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1 Einleitung

1.1 Sialinsauren

1.1.1 Strukturelle Eigenschaften

Sialinsduren sind negativ geladene a-Ketosauren mit einem ,9-gliedrigen®
Kohlenstoffgeriist und vorwiegend an endstandigen Glykanen membrangebundener
Glykoproteine und -lipide vorzufinden (Angata and Varki, 2002; Schauer and Kamerling,
1997). Kennzeichnend sind eine Carboxylgruppe am C-Atom und eine Ketogruppe am
Co-Atom. Alle Sialinsauren leiten sich aus einem Neuraminsauregerist (5-Amino-3,5-
Dideoxy-D-Glycero-D-Galacto-non-2-ulosonsaure) ab, kurz Neu, das aber so nichtin der
Natur existiert. In S&ugetieren kommen vorwiegend die Sialinsguren N-
Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) und N-Glycolylneuraminsaure (Neu5Gc) vor, wobei die
desaminierte Form 2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-D-Galactonsaure (KDN) nur geringfligig
auftritt. Es sind Gber 50 strukturell verschiedene Sialinsduren bekannt. Die strukturellen
Variationen am Cs-Atom (Neu5Ac, Neu5Gc, KDN) und an den Hydroxylgruppen der C-
Atome 4, 7, 8 und 9 erlauben eine solche Vielfalt. Die Hydroxylgruppen kommen frei,
verestert (acetyliert, lactyliert, sulfatiert, phosphoryliert) oder verethert (methyliert) vor.
Die Bildung intra- bzw. intermolekularer Lactone vergroRert weiter die strukturelle
Mannigfaltigkeit.

In Lésung nehmen Sialinsduren eine 2Cs-Sesselkonformation an. Die Glycerin-
Seitenkette orientiert sich aquatorial. Wasserstoffbriickenbindungen zwischen C; und Cg
stabilisieren die Seitenkette, wodurch sie relativ rigide wird. Die C4-Carboxylgruppe
verleiht der Sialinsdure saure Eigenschaften. Der pK, fir Neu5Ac liegt bei 2,6, wodurch
die a-Ketosauren bei physiologischem pH-Wert eine negative Ladung besitzen. Freie

Sialinsauren befinden sich in der Regel in B-anomerer Ringstruktur (Tiralongo, 2013).

N-Acetylneuraminséure (Neu5Ac) N-Glycolylneuraminsédure (Neu5Gc)

OH

Abbildung 1.1 Strukturelle Darstellung der Sialinsauren
Darstellung der haufig vorkommenden Sialinsduren N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac)
und N-Glycolylneuraminsaure (Neu5Gc) in B-anomerer Ringstruktur.



1.1.2 Komplexitidt, Vorkommen und Funktion

Sialinsduren kommen ubiquitdar in der Natur vor und sind vorwiegend an
nichtreduzierenden  Enden von  Oligosaccharidketten = membrangebundener
Glykoproteine bzw. -lipide zu finden und somit Teil zahlreicher Glykokonjugate der
Glykokalix. Durch ihre endstdndige Position sind sie in Eukaryonten an einer Vielzahl
von Zell-Zell- und Zell-Molekul-Interaktionen beteiligt, wie der Stabilisierung von
Glykokonjugaten und Zellmembranen durch LadungsabstoRung, Vermittlung von Zell-
Zell-Regulationen, Wirkung als chemische Botenstoffe, Regulierung transmembraner
Rezeptorfunktionen, Beeinflussung des Membrantransports, Kontrolle der Halbwertszeit
zirkulierender Glykoproteine und Zellen (Vimr et al., 2004) und Regulierung des
Immunsystems (Pilatte et al., 1993).

Gerade die strukturelle Vielfalt des Sialoms, als Subklasse des Glykoms, gestaltet die
Komplexitat unvorstellbar grof3 und betont die biologische Bedeutung der Sialinsauren.
Um eine Vorstellung der Grofle des Sialoms zu bekommen, sollen die verschiedenen
Komplexitatsstufen hierarchisch geordnet erwdhnt sein (Cohen and Varki, 2010).
Zunachst bietet die Grundstruktur der Sialinsdure mehrere Mdglichkeiten der
Modifikation (siehe 1.1.1). Diverse Verknipfungsmadglichkeiten fihren zu einer weiteren
Differenzierung. Sialinsauren sind vorwiegend a2,3- oder a2,6-glykosidisch mit
Galactose bzw. 02,6 mit N-Acetyl-Galactosamin verknlpft. Zudem koénnen sie in
Saugern untereinander in a2,8-Verbindung erscheinen. Heterogene Verlinkungen mit N-
Acetyl-Glucosamin oder homogene wie Neu5Ac-02,9-NeuS5Ac und Neu5Ac-a2,4-
NeuS5Ac kommen jedoch auch in der Natur vor. Die Zuckerkette des jeweiligen
sialinsauretragenden Glykokonjugats kann sich weiterhin hinsichtlich der Verzweigung
und Lange der Kette unterscheiden. Sialylierte Glykane sind wiederum endstandige
Einheiten von N-Glykanen und O-Glykanen, sekretierter oder membrangebundener
Glykoproteine, Glykosphingolipide (Ganglioside) und Seitenketten von Glycosyl-
phosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker). Diese Einheiten sind auf der Zelloberflache in
dynamischen Mikrodomanen organisiert. Jede einzelne dieser Komplexitatsstufen kann
die Affinitat Glykan-bindender-Proteine (GBP) beeinflussen. Vor allem aber steigert die
Multivalenz der membrangebundenen Glykokonjugaten die Wechselwirkung mit GBPs
und verstarkt deren Bindung (Brewer et al., 2002).

In der Virologie spielt die strukturelle Komplexitdt des Sialoms eine beachtenswerte
Rolle. Das Glykoprotein Hdmagglutinin des Influenza-Virus bindet seinen Rezeptor, eine
endstandige Sialinsdure der Zelloberflache, sehr spezifisch. Die Bindungsaffinitat zur
Sialinsaure variiert hinsichtlich der Grundstruktur (Neu5Ac, Neu5Gc) und deren
Acetylierung (De Groot, 2006; Higa et al., 1985), der spezifischen Verlinkung (Suzuki et
al., 2000) und der Verzweigung des Glykans (Gulati et al., 2013).



Erscheinen Neu5Ac-Reste sialylierter Glykokonjugate in polymerisierter Struktur, so wird
zwischen Di- (2), Oligo- (3-7) oder Polysialinsdure (>8) unterschieden (Sato and
Kitajima, 2013). Polysialinsduren kénnen mehr als 50 Sialinsdurereste enthalten
(Galuska et al., 2007). Die lineare, polymerisierte Struktur unterscheidet sich nicht nurin
der Lange, sondern auch in dem VerknUpfungsmuster (s.0.). Durch die Menge an
deprotoniert vorliegenden Carboxylgruppen, nimmt die Polysialinsdure eine stark
negative Ladung an. Es bildet sich eine volumindse Hydrathille im Bereich der poly-
merisierten Struktur, die Einfluss auf Zell-Zell-Interaktionen nimmt (Yang et al., 1994).
In der Zahnmedizin, insbesondere bei parodontalen Erkrankungen, spielen Sialinsduren
eine aufRerordentlich wichtige Rolle (Stafford et al., 2012). Parodontitis ist eine bakterielle
Entziindung des Zahnhalteapparates, die mit einer irreversiblen Zerstérung dessen
einhergeht (Page and Kornman, 1997). Die im Rahmen der parodontalen Erkrankung
auftretenden Pathogene nutzen oberflachliche Sialinsauren der Wirtszellen aus, um
diese als Nahrstoffgrundlage zu verwenden, das Wirtsgewebe aufzulésen oder eine
Immunantwort zu umgehen. Treponema denticola ist ein oraler Spirochat, der im
Wesentlichen an der Zerstérung des Zahnhalteapparates beteiligt ist. Ein wichtiger
Virulenzfaktor des Bakteriums ist die Sialidase (Neuraminidase TDE0471). TDE0471
katalysiert die Spaltung terminaler Sialinsduren von Glykokonjugaten der Wirtszellen.
Treponema denticola nutzt die gespaltenen Sialinsduren des Wirtes als
Nahrstoffgrundlage und zur Beeinflussung des Komplementsystem (Kurniyati et al.,
2013). Fur ein weiteres periodontales Pathogen, Tannerella forsythia, konnte die
Wachstumsstimulation im Biofilm durch Sialinsauren bzw. deren Aufnahme demonstriert
werden. Das Wachstum unter Sialyllactose ist dabei abhangig von der Sialidase des
Pathogens. Eine Wachstumshemmung wurde durch Blockade der Neuraminidase mit
Oseltamivir erreicht (Roy et al., 2010). Das Leukotoxin von Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, einer der bekanntesten Virulenzfaktoren parodontaler
Pathogene, férdert die Entstehung chronischer Entziindungen, vermittelt Zelllyse und ist
mit einer schnell fortschreitenden Parodontitis assoziiert. Fur die Lyse der Zellen bindet
das Leukotoxin den [.-Integrin-Rezeptor polymorphnuklearer Leukozyten und
Makrophagen. Eine fehlende Sialylierung der Zellen mit B2-Integrin-Rezeptoren reduziert
signifikant die Lyse dieser Zellen. Die Gegenwart von negativ geladenen
sialinsauretragenden Proteinen von Zellen ohne Bo-Integrin flhrt zu einer
Sensibilisierung gegeniber dem Leukotoxin (Munksgaard et al., 2014).

