906,2)
(Abbildung 3.13 B).

Eine weitere Verifizierung dieser Hexose-Oligomere erfolgte mittels MALDI-TOF-
MS/MS (ohne Abbildung).
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Abbildung 3.13: MALDI-TOF-MS N-Glykanprofil von C. elegans Embryonen des Wildtyps vor (A)
und nach (B) on-target Verdau mit a-Glucosidase. Rot hervorgehoben sind nach on-target Verdau
mit a-Glucosidase nicht mehr nachweisbare Glykane. Es wurden jeweils Natriumaddukte [M+Na]*
registriert. Eine vollstdndige Auflistung der insgesamt nachgewiesenen Glykane findet sich in
Tabelle 3.1. H, Hex; N, HexNAc; griner Kreis, Man; blaues Quadrat, GIcCNAc; blauer Kreis, Glc;
rotes Dreieck, Fuc; *, nicht identifiziert.




Tabelle 3.1: Monosaccharid-Zusammensetzungen der N-Glykane von C. elegans mixed-stage Wirmern,

Embryonen und Mutanten nach enzymatischer Freisetzung. Es sind jeweils die monoisotopischen

Pseudomolekiilmassen [M+Na]® aufgefihrt. H, Hexose; N, N-Acetylhexosamin; F, Fucose; Me,

O-Methylgruppe; PC, Phosphorylcholin. Paucimannosidische und mannosereiche Hexs gHexNAC,

Glykane sind kursiv und durch Fettdruck hervorgehoben. Die jeweiligen Glykanprofile wurden wie folgt

semiquantitativ ausgewertet: (+), <1% der Gesamtflache aller Signale; +, 1-10%; ++, >10%; +++,

Hauptkomponente.

m/z

[M+Na]”

Zusammen-
setzung

Wildtyp
Wiirmer®

Wildtyp
Embryos®

Wildtyp
Embryos®

Mutanten Embryonen”

gp1 | i1 | t1000 | cib | sua1 | 13001

892.4

917.3

931.3

933.4

936.3
1054.4
1063.4
1077.3
1079.5
1093.4
1095.5
1136.5
1216.4
1225.6
1239.6
1241.6
1255.6
1257.6
1282.6
1298.5
1301.5
1339.6
1371.7
1378.5
1385.7
1387.7
1401.6
1403.6
1415.5
1417.6
1419.6
1445.5
1460.6
1463.6
1485.3
1501.6
1504.6

H4N1
H2N2F1
H2N2F1Me
H3N2
H2N2PC
H5N1
H2N2F2
H2N2F2Me
H3N2F1
H3N2F1Me
H4N2
H3N3
H6N1
H3N2F2
H3N2F2Me
H4AN2F1
H4N2F1Me
H5N2
H3N3F1
H4N3
H3N3PC
H3N4
H3N2F3
H7N1
H3N2F3Me
H4AN2F2
H4N2F2Me
H5N2F1
H4N2F2Me2
H5N2F1Me
H6N2
H4AN3F1
H5N3
H4AN3PC
H3N4F1
H4N4
H3N4PC

4L

+++ ++ ++ ++ + ++

() *)

++ + ++ ++ +
)
+)

)

*+) +

*)

)




m/z

[M+Na]”

Zusammen-
setzung

Wildtyp
Wirmer

Wildtyp
Embryos®

Wildtyp
Embryos®

Mutanten Embryonen”

glp-1 | lit-1 |t-1099 | cib | sud-1 | t3091

1533.7
1540.5
1542.6
1547.4
1549.8
1561.5
1563.6
1579.5
1581.7
1606.6
1607.5
1625.6
1647.6
1650.5
1663.5
1688.6
1693.7
1702.6
1707.7

1709.3
1723.6
1725.6
1741.6
1743.7
1769.3
1807.6
1853.7
1855.6
1868.6
1903.4
1905.6
1969.7
2067.5

H4AN2F3
H8N1

H3N5
H4N2F3Me
H5N2F2
H4N2F3Me2
H5N2F2Me
H6N2F1Me
H7N2
H5N3F1
H6N2F1Me3
H5N3PC
H4N4F1
H3N4F1PC
H5N4
H3NS5SF1
H4N2F4Me
HON1

H3N5PC /
H4N2F4Me

H5N2F3Me
H5N2F3Me2
H6N2F2Me
H7N2F1Me
H8N2
H4AN3F2MePC
H4N4F2Me
H3N5F1PC
H5N2F4Me
H4ANS5PC
H8N2F1Me
HIN2
H5N4F2Me
H10N2

+

*)

*)

*)
()

++

(*)

*)

*)

()

+++

(&)

*)

*)

++

()

+++

*)

+++

Zeichenerklarung:

#Anzucht auf Agarplatte

bAnzij(:htung in Flussigkultur

°Nach HF-Behandlung nicht mehr nachweisbar

Nur nach Hydrazinolyse nachweisbar

°Nur nach HF-Behandlung nachweisbar




Tabelle 3.2: Strukturelle Klassifizierung der nachgewiesenen N-Glykane von C. elegans mixed-stage

Wirmern,

Embryonen und Mutanten.

Bezeichnung der

Auswertung der Oligosaccharid-Muster wie in Tabelle 3.1.

Monosaccharide und semiquantitative

m/z

[M+Na]”

Zusammen-
setzung

Wildtyp
Wiirmer®

Wildtyp
Embryos®

Wildtyp
Embryos®

gp1 | i1

Mutanten Embryonen”

| 1009 | cib

| sud1 | t3091

Freie Oligosaccharide

892.4
1054.4
1216.4
1378.5
1540.5
1702.6

H4N1
H5N1
H6N1
H7N1
H8N1
HON1

Mannosereiche Glykane

933.4
1095.5
1257.6
1419.6
1581.7
1743.7
1905.6
2067.5

H3N2
H4N2
H5N2
H6N2
H7N2
H8N2
HIN2
H10N2

+ + + + +

Paucimannosidische Glykane

917.3

931.3

936.3
1063.4
1077.3
1079.5
1093.4
1225.6
1239.6
1241.6
1255.6
1371.7
1385.7
1387.7
1401.6
1415.5
1533.7
1547.4
1561.5
1693.7
1707.7

H2N2F1
H2N2F1Me
H2N2PC
H2N2F2
H2N2F2Me
H3N2F1
H3N2F1Me
H3N2F2
H3N2F2Me
H4N2F1
H4N2F1Me
H3N2F3
H3N2F3Me
H4AN2F2
H4N2F2Me
H4N2F2Me2
HAN2F3
H4AN2F3Me
H4AN2F3Me2
H4N2F4Me

H3N5PC /
H4N2F4Me

+ 4+ + + + o+ o+ o+ o+ + o+

Modifizierte mannosereiche Glykane

1403.6
1417.6
1549.8
1563.6
1579.5
1607.5
1709.3
1723.6
1725.6
1741.6
1855.6
1903.4

H5N2F1
H5N2F1Me
H5N2F2
H5N2F2Me
H6N2F1Me
H6N2F1Me3
H5N2F3Me
H5N2F3Me2
H6N2F2Me
H7N2F1Me
H5N2F4Me
H8N2F1Me

b

+

+ o+ o+ +

+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+

[

+)°

c

[

(+)°

+ + + + + + + +

*)
*)

+++ ++

+
+ + + + +

++ +++

()

*)

(+)

*)
(+)

i ()

) )
++ ++

++ ++

++ +
+++ +++

)

)

)

)




m/z

[M+Na]”

Zusammen-
setzung

Mixed st.
Wirmer

Wildtyp
Embryos®

Wildtyp
Embryos®

Mutanten Embryonen

gip1 | fit1 | t1009 | cib | sud1 | t3091

Hybride Glykane

1298.5
1445.5
1460.6
1463.6
1501.6
1606.6
1625.6
1647.6
1663.5
1769.3
1807.6
1868.6
1969.7

Glykane vom komplexen Typ

1136.5
1282.6
1301.5
1339.6
1485.3
1504.6
1542.6
1650.5
1688.6
1707.7

1853.7

H4N3
H4N3F1
H5N3
H4N3PC
H4N4
H5N3F1
H5N3PC
H4N4F1
H5N4
H4N3F2MePC
H4N4F2Me
HANSPC
H5N4F2Me

H3N3
H3N3F1
H3N3PC
H3N4
H3N4F1
H3N4PC
H3NS5
H3N4F1PC
H3NS5F1
H3N5PC /
H4N2F4Me

H3N5F1PC

+ +

4L
o

4L

4L
o

*)"

*)

)

(+)

+)

+)

Zeichenerklarung:

#Anzucht auf Agarplatte

®Anziichtung in Fliissigkultur

°Nach HF-Behandlung nicht mehr nachweisbar

Nur nach Hydrazinolyse nachweisbar

°Nur nach HF-Behandlung nachweisbar




4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, neue Erkenntnisse tber das N-Glykosylierungsprofil von
C. elegans in embryonalen Entwicklungsstadien zu gewinnen. Die Entwicklung dieses
Nematoden ist vom Einzellstadium bis zur schlipfenden Larve in allen Zelllinien
bekannt und wird dartiber hinaus als invariant beschrieben. Ein besonderer Schwerpunkt
der vorliegenden Arbeit lag deshalb auf der Untersuchung von speziellen Mutanten,
deren Entwicklung in verschiedenen Stadien arretiert (cib-1 und t1099) bzw. durch das
Fehlen bestimmter Zelllinien charakterisiert ist (glp-1 und lit-1), eine onkogene
Zellteilung zeigt (sud-1) oder eine abnorme Zellwanderung aufweist (t3091). Damit
fehlen Embryonen dieser Mutanten bestimmte Organsysteme oder Gewebearten,
wéhrend in anderen die Zellteilung oder Zellwanderung direkt gestort ist. Die Frage,
inwieweit durch Charakterisierung der N-Glykane eine mogliche Rolle dieser
Kohlenhydrate wahrend der Embryogenese und insbesondere im Hinblick auf Zell/Zell-
Interaktionen wahrend der Zellwanderungen durch den Embryo aufgezeigt werden
kann, war Gegenstand dieser Untersuchung, da Glykosylierungsdefekte in anderen
biologischen Systemen bereits mehrfach als Ursache fir die Entstehung von

Krankheiten beschrieben wurden (siehe Kapitel 1.1).