Die Beispiele demonstrieren die Vielseitigkeit der Sialinsduren und deren Beteiligung an
unterschiedlichsten biologischen Interaktionen. Vor allem soll hier betont sein, welch
bedeutende Rolle der Wissensstand in diesem Forschungsfeld der Medizin zuspielt.

Gerade der Fortschritt im Glykoengineering (siehe 1.1.4) kann weiterhin zum Aufschluss



Uber Funktion und Lokalisation dieser besonderen Stoffklasse sowie zur Entwicklung

neuer Medikamente beitragen.

1.1.3 Sialinsaurestoffwechsel

In Vertebraten ist das Ausgangssubstrat fir die Synthese von N-Acetylneuraminsaure
(Neu5Ac) der Nukleotidzucker UDP-N-Acetyl-Glucosamin (UDP-GIcNACc), der Uber den
Hexosamin-Stoffwechselweg gewonnen wird. Die folgenden Reaktionsschritte ereignen
sich im Zytoplasma. Ein bifunktionales Enzym katalysiert die ersten beiden Schritte der
Neu5Ac-Synthese: UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ ManNAc-Kinase (GNE/MNK) (Hinderlich
etal., 1997; Stasche et al., 1997). Wahrend sich die katalytische Domane der Epimerase
N-terminal befindet, ist die Kinase C-terminal lokalisiert (Effertz et al., 1999). Die
Epimerase wandelt UDP-GIcNAc unter Freisetzung von UDP in N-Acetylmannosamin
(ManNAc) um, wobei die ATP-abhangige Kinase ManNAc am Cg-Atom phosphoryliert
und ManNAc-6-Phosphat entsteht (Ghosh and Roseman, 1961; Warren and Felsenfeld,
1961). Die Neu5Ac-9-P-Synthase (NANS) katalysiert die Kondensreaktion von ManNAc-
6-P und Phosphoenolpyruvat (PEP), die unter energetischer Freisetzung einer
Phosphatgruppe von PEP zu Neu5Ac-9P reagieren (Roseman et al., 1961; Warren and
Felsenfeld, 1961). Die humane Neu5Ac-9-P-Synthase besitzt aulerdem eine geringe
Aktivitdt phosphoryliertes KDN aus Mannose-6-Phosphat (Man-6-P) zu generieren
(Lawrence et al., 2000). Neu5Ac-9-P reagiert unter Abspaltung der 9-Phosphatgruppe
zu NeubSAc. Diesen Reaktionsschritt erméglicht die NeuSAc-9-P-Phosphatase (NANP)
(Jourdian et al., 1964). Die Aktivierung von Neu5Ac findet im Zellkern statt und stellt
damit die Ausnahme gegeniiber anderen Monosacchariden dar (Kean, 1991). Sie wird
von der Cytidin-Monophosphat-Neu5Ac-Synthetase (CMP-Neu5Ac-Synthetase, CMAS)
katalysiert. Nukleares Cytidin-Triphosphat (CTP) reagiert unter Abspaltung von
Pyrophosphat mit NeuS5Ac zu CMP-Neu5Ac. CMP-Neu5Ac inhibiert die Funktion der
UDP-GIcNAc-2-Epimerase. Durch die Feedback-Inhibition von CMP-Neu5Ac nimmt
dieses Enzym (GNE) eine Schlisselrolle in der Biosynthese von Sialinsduren ein
(Kornfeld et al., 1964). Bei Hydroxylierung der Azetamidogruppe von CMP-NeuSAc
entsteht CMP-Neu5Gc. Dieser Reaktionsschritt ist von der Aktivitat der Monophospho-
NeuS5Ac-Hydroxylase abhangig. In den meisten Saugetieren kann Neu5Gc detektiert
werden, allerdings nicht beim Menschen. Verantwortlich hierfir ist eine N-terminale
Trunkierung eines essentiellen Bereichs der humanen Hydroxylase durch Deletion eines
Exons in der DNA (Irie et al., 1998).
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Abbildung 1.2 Sialinsaurebiosynthese

Die Abbildung bietet eine Ubersicht der im Text geschilderten Reaktionsschritte. Die
Enzyme sind blau dargestellt. GNE/MNK, UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ ManNAc-Kinase;
NANS, Neu5Ac-9-P-Synthase; NANP, Neu5Ac-9-P-Phosphatase. Modifiziert nach
Bayer et al. (Bayer et al., 2013).

CMP-Neu5Ac bzw. CMP-Neu5Gc werden anschlieRend uber einen CMP-Neub5Ac-
Transporter in den Golgi-Apparat tranportiert (Eckhardt et al., 1996), wo die Sialylierung
von Glykoproteinen und Glykolipiden stattfindet. Dabei unterscheiden sich die
Sialyltransferasen in der Verknupfungsspezifitdt und der Méglichkeit Homopolymere zu
synthetisieren. Im menschlichen Genom werden mehr als 20 verschiedene
Sialyltransferasen vermutet (Harduin-Lepers et al., 2001).

Der Abbau bzw. das Recycling sialylierter Glykokonjugate beginnt mit der Abspaltung
der Sialinsauren durch Sialidasen (,in Sdugetieren NEU 1-4), die sich in Lysosomen,
dem Zytoplasma oder der Plasmamembran befinden (Miyagi and Yamaguchi, 2012). Die
NeuS5Ac-Aldolase spaltet daraufhin Neu5Ac in ManNAc und Pyruvat (Comb and
Roseman, 1960). ManNAc kann durch Epimerisierung (GlcNAc-2-Epimerase) in GIcNAc
umgewandelt werden und steht dem Hexosamin-Stoffwechsel zur Verfigung, wahrend
Pyruvat in die Glykolyse eingeschleust werden kann (Minster-Kiihnel and Hinderlich,
2013).



1.1.4 Metabolisches Glykoengineering

Metabolisches Glykoengineering (MGE) der Sialinsauren ist eine Methodik kinstliche
Substrat-Analoga dem Sialinsaurestoffwechsel in vitro, in vivo oder ex vivo zuzufihren,
wobei diese metabolisiert und anschliefend in sialylierte Glykokonjugate inkorporiert
werden (Du et al.,, 2009, 2013). Die kunstlich veranderten Stoffgruppen sialylierter
Glykokonjugate kénnen auf der Zelloberflache Zell-Zell- oder Zell-Molekul-Interaktionen
beeinflussen und erlauben darlber hinaus deren Visualisierung. Rickschlisse auf die
Funktion und Lokalisation der Sialinsduren ermdglichen neue Einblicke in das grofie
Feld der Glykomik. Die Erkenntnis Uber biochemische und pathologische Ablaufe bei
denen Sialinsduren eine bedeutende Rolle spielen, kann ferner in der Entwicklung
therapeutischer Ansatze und neuer Medikamente helfen.

Es ist die Promiskuitat der Enzyme des Sialinsdurestoffwechsels, die eine chemisch
strukturelle Veranderung der Substrat-Analoga erlaubt. Dabei kann der Stoffwechsel
durch verschiedene Intermediate beeinflusst werden. Diese werden im Folgenden
genauer beschrieben, wobei das Hauptaugenmerk auf den wichtigsten Vertreter, die
ManNAc-Analoga, gelegt werden soll.

Es war die Gruppe um Brossmer, die im Laufe der 1980er Jahren begann verschiedene
Struktur-Analoga von CMP-Neu5Ac zu synthetisieren und deren Inkorporation in
Glykoproteine zu erforschen. Der Vorteil dieser Substrate liegt darin, den Groldteil der
Enzymmaschinerie von ManNAc bis CMP-Neu5Ac und damit Restriktionen der Enzyme
gegeniber kinstlich synthetisierter Substituenten zu umgehen. Die Sialyltransferasen
zeigten in den verschiedenen Versuchen am Cs-Atom der aktivierten Sialinsdure eine
grofe Substratpermissivitat. Sogar Fluorophore, Amine, Amide, Acetamide und Azide
kénnen mit dem Cg-Atom konjugiert und mit der aktivierten Sialinsdure auf Glykoproteine
Ubertragen werden (Conradt et al., 1984; Gross and Brossmer, 1988; Gross et al., 1987).
Der Einsatz der CMP-Analoga ist allerdings nur mit Einschrdnkung moglich, da die
Gesamtladung den Transport Uber eine Lipiddoppelmembran verhindert (Hirschberg et
al., 1976).