4.1 Methodische Aspekte

Die Kohlenhydratanalytik bietet ein breites Spektrum an Methoden zu Freisetzung und
Detektion von N-Glykanen. Da fiir dieses Projekt jeweils nur wenig Probenmaterial zur
Verfugung stand, mussten die einzelnen Arbeitsschritte zur Gewinnung und Reinigung
der N-Glykane optimiert werden. Dabei sollten mdglichst wenige Arbeitsschritte
Anwendung finden, weil bei jedem Zwischenschritt wertvolles Material verloren ging.
Zur Abspaltung der N-Glykane vom Peptidriickgrat wurden deshalb zunéchst zwei
verschiedene Methoden gegenibergestellt: Die enzymatische Freisetzung mittels
PNGase A und PNGase F und die chemische Abspaltung durch Hydrazinolyse. Bei
letzterem Verfahren ist danach jedoch eine Re-N-Acetylierung der Zucker notwendig,
die zusammen mit der Hydrazinolyse selbst zur Bildung von Artefakten fuhrte (siehe



Kapitel 3.2 und Abbildung 3.1). Somit stellte diese Methode keine Alternative zur
enzymatischen Freisetzung der Zuckerketten dar.

Als noch problematischer stellte sich die Aufreinigung der Oligosaccharide durch
Festphasenextraktion heraus. Wie in Kapitel 3.1 ausgefihrt, banden die Glykane nur
relativ schwach an das PGC-Festphasenmaterial, so dass sich unterschiedlich groRe
Anteile auch in der Waschfraktion wiederfanden. Die letztlich fir die Aufreinigung der
Proben verwendeten RP- und PGC-Kartuschen lieferten gegenuiber anderen getesteten
Festphasenextraktionsmaterialien zwar den hochsten Anteil an Glykanen in der
Endprobe, dennoch war auch hier ein vergleichsweise hoher Verlust an
Oligosacchariden zu verzeichnen. Derzeit gibt es noch keine Aufreinigungsprotokolle,
die selektiv auf Zucker abgestimmt sind. Diese wdéren fir die hier bearbeitete
Fragestellung ohne Zweifel sehr hilfreich gewesen.

Daruber hinaus wiesen die Massenspektren einiger Proben mehrere Signale auf, die sich
jeweils um das Masseninkrement einer Hexose unterschieden (Hexs.;1) und durch
Verdau mit a-Glucosidase, zumindest zum Teil, degradiert werden konnten. Nach
Verdau dieser Hexose-Oligomere wurden MALDI-TOF-MS Spektren erhalten, die zum
Teil eine groRere Signalheterogenitdt aufwiesen als die Ausgangsspektren.
Maoglicherweise beeinflussen diese Hexose-Oligomere die lonisation insbesondere
langkettiger N-Glykane und damit deren massenspektrometrischen Nachweis (siehe
Abbildung 3.13).

4.2 N-Glykanprofil von C.elegans Wildtyp im Vergleich zu
Embryonen bei Verwendung verschiedener Kultivierungsbedingungen

Der N2-Wildtyp von C. elegans ist als einfach zu propagierender Modellorganismus
etabliert. Sein N-Glykom ist hinreichend und als stadienspezifisch beschrieben
(Altmann et al. 2001; Cipollo et al. 2002; Natsuka et al. 2002; Haslam und Dell 2003;
Schachter 2004; Cipollo et al. 2005; Hanneman et al. 2006; Schachter 2007; Paschinger
et al. 2008; Schachter 2009). Generell zeigt es eine hohere Prozessierung der Glykane
mit zunehmender Entwicklung von der Larve 1 (L1) bis zum adulten Wurm. Die

publizierten Strukturen konnten in den hier beschriebenen Experimenten an einer



mixed-stage N2-Probe, die alle Stadien von L1 bis zum Wurm enthielt, weitgehend
nachvollzogen werden.

Die massenspektrometrische Analyse der N-Glykanprofile von Embryonen des
Wildtyps zeigte ebenfalls die fur Larven und Wurm beschriebenen fucosylierten und
partiell O-methylierten Glykane der Zusammensetzung Hex,.sHexNAC,.sFucy.3sMep.s.
Daneben wurden auch Phosphorylcholin  (PC)-modifizierte  Oligosaccharide
nachgewiesen (Hex,sHexNAC,.sFucy..Mep.1PC). Hauptkomponenten reprasentierten
Strukturen vom mannosereichen Typ mit einer Préferenz der fir die weitere
Prozessierung wichtigen Kernstruktur HexsHexNAc,, wahrend Glykane mit steigender
Anzahl an Hexosen (Hexs.10HexNAC,) mit geringerer Intensitat detektiert wurden. Im
Biosyntheseschema (Abb 4.1 A) wird deutlich, dass in Embryonen vom Wildtyp bereits
alle wesentlichen Glykosylierungsschritte durchgefiihrt werden. Es mussen also im Ei
bereits alle erforderlichen Prozessierungsenzyme vorhanden sein. Im Vergleich zum
Glykosylierungsmuster von mixed-stage Wirmern, die keine so deutliche Préferenz
unmodifizierter, mannosereicher Strukturtypen zeigten, wird deutlich, dass sich die
Prozessierung der Glykane in Embryonen jedoch noch in einem Frihstadium befindet.
Allerdings beschreiben bisherige Publikationen auch fir den adulten Wurm vielfach
eine Dominanz mannosereicher Glykane (Altmann et al. 2001; Haslam und Dell 2003;
Cipollo et al. 2004a; Hanneman et al. 2006). Generell ist zu bedenken, dass die
untersuchten ~ Proben von  C.elegans Embryonen alle  Stadien  der
Embryonalentwicklung beinhalteten. Maoglicherweise sind bei einem entstehenden
Organismus mit hoher Zellteilungsrate und gesteigertem Stoffwechselumsatz
Glykosylierungsvorstufen in gréfReren Mengen zu erwarten als bei den verwendeten
mixed-stage Wirmern, die nur wenige Larven mit hoher Stoffwechselrate und deshalb
uberwiegend hoherprozessierte Glykane aufwiesen.

In zweiter Instanz fallen als Zwischenprodukte der Glykanprozessierung hybride und
komplexe Strukturen (Hexs.sHexNACs.5) sowie partiell modifizierte
paucimannosidische Glykane (Hexs4HexNAc,) auf (Abbildung 4.1 A). Insbesondere
Signale fir HexsHexNAc,, HexsHexNAc; und HexsHexNAc, zeigten hier hohere
Intensitdten, was wiederum auf eine erhohte Stoffwechselrate wahrend der
Embryonalentwicklung hindeuten konnte.

Neben den beschriebenen Oligosacchariden wurden in den Embryonen auch N-Glykane
mit nur einem N-Acetylglucosamin-Rest (Hexs.7HexNAc;) gefunden, wahrend in

mixed-stage Wirmern nur HexsHexNAc; nachweisbar war. Diese, durch den reguléren
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Abbildung 4.1: Schematischer Biosyntheseweg von N-Glykanen in C. elegans Wildtyp Embryonen aus
Agar-Platten Kultur (A). Aufgrund der detektierten Strukturen angenommene Synthesewege in Wildtyp
Embryonen aus einer Flissigmedium-Kultur (B) und den Mutanten glp-1 (C), lit-1 (D), t1099 (E) und
cib-1 (F). Rosa und griin unterlegt, mannosereichen Glykane und paucimannosidischen Glykane; blau
hinterlegt, Glykane vom Hybrid-Typ; orange hinterlegt, Komplex-Typ N-Glykane. Glykan-Spezies,
deren MS-Signale im Vergleich zu Wildtyp Embryonen aus Flussigkultur weniger als 50% betrugen,
sind in der entsprechenden Farbe schattiert dargestellt und solche, die nicht nachweisbar waren, sind grau
markiert. Vergleiche Tabelle 3.2. (Schachter 2007; Geyer et al. 2012). F, Fuc; Me, O-Methyl; Glc,
Glucose; Man, Mannose; GN, HexNAc; FT, Fucosyltransferase; GnT | und Il, N-Acetylglucosamin-
Transferase | und Il; Gnase, S-N-Acetylhexosaminidase; Mase , GnT | unabhédngige o-Mannosidase;
Mase I, a-Mannosidase 11; MeT, Methyltransferase; PCT, Phosphorylcholintransferase.

Prozessierungsweg nicht zu erklarenden Molekile weisen ebenfalls auf eine hohe
Stoffwechselrate hin. Sie konnen im Fall von Glykoproteinen durch eine Endo-$-N-
Acetylhexosaminidase-Aktivitat gebildet werden, die im Zytosol von C. elegans bereits
nachgewiesen wurde (Kato et al. 2007). Insbesondere bei aktiver Stoffwechsellage mit

einer hohen Produktion an Glykoproteinen fallen auch fehlerhaft produzierte oder falsch



gefaltete Glykoproteine an, die dann durch enzymatischen Abbau wieder eliminiert
werden mussen. Diese Abfallprodukte des Stoffwechsels werden noch vor der
Uberfihrung in den Golgi-Apparat aktiv aus dem Endoplasmatischen Retikulum
entfernt. Freisetzung und Abbau der freien Oligosacchariden kann dann sowohl im
Endoplasmatischen Retikulum als auch im Zytosol stattfinden (Cacan und Verbert
2000; Chantret und Moore 2008). Im Fall von C. elegans wurde berichtet, dass 94% der
freien Oligosaccharide im Zytosol aus Glykanen mit nur einem N-Acetylglucosamin-
Rest bestehen (Kato et al. 2007). Versuche mit S. cerevisiae zeigten weiterhin die
vermehrte Bildung derartiger freier Oligosaccharide bei einem forcierten Wachstum der
Zellen (Chantret et al. 2011). Die Frage, ob auch die Glykane der Zusammensetzung
Hex,HexNAc,Fucy:Meo.1PCo.1  (Siehe Tabelle 3.1) auf diese Endo-p-N-Acetyl-
hexosaminidase-Aktivitat zurlickzufiihren sind, kann derzeit nicht beantwortet werden.
Aus Ubersichtgrinden wurden sie hier dem paucimannosidischen Strukturtyp
zugerechnet (Tabelle 3.2). Insgesamt ist zu vermuten, dass die Dominanz
mannosereicher und hybrider Strukturen sowie die gesteigerte Prasenz freier
Oligosaccharide bei C.elegans Embryonen moglicherweise auf die hohe
Stoffwechselrate des in der Entstehung befindlichen Organismus zurlickzufiihren ist.
Interessanterweise  konnten parallel auch deutliche Unterschiede in den
N-Glykanprofilen von C. elegans Embryonen aus Flussigkultur im Vergleich zur
Anzichtung auf Agar-Platten festgestellt werden. Zum einen konnten insgesamt
deutlich weniger komplexe Glykane, zum anderen auch nur wenige fucosylierte und
methylierte Zuckerketten nachgewiesen werden. Modifizierte mannosereiche Glykane
(Hexs.gHexNAc,Fuc;Me;) waren zwar in kleinen Signalen nachweisbar, aufgrund des
geringen Massenunterschieds von 2 Da jedoch nicht immer sicher von den benachbarten
hohen Signalen der unmodifizierten mannosereichen Spezies abzugrenzen. Lediglich
zwei fucosylierte Oligosaccharide (HexsHexNAc,sFuc;) und einige hybride bzw.
komplexe  Strukturen  (HexssHexNAcs.4)  indizierten  eine  beginnende
Glykanprozessierung.