Neu5Ac-Analoga bieten eine weitere Mdglichkeit in den Stoffwechsel einzuschreiten und
kunstliche Sialinsaure in Glykokonjugate der Zelloberflache zu inkorporieren. Nachdem
die zellulare Aufnahme von Neu5Ac aus dem Kulturmedium wissenschaftlich belegt
wurde, konnte auf Basis dessen die Aufnahme und Inkorporation von Neu5Ac-Analoga
demonstriert werden (Oetke et al., 2002, 2001). Im Gegensatz zu CMP-Neu5Ac-
Analoga, ist die Membrangangigkeit und Bioverflgbarkeit dieser kiinstlichen Analoga
gut, deren Synthese einfacher und Substitutionen an den Atomen Cs bzw. Cq sind
mdoglich. Die spezielle Modifikation des Co-Atoms kann gezielt die

Bindungseigenschaften von Siglecs (sialic acid-binding immunglobuline type-lectins)



beeinflussen (Oetke et al., 2002). Der bedeutende Vorteil gegentiiber ManNAc-Analoga
ist die Umgehung der ,Flaschenhals-Reaktion“ der Neu5Ac-9P-Synthase (NANS)
(Viswanathan et al.,, 2003). Gerade flr bestimmte Bakterienstdmme, deren
Ausgangssubstrat fur den Sialinsdurestoffwechsel NeuSAc darstellt und notwendige
Enzyme fur ManNAc fehlen, bieten NeuS5Ac-Analoga die Basis fiur strukturelle
Modifikationen (Goon et al., 2003).

Schon zu Beginn der 1980er wurden ManNAc-Analoga im Feld der Krebsforschung als
alternative Therapiemdéglichkeit untersucht, um die starke Sialylierung neoplastischer
Zellen zu reduzieren (Schwartz et al., 1983). Etwa 10 Jahre spater war es die Gruppe
um Kayser und Reutter, denen die Inkorporation von ManNAc-Analoga mit verlangerter
N-Acylseitenkette in vitro und in vivo gelang (Kayser et al.,, 1992). ManNAc-Analoga
muissen im Gegensatz zu CMP-Neu5Ac- und Neu5Ac-Analoga den gesamten
Sialinsaurestoffwechsel durchlaufen, bis sie auf der Zelloberflache exprimiert werden.
Daher muss wahrend der Entwicklung neuer Strukturanaloga die Substratspezifitat der
beteiligten Enzyme berilcksichtigt werden. Die Amidgruppe des C,-Atoms ist hinsichtlich
der Synthese essentiell und kann nicht ersetzt werden. Die Verlangerung der N-
Acylkette wird dagegen zu einem gewissen Grad von der Enzymmaschinerie toleriert,
stol3t aber bei Erweiterung der Kette um mehr als finf C-Atome und zusatzlichen
Verzweigungen auf eine deutliche Restriktion. Es sind die ManNAc-Kinase und Neu5Ac-
Synthase, die limitierend gegeniber langen N-Acylseitenketten wirken (Jacobs et al.,
2001; Viswanathan et al., 2003). Auferdem ist die NeuS5Ac-Synthase restriktiv
gegeniber der Phosphorylierung von Ce-Modifikationen (Lawrence et al., 2000), die
nach Reaktion an der Cg-Position erscheinen.

In den letzten zwei Jahrzehnten haben sich viele Modifikationen der N-Acylseitenkette
gefunden, die sich als mogliche Substrate im MGE herausstellten (Keppler et al., 2001;
Wratil et al., 2016). Die verschiedenen Modifikationen lassen sich in aliphatische und
bioorthogonale Analoga unterteilen. Aliphatische Analoga tragen eine durch
Methylengruppen verlangerte N-Acylseitenkette. Bioorthogonale Gruppen dagegen
tragen Substituenten, die im Organismus nicht vorkommen und an keiner biologischen
Reaktion beteiligt sind. Die bioorthogonale Markierung der Sialinsauren mit einer
funktionellen Gruppe ermdglicht eine selektive Reaktion mit Signalmolektilen, die deren
Lokalisation erlaubt. Zu den bioorthogonalen Gruppen zahlen Ketone (Jacobs et al.,
2000; Mahal et al., 1997), Azide (Luchansky et al., 2003; Saxon and Bertozzi, 2000),
Aryl-Azide (Han et al., 2005), Alkyne (Hsu et al., 2007), Diazirine (Tanaka and Kohler,
2008) und Thiole (Sampathkumar, Li et al., 2006).



Die zellulare Aufnahme von ManNAc durch Monsosaccharid-Transporter ist relativ
gering. Um die Membranpermeabilitdt der Substrate und damit deren metabolischen
Einfluss zu steigern, werden freistehende Hydroxylgruppen mit kurzkettigen Fettsduren
verestert, die durch zellulare Esterasen wieder abgespalten werden kénnen (Sarkar et
al., 1995). Der Aufnahmefluss der Analoga ist direkt abhangig von der Konzentration im
Medium. Dadurch kann die Metabolisierung durch peracetylierte ManNAc-Analoga um
den Faktor 900 gesteigert werden (Jones et al., 2004). Zwar steigt mit zunehmender
Kettenldnge der Esterderivate die Effizienz der zelluldren Aufnahme weiter an,
gleichzeitig nehmen die Derivate aber auch stetigen Einfluss auf ein abnehmendes
Zellwachstum und Apoptose. In hohen Konzentrationen konnte mit O-Acs-ManNAc im
Vergleich zu O-Props-ManNAc, O-Buts-ManNAc und anderen langkettig veresterten
Analoga das Maximum der Sialinsdurebiosynthese erreicht werden. In geringen
Konzentrationen der Mannosaminderivate im Kulturmedium hingegen, erreichte man
durch Behandlung mit O-Props-ManNAc oder O-Buts-ManNAc, verglichen mit O-Acy-
ManNAc, einen wesentlich hdheren Sialinsduregehalt pro Zelle (Kim EJ et al., 2004). Die
negative Auswirkung auf das Zellwachstum durch ButsManNAc koénnte allerdings
Anwendung in der Krebstherapie finden. Nach zellularer Spaltung der Esterverbindung
entsteht zytosolisches n-Butyrat, das die Histon-Deacetylase inhibiert und in Krebszellen
den Zelltod bewirkt (Sampathkumar, Campbell et al., 2006).

Gerade die aliphatische Veranderung der N-Acylseitenkette hat in der Vergangenheit im
Wesentlichen dazu beigetragen biologische Prozesse zu modulieren und untersuchen.
Die hydrophobe Exposition an der Zelloberflache verleiht den behandelten Zellen neue
charakteristisch biologische Eigenschaften. Auch bei hdéheren Konzentrationen von
ManNAc-Analoga mit aliphatischen Seitenketten im Medium haben diese keinen bzw.
nur geringen cytotoxischen Einfluss auf inkubierte Zellen (Bayer et al., 2013) und
erlauben somit einen groflen Austausch naturlich exponierter NeuSAc durch das

jeweilige Substratanaloga.
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Abbildung 1.3 Ubersicht - Metabolisches Glykoengineering der Sialinsiduren
Dargestellt sind die Reaktionsschritte der Sialinsdurebiosynthese mit den jeweiligen
Enzymen und Substraten. Die mdglichen Einschleusungspunkte sind durch rot markierte
modifizierte Analoga (ManNAc-, NeuSAc-, CMP-Sia- Analoga) dargestellt. Der chemisch
modifizierte Rest des auftretenden Stoffes, in diesem Fall die N-Acylseitenkette, ist
ebenfalls rot gekennzeichnet. Im Text sind die Schritte naher erldutert. GNE/MNK, UDP-
GIcNAc-2-Epimerase/ ManNAc-Kinase; NANS, Neu5Ac-9-P-Synthase; NANP, Neu5Ac-
9-P-Phosphatase; CMAS, CMP-Neu5Ac-Synthetase. Modifiziert nach Bayer et al.
(Bayer et al., 2013).

In der Virologie ist NeuS5Ac membranstandiger Glykoproteine und -lipide bei
verschiedenen Virenstdmmen von enormer Bedeutung. Wahrend der initialen Infektion
und dem Verlassen der infizierten Zelle interagiert das Virus mit Neu5Ac der Wirtszelle
(siehe 1.2.4). Das integrale Membranprotein Hamagglutinin des Influenza-A- und -B-
Virus bindet Neu5Ac initial, wobei unter anderem die N-Acetyl-Gruppe ein essentielles
Bindungselement ist. Verbindungen ohne diese Gruppe oder mit deren Modifikation
verandern die Bindungsaffinitdt (Kelm et al., 1992; Matrosovich et al., 1993). Nach
Inkubation einer Zellkultur mit aliphatischen ManNAc-Analoga, wie ManNProp, ManNBut
oder ManNPent, exponieren die behandelten Zellen verlangerte N-Acylseitenketten auf
ihrer Zelloberflache. Dabei kénnen bis zu 85% der Glykokonjugat-assoziierten
Sialinsauren durch Strukturanaloga ersetzt sein (Mantey et al., 2001). Die Exponation
aliphatischer Strukturanaloga reduziert dabei deutlich die initiale Infektion von Influenza-