Insgesamt stellt sich die Frage, warum die Glykane bei Anzucht von C. elegans in
Flissigmedium weniger prozessiert werden. Untersuchungen von N. Memar und
R. Schnabel liefern hier moglicherweise Hinweise auf eine Erkladrung. Die
Bewegungsfahigkeit von C. elegans auf Agar-Platten durch ,,krabbeln® héngt in erster
Linie von der Glykosylierung der hypodermalen Falz-Zellen (seam cells) ab

(R. Schnabel unpubliziert). Eine ausreichende Erndhrung ist demnach auf Agar-Platten



nur fir ,,gute Krabbler gewahrleistet. Fir einen in Flissigmedium schwimmenden
Wurm mit ubiquitdrem Nahrungsangebot ist die Glykosylierung der seam cells,
zumindest im frihen Larvenstadium, weniger essentiell. Dies wiirde voraussetzen, dass
C. elegans Embryonen bereits im Ei Kenntnis ihrer Umgebung und der notwendigen
Voraussetzungen zum Uberleben haben. Die zumindest theoretische Mdoglichkeit, dass
nach Anzucht der Embryonen in Flussigmedium Begleitsubstanzen mit angereichert
werden, die dann die lonisierungseffizienz einzelner Glykane bei der
Massenspektrometrie beeintrachtigen koénnten, ist jedoch ebenfalls in Betracht zu

ziehen.

4.3  Vergleich der N-Glykanprofile der Mutanten

Neben der erstmaligen Erstellung von N-Glykanprofilen von C. elegans Embryonen
bestand der zweite Teil dieser Arbeit in der Analyse der N-Glykane von ausgewahlten
Mutanten. Wie bereits in den Kapiteln 3.4 und 4.2 beschrieben, waren bei in
Flussigkultur gezichteten C.elegans Embryonen deutlich weniger N-Glykane
nachweisbar als bei den auf Agar-Platten angeziichteten Eiern. Leider konnten die uns
uberlassenen Mutanten aus technischen Griinden nur in Flussigkultur gezogen werden,
wodurch sich der Nachweis der jeweiligen Glykane schwieriger gestaltete.

Die grundlegende Idee, die zur Analyse der N-Glykane von Mutanten fuhrte, war, dass
die einzelnen Blastomere moglicherweise spezifische Glykanprofile aufweisen und so
den Zellen durch Erkennen der Oberflachenglykane ihrer Nachbarzellen eine
Orientierung wahrend der Wanderung durch den Embryo ermdglichen konnten. Wie in
Kapitel 3.5 ausgefuhrt, fehlen den Mutanten glp-1 und lit-1 ganze Zelllinien, teilweise
mutieren einzelne Zellschicksale dabei zu dem ihrer Nachbarzellen. Dies konnte
bedeuten, dass die Zellen ihre Nachbarzelle erkennen und sich aufgrund dieser
Information weiterentwickeln. Die Mutanten cib-1 und t1099 arretieren im 50-100
Zellstadium, wohingegen die sud-1 Mutante das Gegenteil, ndmlich eine onkogene
Zellteilung, zeigt. In der untersuchten t3091 Mutante sind die Zellen nicht mehr zu der
sonst zu beobachtenden invarianten Zellwanderung im Embryo befdhigt. Insgesamt
wurden damit Mutanten ausgewahlt, die sich in ihren spateren Schicksalen bezlglich
der Zell/Zell-Interaktion deutlich unterscheiden. Die Ausgangshypothese, dass



unterschiedliche Zelllinien unterschiedlichen Glykanprofile aufweisen, sollte sich damit
verifizieren oder falsifizieren lassen. Auf die Mutante sud-1 wird in der folgenden
Diskussion der Ergebnisse gesondert eingegangen, da sie ein zu den anderen Mutanten
abweichendes Glykanmuster zeigte.