A-Viren. Schon der Unterschied einer zusatzlichen Methylengruppe in der Seitenkette



fuhrt zu einer erheblichen Steigerung der Resistenz (Keppler et al., 1998).
Interessanterweise unterscheidet sich die Wirkung nach Verédnderung der Zelloberflache
bei verschiedenen Polyomaviridae, die Sialinsduren als Rezeptoren flr die initiale
Bindung bendtigen. Wahrend nach Behandlung von ManNProp, ManNBut und
ManNPent die Resistenz gegenuber dem B-lymphotropen Papovavirus steigt, fordert die
Behandlung mit ManNProp eine Infektion durch das Humane Polyomavirus 1 (BK-Virus)
(Keppler et al., 1995). Die enzymatische Spaltung von Sialinsduren der Zelloberflache
durch eine Sialidase reduziert ebenfalls drastisch das Infektionsrisiko des B-
lymphotropen Papovavirus und betont die Bedeutung endstandiger Sialinsaure wahrend
der Infektion (Haun et al., 1993). Es wird deutlich, wie MGE dazu beitragt Zell-Molekl-
Interaktionen zu verstehen. Die Neuraminidase, ein weiteres oberflachliches
Glykoprotein des Influenza-Virus, ist wichtig fur die initiale Infektion und das Verlassen
infizierter Zellen (Air and Laver, 1989; Matrosovich et al., 2004). Allerdings wurde diesem
Protein in der Vergangenheit weniger Aufmerksamkeit geschenkt. Die Erkenntnis Uber
die Bindungseigenschaften, die Funktion und Struktur der oberflachlichen Virusproteine
sowie das Testen vieler verschiedener Substanzklassen, hat in der Vergangenheit
wesentlich zur Entwicklung neuer Medikamente beigetragen (siehe 1.2.5) und wird auch
in Zukunft dazu beitragen kénnen.

Die Anwendung von ManNAc-Analoga bietet ein breites Anwendungsgebiet. Sie kdnnen
Einfluss auf verschiedenste Bereiche wie die Angiogenese (Bayer et al., 2013), das
neuronale Wachstum (Schmidt et al., 1998), die bakterielle Toxizitat (Goon et al., 2003),
das Immunsystem (Roehlecke et al., 2013), die Zell-Zell-Interaktionen (Horstkorte et al.,
2004) oder die Tumorzellen und Krebstherapie (Gnanapragassam et al., 2014; Liu et al.,
2000) haben. Die Vielseitigkeit und Moglichkeit diverser Modifikation macht diese

Substratanaloga zum Mittel der Wahl im Forschungsgebiet des MGE der Sialinsduren.

1.2 Influenza-Virus

1.2.1 Allgemeines und struktureller Aufbau

Influenza, ,echte Grippe®, ist eine durch das Influenza-Virus ausgeldste
Infektionskrankheit des Menschen. Das Virus gehort zur Familie der Orthomyxoviridae,
die folgende Genera umfasst: Influenza-A-Virus, Influenza-B-Virus, Influenza-C-Virus,
Thogotvirus, Isavirus. Kennzeichnend ist das einzelstrangige RNA-Genom mit negativer
Polaritat (King et al., 2011; Lefkowitz et al., 2018). Der Ursprung des Influenza-A-Virus
liegt bei den aquatischen Végeln (Webster et al., 1992) und ist daher eine zoonotische
Erkrankung. Die Verbreitung erfolgt hauptsachlich Gber Trépfcheninfektion. Als Beispiel

fur das Ausmal dieser durchaus lebensbedrohlichen Erkrankung sollte allen voran die
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~Spanische Grippe“ erwahnt sein, die zu den gréRten Pandemien des 20. Jahrhunderts
zahlt. Wahrend der spanischen Influenza-Pandemie 1918-1919 betrug die Zahl der
Todesopfer etwa 50 Millionen (Taubenberger and Morens, 2006). Eine solche Folge
aber auch die Epidemien der vergangenen Zeit betonen die Wichtigkeit der Entwicklung
neuer Wirk- und Impfstoffe im Kampf gegen Influenza.

Die Nomenklatur des Influenza-A-Virus richtet sich nach den Oberflachenglykoproteinen
Neuraminidase und Hamagglutinin und unterteilt die Viren in verschiedene Subtypen. 18
HA und 11 NA Subtypen sind bekannt. Davon haben 16 HA und 9 NA Subtypen ihren
Ursprung im Intestinaltrakt aquatischer Végel (Assaad et al., 1980; Russell et al., 2008).
2013 wurden zusatzlich jeweils zwei Subtypen in Fledermausen gefunden, deren
Krankheitsverlauf Kklinisch stumm verlduft und keine Verbindung zu terminalen
Sialinsauren zeigt (Tong et al., 2013; Webster and Govorkova, 2014; Wu et al., 2014).
Die weiteren Abschnitte geben Einblick in den strukturellen Aufbau des Influenza-Virus.
Dazu werden neben dem Infektionszyklus die Glykoproteine Neuraminidase (NA) und
Hamagglutinin (HA) genauer erlautert, da diese mit terminalen Sialinsduren interagieren

und im Wesentlichen ausschlaggebend fur die Thematik der vorliegenden Arbeit waren.

Das Influenza-Virus ist von einer Lipiddoppelmembran umgeben und erscheint
pleomorph in sphéarischer oder filamentéser Struktur. Wahrend die spharische Form
einen Durchmesser von etwa 100 nm besitzt, liegt die Lange der Filamentdsen
durchschnittlich bei 300 nm (Bouvier and Palese, 2008). In der Membran sind die
Glykoproteine NA und HA dicht aber unregelmaRig verankert und bilden Spikes. Der
Durchmesser der Spikes betragt etwa 4,7 nm. NA (16 nm) ragt weiter von der Membran
heraus als HA (14 nm) (Harris et al., 2006).

Im Inneren des Viruspartikels befindet sich das einzelstrangige RNA-Genom der
Influenza-Viren, das komplementar zur Basensequenz der messenger RNA ist und eine
RNA-abhangige RNA-Synthese voraussetzt (Baltimore, 1971). Bereits in den 60er
Jahren wurde erkannt, dass das Genom des Influenza-Virus aus mehreren RNA-
Segmenten besteht (Duesberg, 1968), wobei das Influenza-A-Virus 8 RNA-Segmente
zahlt (Lamb, 1983).

Das Matrixprotein M1 kleidet von innen die Virushulle aus, inseriert in die Lipid-
doppelmembran und wirkt stabilisierend. Zu den lipidbindenden Regionen des Proteins
zahlen vor allem die hydrobhoben und neutralen Aminosauren ab den Positionen 114
und 62 (Gregoriades and Frangione, 1981). Aulierdem bindet M1 in Influenza-A-Viren
spezifisch einzelstrangige RNAs und RNPs (Wakefield and Brownlee, 1989).
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Das Matrixprotein M2 bildet als integrales Membranprotein einen Protonenkanal, der in
der initialen Infektion der Wirtszelle bedeutsam ist und Uber den vorherrschenden pH-
Wert kontrolliert wird (Pinto et al., 1992).

Die Synthese von mRNA aus viraler RNA (vRNA) ist nur mit einem viralen
Polymeraskomplex mdglich, der eine RNA-abhangige RNA-Polymeraseaktivitat besitzt.
Dieser replikationsrelevante Komplex ist grundlegend fir die Entstehung viraler
Proteine, die fir die weitere Transkription und Translation notwendig sind. Der
heterotrimere Komplex besteht aus dem sauren Polymeraseprotein (PA), sowie den
basischen Polymeraseproteinen 1 und 2 (PB1, PB2) (Braam et al., 1983).

Der Viruskern besteht aus helikalen Ribunukleoprotein-Komplexen (RNP). Diese setzen
sich aus dem Nukleoprotein (NP), der vRNA und dem trimeren Polymerasekomplex (PA,
PB1 und PB2) zusammen. Dabei vermittlet das Nukleoprotein dessen Kerntransport in
einer infizierten Wirtszelle (O’Neill et al., 1995).

Das Nichtstruktur-Protein (NS2/ NEP), auch ,nuclear export protein® bezeichnet, ist an
dem nuklearen Export viraler RNA beteiligt. Es interagiert mit viralen Ribonukleoprotein-
Komplexen, vermutlich Gber M1 und nukledre Exportkomponenten, wie Nukleoporine
der Wirtszelle (O’Neill et al., 1998). Zudem konnten Martin et al. zeigen, dass M1

entscheidend fur den nukledren Export ist (Martin and Helenius, 1991).

1.2.2 Hamagglutinin

Hamagglutinin (HA) ist ein integrales Membranglykoprotein vom Typ I. Es inseriert mit
dem C-Terminus in die Membran des Virus. N- und C-Terminus sind am gleichen Punkt
der Membran lokalisiert. HA ist ein Homotrimer und besteht somit aus drei identischen
Untereinheiten. Zur Aktivierung des HAs werden die drei Untereinheiten HAO jeweils in
HA1 und HA2 geteilt, die dann Uber kovalente Disulfidbricken in Verbindung stehen
(Wiley and Skehel, 1987). Die posttranslationale Spaltung von HAO ist ein wichtiger
Pathogenitatsfaktor (Lazarowitz and Choppin, 1975), da die Spaltung unabdingbar fir
die Infektion und Vermehrung des Virus ist. Es wird zwischen mono- und multibasischer
Spaltstelle unterschieden. Monobasische Spaltstellen (basische AS Arginin) kommen in
humanpathogenen Viren vor und werden extrazelluldr im oberen Respirationstrakt, zum
Beispiel durch die sezernierte trypsinahnliche Protease der Clara-Zellen, gespalten,
wodurch sich das Virus auch auf diesen Bereich im Korper beschrankt. Diese
Prozessierung erfolgt auRerhalb der Zelle (Kido et al., 1992). Polybasische Spaltstellen
sind in aviaren Subtypen wie H5 und H7 vorhanden. Proteasen, die dieses Muster
erkennen, kommen ubiquitadr in vielen Zellen des Kdrpers vor. Daher ist HA beim
Verlassen neuer Virionen bereits gespalten. Das erklart die hohe Pathogenitat solcher

Viren und die Gefahr einer systemischen Infektion (Horimoto and Kawaoka, 2005).
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HA bindet initial den Wirtszellrezeptor, terminale Sialinsduren von Glykoproteinen und
Glykolipiden. Am globuldren Kopf des Glykoproteins befindet sich die
Rezeptorbindungsstelle. Anhand des humanen H3 HA soll die konservierte Struktur
dieser wichtigen Region des Molekuls erlautert werden. Die Basis der
Rezeptorbindetasche bildet ein Netzwerk aus den Aminosauren Tyr-98, Trp-153, His-
183 und Tyr-195. Zudem ist sie von drei konservierten sekundaren Strukturen umgeben:
130-Loop, 220-Loop und 190-a-Helix. Wasserstoffbrickenbindungen und van-der-
Waals-Krafte bilden die Grundlage fir die Bindung mit dem Wirtszellrezeptor, der
terminalen Sialinsaure. Folgende Aminosauren von HA gehen
Wasserstoffbriickenbindungen ein: die OH-Gruppe Tyr-98 mit OH-8 der Sialinsaure; die
Carbonylgruppe der Hauptkette Gly-135 mit dem Azetamido N der Sialinsaure; die OH-
Gruppe Ser-136 mit dem Carboxylat der Sialinsaure bei zusatzlicher Stabilisierung tber
eine OH-Gruppe Asn-137 der Hauptkette; Glu-190, His-183, Ser-228 mit OH-9 der
Sialinsaure. Weiterhin stabilisieren van-der-Waals-Krafte der Azetamido-Methyl-Gruppe
der Sialinsaure mit Trp-153 die Bindung (Gamblin and Skehel, 2010; Weis et al., 1988).
Der Bindungsmechanismus, Spezifitdt und Affinitdt des HAs, wurden unter anderem
durch nukleare magnetische Resonanz und Kristallstrukturanalysen mit verschiedenen
Sialinsaureanaloga erforscht (Sauter et al., 1989, 1992). Matrosovich et al. konnten
durch kompetitive Bindungsassays mit Sialinsdureanaloga und verschiedenen
Influenza-Viren die N-Acetyl-Gruppe, die Carboxyl-Gruppe des C,-Atoms und die
Hydroxylgruppe des C4-Atoms von NeuSAc als essentielle Bindungselemente des HAs
identifizieren (Matrosovich et al., 1993).

Die Verknupfung der jeweiligen Sialinsduren zu Galactose ist artspezifisch. So erlaubt
die Rezeptorspezifitdt des HAs nur eine effiziente Bindung bei bestimmter Verlinkung
der Sialinsauren des Wirts. Immunhistochemische und Lektin-Bindungs-Assays
erlauben eine Darstellung oberflachlichler Sialinsduren und Differenzierung der
endstandigen VerknUpfungen auf der Zelloberflache. In Pferden wurden vorwiegend
Sialinsauren mit Neu5Gc-a2,3-Gal Verknipfungen im Epithel der Trachea gebunden,
wahrend im humanen Gewebe Uberwiegend Neu5Ac-a2,6-Gal Verbindungen erkannt
wurden. Humane Influenza-A-Viren binden daher auch tberwiegend Neu5Ac-a2,6-Gal
VerknUpfungen, Influenza-A-Viren der Pferde dagegen vor allem Neu5Gc-02,3-Gal bzw.
Neub5Ac-a2,3-Gal (Suzuki et al., 2000). Im Gegenteil dazu befinden sich auf der
Zelloberflache der Trachea aquatischer Vdgel Uberwiegend die Verlinkung NeuSAc-
a2,3-Gal. Eine Ausnahme stellt das Schwein dar, denn hier kommen sowohl Neu5Ac-
a2,3-Gal als auch Neu5Ac-a2,6-Gal vor. Daher ist eine Reassortierung von humanen,
aviaren oder Influenza-A-Viren der Pferde durch einen antigenen Shift, also dem

Austausch von HA- bzw. NA-Gensegmenten, im Schwein als Zwischenwirt mdglich und
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kann eine Pandemiegefahr bergen. Zudem kénnen Mutationen im HA (antigener Drift)
eine Adaptation an spezifische Verlinkung verursachen, wodurch beispielsweise ein
aviarer Influenza-Virus (praferiert Neu5Ac-a2,3-Gal) seine Affinitat zu Neu5Ac-02,6-Gal
im humanen Wirt steigert (Ito et al., 1998).

Fukosylierung, Sulfatierung und Sialylierung der Galaktose an zweiter Position der
terminalen Sialinsaure (Stevens et al., 2006) und der Unterschied zwischen kurzer
verzweigter oder langer unverzweigter sialylierter Glykane (Gulati et al., 2013) nehmen

auch entscheidend Einfluss auf die Bindungsaffinitat des HAs zum Wirtszellrezeptor.

1.2.3 Neuraminidase

Die Neuraminidase ist ein integrales Membrangylkoprotein vom Typ Il. Das Molekul ist
ein Homotetramer aus identischen Untereinheiten. Die Monomere bestehen jeweils aus
sechs vierstrangigen antiparallelen B-Faltblattern, organisiert in einer Propellerformation
und stabilisiert Uber Wasserstoff-, Disulfidbricken und hydrophobe Wechselwirkungen.
Die aktive Seite befindet sich im Zentrum einer jeden Untereinheit. Der N-Terminus ist
hydrophob und verankert das Protein in der Membran. Viele Strukturen des Proteins sind
hochkonserviert und weisen nur geringe Variationen in den verschiedenen Subtypen auf
(Varghese and Colman, 1991; Varghese et al., 1983).

Wahrend der Virusreplikation spalten NA Sialinsauren von zellularen Glykokonjugaten,
also von Glykoproteinen und Glykolipiden, als auch von den beiden Glykoproteinen des
Influenza-Virus. NA I6st im letzen Schritt des Infektionszyklus neue Viruspartikel von der
Wirtszelle (Palese et al., 1974), spielt aber auch in der initialen Infektion eine bedeutende
Rolle (Matrosovich et al., 2004) (siehe 1.2.4).

Im aktiven Zentrum stehen verschiedene Aminosauren in engem Kontakt zur
Sialinsaure. Die Aminosauren Arg-118, Asp-151, Arg-152, Arg-224, Glu-276, Arg-292,
Arg-371 und Tyr-406 katalysieren die Reaktion. Die Interaktion mit dem Substrat ist
durch weitere Strukturen organisiert und definiert. Die Carboxylgruppe der Sialinsaure
interagiert mit einem Triarginylcluster (Arg-118, Arg-292, Arg-371). Mit den
Hydroxylgruppen der Atome C; und C, interagieren Asp-151 und Glu-119. Glu-227 geht
eine Wasserstoffbriickenbindung mit einem Wassermolekul ein und interagiert mit dem
Wasserstoff des Stickstoffs der Azetamidogruppe (Cs). Arg-152 bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung zu dem Sauerstoff des Carbonyls der Azetamidogruppe
(Cs). Asp-151 und Glu-276 gehen Wasserstoffbrickenbindungen mit der
Glycerolseitenkette (Cg, Cy) ein (Russell et al., 2013; Varghese and Colman, 1991).

Die NA des humanen Influenza-A-Virus H3N2 zeigt im Gegenteil zu HA eine breite
enzymatische Spezifitdt im Umsatz des Substrats beziglich der Verlinkung zwischen

Sialinsauren und Glykoprotein bzw. -lipid. Diese werden allerdings nicht mit gleicher
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Effizienz umgesetzt. Die Neuraminidase A/Hong Kong/68 (H3N2) spaltet bevorzugt
Neu5Ac-a2,3- und a2,8-Verlinkungen, dagegen nur sehr gering a2,6-Verlinkungen
(Cabezas et al., 1980). Baum und Paulson stellten einen evolutionaren antigenen Drift
von Neu5Ac-a2,3-Gal hin zu Neu5Ac-a2,6-Gal in der Spezifitdt der Neuraminidase N2
des Influenza-A-Virus fest (Baum and Paulson, 1991). Auch Kobasa et al. konnten
beweisen, dass verschiedene humane Neuraminidasen eine hohe Spezifitat fur
Ganglioside mit terminaler Neu5Ac-02,3-Gal Verlinkung teilen, wahrend die
Substratspezifitat fir Neu5Ac-a2,6-Gal zwischen friih und spat isolierten Viren variiert.
So kdnnen frih isolierte Neuraminidasen humaner Viren nur wenig Neu5Ac-a2,6-Gal
umsetzen, wahrend die Aktivitat spat isolierter humaner Neuraminidasen wesentlich
hdher ist. Eine Substition von Isoleucin zu Valin an Position 275 scheint die Spezifitat fur
Neu5Ac-a2,6-Gal Verlinkungen entscheidend zu beeinflussen. Die Substitution konnte
in spat isolierten humanen als auch porzinen Viren bestatigt werden (Kobasa et al.,
1999).