Allen anderen Mutanten war gemein, dass hier mannosereiche Glykane dominierten.
Dies ist insofern nicht verwunderlich, als in einem entstehenden Organismus mit hoher
Zellteilungsrate der Stoffwechsel besonders aktiv ist. Da fir die Tochterzellen auch
viele Glykoproteine benétigt werden, ist die Vorlduferzelle mdglicherweise nicht mehr
in der Lage, die synthetisierten N-Glykane ausreichend zu prozessieren. Hierflr spricht,
dass auch hybride und komplexe Oligosaccharide nur in untergeordnetem Male
anfielen. Dennoch zeigten die verschiedenen Mutanten sowohl untereinander als auch
im Vergleich zu den N2-Wildtyp Embryonen Unterschiede auf, die insbesondere bei
einzelnen mannosereichen und paucimannosidischen Strukturtypen zutage traten.

So zeigten alle Mutanten deutlich hohere Signalintensitaten bei Hexg.gHexNAc, Species
im Vergleich zu Embryonen des Wildtyps, in welchen weiter prozessierte Glykane
(Hexs.7HexNAc,) vorherrschten (siehe Abbildung 3.2 und 3.4 - 3.9). Somit ist zu
vermuten, dass die Mutanten in ihrem Golgi-Apparat Uber eine niedrigere
a-Mannosidase 1-Aktivitat (Mase) verfugen als die Embryonen des Wildtyps, wahrend
die Bildung der lipid-gebundenen Oligosaccharidvorlaufer offenbar normal ablauft
(Abbildung 1.5). Weiterhin sind in den Mutanten glp-1, lit-1, cib-1 und t1099
Aktivitdten der N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnT I) und einer B-N-Acetyl-
hexosaminidase (Gnase) vorhanden, da in allen Proben, allerdings in unterschiedlichem
Ausmal, HexsHexNAcs (m/z 1136) und weitere hybride Glykane gebildet werden
(siehe Abbildungen 3.4 - 3.7). Die Mutante t3091 bildet diese Zuckerstrukturen nicht
(siehe dazu und beziglich des folgenden Textes Tabelle 3.1 und Abbildung 3.9). Fir
das Vorhandensein einer oder mehrerer Fucosyltransferase (FT)-Aktivitdten in den
Mutanten glp-1, lit-1 und t1099 spricht der Nachweis fucosylierter mannosereicher
Zuckerketten sowie die Struktur HexsHexNAc,Fuc; (m/z 1079), welche weder in t3091
noch in cib-1 detektierbar war.

Methylierte Kohlenhydrate konnten in den Mutantenproben von glp-1, lit-1 und t1099
nur in geringen Mengen nachgewiesen werden. Hier sind insbesondere entsprechend
modifizierte mannosereiche Species (Hex;.gHexNAc,FuciMe; mit m/z 1741,6 und
m/z 1903,4) zu nennen. PC-substituierte Glykane (HexsHexNAcs4PC) wurden dagegen

nur bei Mutante lit-1 gefunden.



Die gezeigten Strukturunterschiede spiegeln offensichtlich die in den einzelnen
Mutanten in unterschiedlichem AusmalR exprimierten Enzymaktivitdten wider
(Abbildung 4.1 C-F). Mdglicherweise werden die jeweiligen Enzyme in diesen
Mutanten (noch) nicht oder fehlerhaft produziert. Denkbar wéare auch, dass die
betreffenden Kohlenhydratstrukturen und damit auch die entsprechenden Enzyme in
einem friheren Entwicklungsstadium noch nicht bendtigt werden, da die Mutanten glp-
1 und lit-1 ein héheres Differenzierungsstadium erreichen als die Mutanten t1099 und
cib-1, welche im 50-100 Zellstadium arretieren.

Erstaunlich war, dass auch die Proben von Mutanten N-Glykane mit nur einem
N-Acetylglucosamin-Rest, so genannte freie Oligosaccharide, aufwiesen, was im
N-Glykanspektrum der Mutante t3091 besonders deutlich zu sehen war (siehe
HexsgHexNAc; in Abbildung 3.9). Dabei fiel weiterhin auf, dass diese freien
Oligosaccharide unterschiedliche Prozessierungsgrade widerspiegelten, wahrend lit-1,
t1099 und cib-1 nur geringe Mengen an HexgHexNAc;, lit-1 zusétzlich noch
HexsHexNAc; Species aufwiesen. Diese Beobachtung ist in Einklang mit dem Befund,
dass in der Mutante t3091 fast ausschlieRlich mannosereiche Zuckerketten zu finden
waren. Ausgehend von der Annahme, dass Oberflachenglykane bei Zell/Zell-
Interaktionen im Embryo eine wichtige Rolle spielen, konnte die fehlende
N-Glykanprozessierung fur das Ausbleiben einer kontrollierten Zellwanderung in den
Embryonen von t3091 verantwortlich sein. Neue Daten geben Hinweise, dass ein
selektiver Defekt der a-Glucosidase | zu einer vermehrten Anzahl von freien
Oligosacchariden fiihrt und dabei viel High Mannose Typen und wenig
Paucimannosidische oder Komplex-Typ Glykane detektiert werden
(Katoh et al. 2013).