0BTy~ M sy @06)Tyr < h
3 \ co,”
o) _co, —— \_/\
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— 2 co
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Abbildung 1.4 Katalytischer Reationsmechanismus der Neuraminidase

Die Darstellung bietet einen Uberblick der verschiedenen Reaktionsschritte fur die
Abspaltung endstandiger Sialinsauren. Die einzelnen Schritte sind im nachsten
Abschnitt erlautert. Modifiziert nach Russel und Itzstein et al. (Russell et al., 2013; von
Itzstein, 2007).

Der genaue Mechanismus der Reaktion, katalysiert durch die Neuraminidase, ist bisher
nicht exakt erforscht. Die im Folgenden beschriebenen Reaktionsschritte entsprechen
den Ansichten Russels und von ltzsteins (Russell et al., 2013; von ltzstein, 2007). Das
Substrat Neu5Ac bindet den aktiven Bereich der Neuraminidase (siehe oben). Zwischen
Carboxylat (Neu5Ac) und Triarginylcluster (NA) bildet sich eine Salzbricke. Das
Substrat geht dabei von der stabilen Sessel-Konformation (1. Schritt) in eine a-Boot-
Konformation (2. Schritt) Gber. Es entsteht ein Sialosylkation, ein Oxocarbenium-lon,
dessen Stabilitdt die Trennung der glykosidischen Bindung katalysiert (3. Schritt). Die
verbleibende Zuckerkette mit dem glykosidischen Sauerstoff verlasst das aktive Zentrum

der Neuraminidase. Saure Reste der Aminosauren des aktiven Zentrums stabilisieren
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die positive Ladung des Oxocarbenium-lons und den planaren Kohlenstoff am C,-Atom.
Das Substrat wird tber die Hydroxylgruppe von Tyr-406 kovalent gebunden (4. Schritt).
Nach Hydroxylierung des Oxocarbenium-lons (5. Schritt), dissoziert das Produkt (6.
Schritt).

1.2.4 Infektionszyklus des Influenza-Virus

Der initiale Schritt der Infektion stellt die Bindung des Virus an zellulare Rezeptoren des
Wirts dar. HA bindet endstandige Sialinsauren von Glykoproteinen bzw. -lipiden der
Zelloberflache, die mit Galactose verknUpft sind und vermittelt somit den ersten Kontakt
zwischen Virus und Zelle (Weis et al., 1988; Wiley and Skehel, 1987). Auch das
Oberflachenglykoprotein NA ist an der frihen Infektion beteiligt. Es wird die Entfernung
von Rezeptoren auf Muzinen, Zilien und zellularer Glykokalix diskutiert, die fir das Virus
ohne Bedeutung sind. Dadurch wiirde der Viruszugang zu den funktionellen Rezeptoren
der Zelloberflache erleichtert (Matrosovich et al., 2004). Nach Bindung des Rezeptors
kann das Virus durch Clathtrin- und Calveolin-vermittelte aber auch Clathrin- und
Caveolin-unabhangige Endozytose sowie Uber Makropinozytose in die Wirtszelle
aufgenommen werden (Lakadamyali et al., 2004; Rust et al., 2004). Die Fusion der
Endosomenmembran mit der des Virus wird durch den niedrigen pH-Wert ausgeldst.
Eine Konformationsédnderung des HAs (Bullough et al., 1994) flhrt zur Exposition des
hydrophoben Fusionspeptids der HA2-Untereinheit und ist ausschlaggebend fir die
Verschmelzung beider Membranen (Stegmann, 2000; Steinhauer et al., 1995). Der
Protonenkanal fihrt zudem zur Absenkung des pH-Wertes im Inneren des Virions (Pinto
et al., 1992) und schwécht die Bindung zwischen M1 und der Virusmembran bzw. der
VRNPs (Fontana et al., 2012). Es kommt zur Freisetzung von vRNPs und damit zum
Abschluss des Uncoatings (Dekodierung).

Virale Nukleoproteine wirken als Kernlokalisationssignale und vermitteln den
Kerntransport der vVRNPs (O’Neill et al., 1995). Im Zellkern erfolgt die Transkription, also
die mRNA-Synthese aus komplementarer VRNA. Die Replikation neuer vRNA und
anschlieRende Entstehung neuer vRNPs erfordert zuvor die Synthese viraler cRNA aus
vorhandener vRNA (Sidorenko and Reichl, 2004; Smith GL and Hay, 1982). M1 und
NEP vermitteln den Transport neuer vVRNP-Komplexe aus dem Zellkern (Eisfeld et al.,
2015; Martin and Helenius, 1991; O’Neill et al., 1998). Virale Membranproteine werden
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Doms et al., 1993), Kernproteine im Cytoplasma
synthetisiert, um anschlielRend in den Zellkern oder zur Assemblierung in Richtung
Plasmamembran transportiert zu werden.

Im Bereich der apikalen Plasmamembran sammeln sich neu synthetisierte

Genomsegmente und Proteine. Eine genaue Ubersicht Uber die vielen Schritte der
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Assemblierung und Knospung beschreiben Rossman et. al (Rossman and Lamb, 2011)
und Nayak et al. (Nayak et al.,, 2009). Die Membranglykoproteine NA und HA
akkumulieren in Membranmikrodomé&nen, sogenannten Lipid rafts. Diese sind reich an
Cholesterin und Sphingolipiden. Dagegen kommt M2 nicht in diesen Doméanen vor und
wurde in geringem Umfang im Randbereich der Knospungszone lokalisiert (Leser and
Lamb, 2005). M1 dient als Hauptorganisator der Assemblierung und treibende Kraft flr
den Knospungsprozess. Dabei interagiert es vor allem mit RNP und NEP aber auch mit
HA (Gémez-Puertas et al., 2000). Den finalen Schritt des Abschnlrens und der basalen
Fusion der neuen Viruspartikel vermittelt M2 (Rossman et al., 2010). Um das Loslésen
der neuen Viruspartikel zu ermaoglichen, spaltet NA die Verbindung zu terminalen
Sialinsauren von Glykoproteinen und —lipiden (Palese et al., 1974). Zudem werden
Sialinsauren neu synthetisierter NAs und HAs abgespalten. Dies verhindert eine erneute
Anheftung an bereits infizierte Zellen und vermeidet darliber hinaus die
Selbstaggregation neuer Viruspartikel (Nayak et al., 2004; Palese et al., 1974). Neue

Viruspartikel verlassen die Zelle.

Zellmembran
Wirtszelle

Assemblierung
Aufnahme / Insertion viraler
Membranproteine

Transkription
Translation
Replikation

// RNA

Freisetzung und ¢ 14

ANV Kernimport

Zytoplasma

HA

NA
Rezeptor
VRNA

§—(—o—°

Abbildung 1.5 Infektionszyklus des Influenza-Virus

Vereinfachte Darstellung des Infektionszyklus (Influenza-Virus). Das Viruspartikel bindet
initial die Wirtszelle an oberflachlichen Zellrezeptoren (Sialinsduren). Nach Aufnahme
und Fusion des Viruspartikels erfolgt die Dekodierung und Synthese neuer Viruspartikel,
die letztendlich die infizierte Wirtszelle verlassen und neue Wirtszellen infizieren kbnnen.
Der Replikationszyklus wird im Text naher erlautert. HA, Hamagglutinin; NA,
Neuraminidase.

Die funktionelle Balance der Proteine NA und HA kann die Effektivitat einer Infektion
entscheidend beeinflussen. Die N-Glykosylierung in der Nahe der HA-

Rezeptorbindestelle reguliert die Bindungsaffinitat. Eine Abnahme der Oligosaccharide
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fuhrt zu einer Steigerung der Rezeptoraffinitdt und erschwert das Ldsen durch die
Neuraminidase erheblich (Ohuchi et al., 1997). Eine aktivere NA ist notwendig um eine
weitere Infektion zu ermdglichen. Im Gegenteil dazu kann mit steigender N-
Glykosylierung und somit sinkender Rezeptoraffinitdt des HAs schon eine weniger aktive
Neuraminidase ausreichen, um die Freisetzung neuer Viruspartikel zu gewahrleisten
(Klenk et al., 2002; Wagner, Matrosovich et al., 2002). Zudem ist die N-Glykosylierung
des HAs von Bedeutung fir eine effiziente Replikation in Influenza-A-Viren (Wagner,
Heuer et al., 2002).

1.2.5 Antivirale Wirkstoffe

Virostatika hemmen die Vermehrung von Viren. In der Therapie gegen Influenza bieten
verschiedene Angriffspunkte eine Mdglichkeit die Virusvermehrung einzuschranken: das
initiale Andocken, das Verschmelzen mit der Wirtsmembran und die Dekodierung, die
Transkription, Translation, Proteinsynthese und im letzten Schritt das Abschnlren und
Freisetzen neuer Viruspartikel. Eine Ubersicht dazu beschreibt De Clercq in seinem
Review (De Clercq, 2006). Es werden die Wirkstoffe néher erldutert, die in der antiviralen
Therapie gegen Influenza zur Zeit Anwendung finden. Die Medikamente nehmen
Einfluss auf das Glykoprotein NA und das integrale Membranprotein M2.

Das hochkonservierte aktive Zentrum der Neuraminidase bietet einen idealen Effekt
antiviraler Wirkstoffe. Die aktuelle Forschungsgrundlage der Struktur und Interaktion mit
dem Substrat des Enzyms ermdglicht die Entwicklung neuer Substanzklassen zur
antiviralen Therapie gegen das Influenza-Virus.

In der Vergangenheit wurden viele Substanzen getestet, um die Inhibition der
Neuraminidase in vitro als auch in vivo zu optimieren. Magesh und Ando haben
zusammenfassend eine gute Ubersicht erarbeitet, auf die im folgenden Abschnitt
eingegangen wird (Magesh and Ando, 2013). Das Spaltprodukt des Enzyms, N-
Acetylneuraminsaure, ist ein schwacher kompetitiver Inhibitor der Sialidase (Walop et
al., 1960). Die Substitution durch Fluor am Cs;-Atom (Hagiwara et al., 1994) und S-
glykosidische Verbindungen mit Sialinsdureanaloga (Suzuki et al., 1990) konnten die
inhibitorische Wirkung steigern. DANA (Neu5Ac2en), ein Ubergangszustand-Analoga,
zeigte eine noch bessere Wirkung als zuvor entwickelte Analoga (Meindl et al., 1974)
und war in Zukunft entscheidend fir die Entwicklung neuer Derivate. Zanamivir, ein
Guanidin-Derivat von DANA (4-guanidino-Neu5Ac2en, GG167), wurde 1993 auf Basis
der Kristallstruktur der Influenza-Virus Sialidase digital entworfen und stellte sich als
hocheffektiver kompetitiver Inhibitor der Sialidase heraus. Auch in Zellkultur- und
Tierversuchen konnte die Replikation des Virus unterbunden werden. Die 4-Guanidin-

Gruppe besetzt eine kleine Tasche des aktiven Zentrums der Neuraminidase und

18



interagiert mit den sauren Aminosaureresten von Glu-119, Asp-151 und Glu-227 (Taylor
et al., 1998; von ltzstein et al., 1993). Die hohe Polaritadt des Moleklls und die niedrige
Bioverfligbarkeit erfordern die Aufnahme des Substrats Uber Inhalation, um die Infektion
direkt entscheidend beeinflussen zu kdnnen (Smith PW et al., 1998). Es sind nur wenige
Resistenzen gegen Zanamivir bekannt. Aus einer Analyse von 391 Influenza-A-H1N1-
Viren im asiatischen Raum aus den Jahren 2006 bis 2008 konnten bei lediglich 2,3 %
der Viren eine reduzierte Empfindlichkeit gegentber Zanamivir festgestellt werden. Es
handelte sich um eine GIn-136-Lys(Q136K)-Mutation (Hurt et al., 2009).

Auf der Suche nach einem potenten oralen Neuraminidaseinhibitor wurde ein
Cyclohexanring als Grundlage verwendet, der chemisch wie enzymatisch stabil ist und
Modifikationen erlaubt. Dabei wurde ein 3-Pentyl-Analoga, GS-4071, gefunden, das eine
enorme Bindungsfahigkeit zeigte. Die Besonderheit von GS-4071 ist die hydrophobe
Wechselwirkung der 3-Pentyl-Seitenkette mit dem Enzym, wobei eine der Ethylgruppen
mit den Aminosauren lle-222, Arg-224 und Ala-246 interagiert. Die andere Ethylgruppe
der 3-Pentyl-Seitenkette erméglicht, durch Rotation der Seitenkette von Glu-276, die
Bindung einer hochpolaren Region (Kim CU et al., 1997; Lew et al., 2000). Die orale
Bioverflgbarkeit von GS-4071 bei Ratten lag allerdings bei unter 5%, intravends bei
100%. Durch weitere Forschung gelang die Entwicklung von Oseltamivir (GS-4104), die
korrespondierende Ethyl-Ester-Prodrug von GS-4071. Die orale Bioverfligbarkeit konnte
bei Ratten immens gesteigert werden und war 5 mal héher als das Vorlaufermolekdl (Li
W et al., 1998). Im Gegensatz zu Zanamivir treten bei Oseltamivir regelmafig Falle von
resistenten Influenza-A-Stdmmen auf. In einer deskriptiven Studie konnten resistente
H3N2 Viren bei Kindern, die wahrend der Erkrankung mit Oseltamivir behandelt wurden,
isoliert werden. 18% der Patienten zeigten Mutationen, 6 Patienten in Position 292
(Arg292Lys) und 2 in Position 119 (Glu119Val). Die Resistenz wurde bereits am 4. Tag
nach der Behandlung entdeckt (Kiso et al., 2004).

Der dritte antivirale Wirkstoff, der zur Verwendung gegen Influenza A Anwendung findet,
ist Amantadin, ein trizyklisches, primares Amin. Es ist das erste zugelassene
Virostatikum gegen Influenza, dessen Wirkung bereits in den 60er Jahren untersucht
und Ende der 60er zur Behandlung in einer Studie verabreicht wurde (Davies et al.,
1964; Grunert et al., 1965; Windfield et al., 1969). Mit der Blockade des M2-
Protonenkanals kann die Aufnahme der Viruspartikel in das Zytoplasma durch das
Verschmelzen mit der Endosomenmembran vermieden werden (Duff and Ashley, 1992;
Wang et al., 1993). Schnell treten bei Behandlung mit Amantadin hochfrequentierte
Resistenzen auf, die auf einzelne Aminosauresubstitutionen zuriuckzufihren sind
(Shiraishi et al., 2003).
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Ein anderer Ansatz fir die Entwicklung neuer Inhibitoren beruht auf der Basis naturlicher
Oligosaccharide, die terminale Sialinsaureresiduen tragen (Matrosovich and Klenk,
2003). Denn ausschlaggebend fur die Bindung des Rezeptors bzw. die Spaltung des
Substrats ist neben der Grundstruktur der Sialinsaure auch der an sie gebundene Zucker
und die daran anschlieRende Struktur (Sun, 2007). Die Idee der hier vorliegenden Arbeit
war es, die natlrlichen Struktureigenschaften der Glykokonjugate einer Lungenzelllinie
zu nutzen, diese kiinstlich zu verandern und deren inhibitorischen Effekt als potentielles
Virostatikum zu testen. Eine Moglichkeit, Resistenzen zuklnftig zu vermeiden und die
natlrliche Schutzfunktion des Mukus zu starken (Lamblin and Roussel, 1993). Gerade
die Ergebnisse der Forschungsgruppe um Keppler klangen sehr vielversprechend.
Zumal die resistente Wirkung gegenliber dem Virus nicht ausreichend geklart werden
konnte (Keppler et al., 1998). Diese Arbeit knlipft an die Ideen und Ergebnisse dieser
Forschungsgruppe an und schildert die Entwicklung neuer méglicher Inhibitoren gegen

das Influenza-A-Virus.

20



2 Zielsetzung

Zahlreiche Beispiele der Vergangenheit demonstrieren, welch verheerende
Auswirkungen Infektionen durch das Influenza-Virus haben kdnnen. Wa&hrend der
initialen Infektion und dem Verlassen infizierter Wirtszellen, sind endstandige
Sialinsauren der Zelloberflache essentiell fir das Virus. Das Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, kunstlich sialylierte Glykokonjugate anzureichern und diese als potentielle
Virostatika zu untersuchen.
Dabei waren die folgenden Punkte richtungsweisend:
- Inwiefern metabolisieren alveolare A549-Zellen kiinstliche ManNAc-Analoga und
wie kann die Metabolisierung gesteigert werden?
- Koénnen Neuraminidasen kinstlich veranderte Sialinsduren von Glykokonjugaten
der A549-Zellen spalten?
- Entwicklung eines Protokolls zur Herstellung und Anreicherung kunstlich
sialylierter lungenspezifischer Glykokonjugate.
- Beeinflussen die kinstlichen Glykokonjugate die Aktivitat der Neuraminidase?
- Welche Auswirkung haben die kinstlichen Glykokonjugate auf die initiale
Infektion des Influenza-Virus?
- Haben die kinstlichen Glykokonjugate Einfluss auf die multizyklische Replikation

des Influenza-Virus?
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.141

Primarantikorper:

Antikorper

Kaninchenserum a-HI9N2 (polyklonal)

Sekundarantikorper:

Ziege a-Kaninchen-IgG, HRP-gekoppelt

3.1.2 Chemikalien

Institut far Virologie Marburg,

Immunisierung eines Kaninchens mit dem
Virus A/quail/Shantou/2061/00 (HON2)

DAKO, Golstrup, Danemark

Das im Rahmen der Laborarbeit verwendete Wasser wurde durch eine ,Merck Millipore

Elix-3-Anlage® vorgereinigt,

Wasseraufbereitungssystem

anschlieend mit
(Merck, Darmstadt,

analytische Verfahren rein aufgearbeitet.