Einen Sonderfall stellte die Mutante sud-1 dar, bei der lediglich Glykane der
Zusammensetzung HexsHexNAc, (m/z933) und Hex;HexNAc,Fuc (m/z 917)
nachweisbar waren. Da es sich hier um sehr inhomogene Spektren mit vielen nicht
zuordenbaren Signalen handelte, waren Aussagen zu den jeweils exprimierten
Enzymaktivitdten nicht mdglich. Offensichtlich war die geringe Menge an einzeln
selektierten Eiern nicht ausreichend, um ein gesichertes N-Glykanprofil zu erstellen.
Sollten diese beiden Oligosaccharide aber tatsachlich die einzigen ausgebildeten
Glykane sein, konnte dies als ein Erklarungsansatz fiir die onkogene Zellteilung der
sud-1 Mutante gewertet werden. Da bei den Embryonen aller Ubrigen Mutanten

mannosereiche Strukturen nachgewiesen wurden, wirde das Nichtvorhandensein dieser



Glykanstrukturen von den umgebenden Zellen als fehlendes Signal gewertet und so eine
Zelldifferenzierung unmdoglich gemacht. Eine undifferenzierte Teilung der Zellen, wie
bei sud-1, wére dann die Folge (Abbildung 3.8).

4.4  Strukturen der Glykane

Wie bereits im Ergebnissteil ausgefihrt, wurde auf eine detaillierte Strukturaufklarung
der Glykane verzichtet, da dies aufgrund der limitierten Probenmengen und des ohnehin
geringen Anteils an Glykanen nicht mdglich war. Die bereits publizierten
N-Glykanmuster von C. elegans nach Schlipfen der Larve bis zum adulten Wurm
wurden jedoch massenspektrometrisch verifiziert, wobei es keine Hinweise auf
zusatzliche Glykane gab. Zur weiteren Strukturbestatigung wurden ausgewahlte
Oligosaccharide (HexgHexNAc, und HexsHexNAc,Fuc;) mittels MALDI-TOF-MS/MS
Analyse exemplarisch charakterisiert (Abbildung 3.11).

Eine weitere Methode der Strukturanalyse, insbesondere flr hoher prozessierte Glykane
mit Fuc-Resten und PC-Substituenten ist die Umsetzung mit HF (Abbildung 3.12).
Hierbei kommt es zu einer chemischen Abspaltung vor allem von (al-3)-gebundenen
Fucosen (Haslam et al. 2000) und PC-Resten. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist,
dass sie auch auf kleine Probenmengen angewandt werden kann. Im Fall der C. elegans
Embryonen des Wildtyps waren nach HF-Behandlung fucosylierte und PC-modifizierte
Glykane nicht mehr nachweisbar. Dies galt auch fur mehrfach fucosylierte
Zuckerketten. Damit kann vermutet werden, dass offensichtlich keiner der vorhandenen
Fucose-Reste in einer (a1-6)-Bindung vorlag. Die Frage, inwieweit auf diesem Weg
auch (al-2)- und/oder (a1-4)-gebundene Fucosen freigesetzt werden, wurde hier nicht
untersucht. Bemerkenswert war weiterhin, dass nach HF-Behandlung auch methylierte
Kohlenhydratstrukturen nun nicht mehr nachweisbar waren, was das Vorkommen
methylierter Fuc-Reste indizierte (Haslam and Dell 2003). Dies war insbesondere im
Fall der modifizierten mannosereichen Glykane HexsgHexNAcFuciMe; zu
beobachten.

Da methylierte Glykane immer nur als Signale geringer Intensitat auftraten, blieb offen,
ob Methylgruppen ausschliellich an Fucosen gebunden waren oder nicht. In dieser
Arbeit wurden jedoch keine Glykane mit mehr Methylgruppen als Fuc-Resten



gefunden, was als Bestatigung fur die Annahme gewertet werden konnte, dass
Methylgruppen hauptsachlich an Fucose gebunden vorliegen. Andererseits beschreiben
andere Autoren beim adulten Wurm durchaus Glykane mit einer Fucose und zwei
Methylgruppen, jedoch nie Methylgruppen an nicht-fucosylierten Glykanen (Cipollo et
al. 2005; Paschinger et al. 2008). Damit ist zu vermuten, dass Fuc-Reste oder zumindest
fucosylierte Glykane bevorzugt methyliert werden.

Die in einigen Proben gefundenen Hexose-Oligomere wurden ebenfalls mittels
MALDI-TOF-MS/MS Analysen als eine Dextranreihe Hexg.1; Verifiziert. Der Abbau
der Oligomere durch a-Glucosidase belegte bereits eine a-glykosidische Verknlipfung
von Glucose-Einheiten und widerlegte damit die Moglichkeit einer Verunreinigung mit
Cellulose. Denkbar ware jedoch, dass diese Kohlenhydrate als Nahrungsreserve fur die
Zellen im Cytoplasma vorkommen. Derartige Polyhexosen wurden auch in N-Glykan
Spektren anderer Spezies, wie z.B. Drosophila melanogaster, gefunden und dort als
Nahrungsbestandteil erklart, der wahrend der Ziichtung aufgenommen wurde (Sarkar et
al. 2006). Bemerkenswert war, dass der on-target a-Glucosidase Verdau haufig auch zu
einer allgemeinen Verbesserung der Spektren flhrte, was zum einen auf die
Eliminierung der Hexose-Oligomere und zum anderen auch auf eine verbesserte
Kristallisation der Probe und damit eine effizientere lonisation der Analytmolekile
beruhen konnte.

Zusammenfassend kann auf der Grundlage dieser Arbeit das Postulat einer
stadienspezifischen Glykosylierungen nun auf alle Entwicklungsstadien von C. elegans
einschlieBlich  der Embryonalentwicklung ausgeweitet werden, wobei die
Glykanprozessierung im unreifen Embryo stérker limitiert ist als im erwachsenen
Wurm. Wéhrend im 50-100 Zellstadium nur wenig prozessierte mannosereiche und
kaum fucosylierte Glykane nachweisbar waren, entsprachen die N-Glykanmuster
ausgereifter Embryonen qualitativ eher denen der Larvenstadien. Es kann daher
vermutet werden, dass die, wenn auch nur in limitiertem Umfang prozessierten,
kurzkettigen mannosereichen Ketten, ebenso wie hybride und paucimannosidische
Glykane, eine wichtige Rolle im Verlauf der Entwicklung von C. elegans spielen.

Die Hypothese der Beteiligung von Glykanen an Zell/Zell-Interaktionen wahrend der
Zellwanderung im Embryo hat durch die Analyse der Mutanten sud-1 und t3091 weitere
Bestatigung gefunden. Dies sollte in Zukunft eingehender untersucht werden. Mdglich
wére dies mit neuen Methoden, die es erlauben, z.B. mehr Eier zur Analyse

bereitzustellen und groRere Ausbeuten bei der Aufreinigung der Glykane zu erzielen.



Daruber hinaus konnten auch Lectine zur Klassifizierung von Glykanen auf der
Zelloberflache herangezogen werden. Lectine binden weitgehend spezifisch definierte
N-Glykantypen (Hirabayashi et al. 2002) und kdnnen in Form einer frontal affinity
chromatography auch mit massenspektrometrischen Methoden kombiniert werden
(Arata et al. 2007; Ng et al. 2007). Aufgrund ihrer Bindungsspezifitat kénnten mit Hilfe
von Lectinen damit leichter Aussagen in Bezug auf strukturelle Parameter der
jeweiligen N-Glykane getroffen werden (Nemoto-Sasaki et al. 2011), so dass in Zukunft
der selektive Nachweis definierter N-Glykanklassen selbst bei geringsten

Probenmengen maglich sein sollte.



5. Zusammenfassung

Der frei lebende, nicht human pathogene Bodennematode C. elegans wird seit mehr als
40 Jahren als einer der wichtigsten Modellorganismen fiir genetische, morphologische
und Verhaltensstudien herangezogen. Daneben wurden zahlreiche strukturelle
Untersuchungen auf Protein-, Lipid- und Glykanebene durchgefihrt, da Glykoproteine
der Plasmamembran wichtige Zielstrukturen im Kontext von Zell/Zell-Interaktionen
darstellen. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals das N-Glykanprofil von
C. elegans Embryonen des Wildtyps und ausgewahlten Mutanten (glp-1, lit-1, sud-1,
cib-1, t1099 und t3091) untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die N-Glykanmuster
der Embryonen stark von den Kaultivierungsbedingungen (Agar-Platten vs.
Flussigmedium) abh&ngen. Bei den in Wildtyp-Embryonen nachgewiesenen
N-Glykanen handelte es sich sind im Wesentlichen um oligomannosidische, hybride
und zum Teil auch kurzkettige Oligosaccharide vom komplexen Typ. Die untersuchten
Mutanten, die aufgrund ihrer Gen-Defekte allesamt nicht lebensfahig waren, wiesen im
Vergleich zu Wildtyp-Embryonen in ihren N-Glykanprofilen zum Teil distinkte
Unterschiede auf, die zum Teil auf eine deutlich verminderte Prozessierung der
Vorlauferglykane schliellen lielen. Insgesamt zeigten die N-Glykane der Embryonen
von Wildtyp und Mutanten generell einen wesentlich geringeren Prozessierungsgrad als

die des adulten Wurms oder seiner Larvenstadien.



6. Summary

The free-living nematode C. elegans is not a pathogenic organism for humans but a well
known eukaryotic model organism for studies in genetics, morphology and behavior
research since 40 years. Many studies were made to get a better understanding in cell-
cell interaction involving proteins, lipids and glycans of the cell membrane. In this
thesis the N-glycan profil of C. elegans wild-type embryos was determined for the first
time in comparison to mutant embryos (glp-1, lit-1, sud-1, cib-1, t1099 und t3091)
arrested in embryogenesis early before differentiation. It is shown that the pattern of
N-glycans is less heterogeneous in wild-type embryos obtained in liquid culture than
embryos cultured on agar plates. Nonetheless, paucimannose, hybrid and truncated
complex type glycans were also found in the latter of C. elegans wild-type embryos. In
contrast, mutant embryos expressed a restricted N-glycan profile as a result of reduced
oligosaccharide processing of the respective high-mannose type glycan precursors. All
mutants analysed were not viable because of severe genetic defects. In general,
N-glycans of wild-type embryos and mutants reflected a lower degree of
oligosaccharide processing than those of adult worms or respective larval stages.
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