Produktname
1,2-Diamino-4,5-
Methylendioxybenzol (DMB)

2’-(4-Methylumbelliferyl)-a-D-N-

Acetyl-Neuraminsaure
(MUNANA)
2-Mercaptoethanol
Albumin Fraktion V
Acetonitril (ACN)
Ammoniumacetat

Ammoniumbicarbonat

Calciumchlorid (CaCl,)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat
(NazHPO,)

Ethanol 99,9%

Firma
Dojindo
Laboratories
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

Fluka Analytical -

Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Riedel deHaen,
Sigma-Aldrich

einem

Deutschland)

Sitz

Kumamoto

Taufkirchen

Taufkirchen
Karlsruhe
Karlsruhe
Karlsruhe

Taufkirchen
Darmstadt
Taufkirchen

Karlsruhe

Munchen

,Mili-Q Advantage A10“

entsalzt und fur

Land

Japan

Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland
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Ethanol vergallt
Eisessig
Essigsaureanhydrid
Glycin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2POy)

Methanol
Monosaccharidstandards:
Neu5Ac, Neu5Gc, KDN
Natriumacetat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrosulfit
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumtetraborat-Dekahydrat
Oseltamivircarboxylat
Paraformaldehyd (PFA)
Pferdeserum
Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

Pyridin

Salzsaure

Stickstoff, flissig
Trifluoressigsaure
Trishydroxymethylaminomethan
(TRIS)

Triton X-100

Tween 80

3.1.3 Enzyme

Enzym

Carl Roth

Merck

Sigma-Aldrich
Carl Roth

Fluka Analytical -
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth

Merck

Sigma-Aldrich

Merck

Carl Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roche

Serva

Sigma-Aldrich
Carl Roth

Sigma-Aldrich

Merck
Linde

LGC Promochem
Carl Roth

Serva

Sigma-Aldrich

Tosyl phenylalanyl chloromethyl keton

(TPCK)-Trypsin
Trypsin/EDTA

Firma

Stratagene

Gibco

Karlsruhe
Darmstadt
Taufkirchen
Karlsruhe

Karlsruhe

Karlsruhe

Karlsruhe

Darmstadt

Taufkirchen

Darmstadt
Karlsruhe
Taufkirchen
Taufkirchen
Taufkirchen
Ludwigshafen
Heidelberg
Taufkirchen

Karlsruhe

Taufkirchen
Darmstadt
Pullach
Wesel

Darmstadt

Heidelberg

Taufkirchen

Sitz

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Land

Heidelberg | Deutschland

Karlsruhe

Deutschland
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Trypsin Typ Xl vom bovinen Pankreas

Influenza-A-
H1N1(A/California/04/2009)-

Neuraminidase / NA (Active)

Influenza-A-H3N2(A/Babol/36/2005)-
Neuraminidase / NA (N294 mutation)

(Active)
Influenza-A-H5N1(A/Anhui/1/2005)-
Neuraminidase / NA (Active)
Influenza-A-H7N7
(A/Netherlands/219/03)-

Neuraminidase / NA (Active)

3.1.4 Influenza-A-Stamm
H1N1 (A/Hamburg/5/09)

3.1.5 Reaktionsansatze (Kits)
Reaktions-Kit

Pierce™ 660nm Protein Assay Kit

True Blue™ Peroxidase Substrat

3.1.6 Puffer und Léosungen
10x PBS 1|

Ca-Tris Buffered Saline (TBS)-Puffer

ELISA-Puffer

Sigma-Aldrich

Sino Biological

Sino Biological

Sino Biological

Sino Biological

Munchen

Beijing

Beijing

Beijing

Beijing

Deutschland
China

China

China

China

Institut flr Virologie Marburg, Deutschland

Firma

Thermo Fisher
Scientific

KPL

Sitz Land
Waltham, U.S.A.
Massachusetts
Maryland U.S.A.

80 g (1,37 M) NaCl
2 g (0,027 M) KCl

14,4 (0,12 M) Na,HPO,
2,4 (0,12 M) KH,PO,

ad 11H,0

4 mM CaCl,
20 mM TRIS
0,85 % NaCl
pH 7,0
PBSger

10 % Pferdeserum

0,1 % Tween
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PBSer

MUNANA-Stopp-Puffer

Natrium-Acetat Puffer

Natrium-Borat Puffer

DMB-Markierung
DMB-Puffer

0,2 g KCI

8 g NaCl

1,15 g Na,HPO,

0,2 g KH,PO,

ad 11H,0

0,1 M Glycin

25 % Ethanol

pH 10,7

40 mM Natriumacetat
pH 5,5

0,2 M Natriumtetraborat-Dekahydrat
pH 8

18 mM Natriumhydrosulfit (31,3 mg)
1 M Mercaptoethanol (700,7 ul)

40 mM Trifluoressigsaure (30,8 pl)

ad 10 ml dH,O

DMB-Reagenz

1,22 mg DMB frisch in 1 ml DMB-Puffer I16sen

Verdiunnte DMB-Reagenz

dH,O : DMB

3.1.7 Zelllinien

A549 permanente Zelllinie aus einem humanen Adenokarzinom der Lunge
(Cell Lines Service, Eppenheim, Deutschland) (Giard et al., 1973)

Calu-3 permanente Zelllinie aus einem metastatischen Adenokarzinom der

Lunge eines 25-jahrigen kaukasischen Mannes (ATCC®-HTP-55)

MDCK(H/Il) | permanente Epithelzelllinie der Niere eines weiblichen Cockerspaniels
(Mardin-Darby canine kidney, ATCC®-CCL-34)
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3.1.8 Zellkulturzusatze

Die verwendeten Zuckervorlaufermolekile O-Acs-ManNProp und O-Acs,-ManNBut

wurden im Labor der AG PD Dr. Galuska, Biochemisches Institut der Justus-Liebig-

Universitat GielRen, hergestellt (Bayer et al., 2013).

Produktname

Avicel

Bovines Serumalbumin (BSA) 30 %

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / F-12

(DMEM/F-12)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)

Fetal Bovine Serum (FBS)

L-Glutamin

Modified Eagle’s Medium (MEM, 2x)
Penicillin/Streptomycin (5.000 U/ml)

Penicillin/Streptomycin/Glutamin (10.000 U/ml)

RPMI 1640, L-Glutamine

3.1.9 Zellkulturmedien
Wachstumsmedium A549

Wachstumsmedium Calu-3 / MDCK (H/Il)

Hungermedium

Infektionsmedium

Uberschichtungsmedium

Avicel-Medium

Firma @ Sitz Land
Sigma- | Taufkirchen | Deutschland
Aldrich

Gibco | Karlsruhe Deutschland
Gibco | Karlsruhe Deutschland
Gibco | Karlsruhe Deutschland
Gibco | Karlsruhe Deutschland
Gibco | Karlsruhe Deutschland
Gibco | Karlsruhe Deutschland
Gibco | Karlsruhe Deutschland
Gibco | Karlsruhe Deutschland
Gibco | Karlsruhe Deutschland
Gibco | Karlsruhef | Deutschland

RPMI 1640 L-Glutamin; 10 % FBS;

1 % Penicillin/Streptomycin/Glutamin
DMEM bzw. DMEM/F-12; 10 % FBS;
1 % Penicillin/Streptomycin;

1 % L-Glutamin

RPMI 1640 L-Glutamin; 1 % FBS;

1 % Penicillin/Streptomycin/Glutamin
DMEM; 0,1 % BSA; 1 % Penicillin/
Streptomycin; 1 % L-Glutamin

2x MEM; 0,6 % BSA; 2 % Penicillin/
Streptomycin; 2 % L-Glutamin

dH.0; 2,5 % Avicel (weight/volume);

1:1 mit Uberschichtungsmedium

26



3.1.10 Laborgerite

Laborgerat

Analysenwaage

Brutschrank

Bunsenbrenner

Cell disruptor

Feinwaage
Gluhofen
Heiz-Magnet-
Ruhrer
HPLC-
Anionenaus-
tauschersaule
HPLC-
C-18-Saule

HPLC-
Fluoreszenz-
detektor
HPLC-
Hochdruck-

pumpe

HPLC-Interface

Box
HPLC-
Steuerungs-

einheit

Kihlzentrifuge

Produktname
Mettler AJ 150
Biocenter 2001

Fireboy eco

B 15

Mettler M5
Heraeus K1253
Ikamag Reo
Motor

DNAPac PA
100

Supershper 100

RP-18
entkappte
LiChroCART
250-2 Saule
Jasco FP 2020

Plus

Knauer HPLC-
System,

Smartline Pump

1000

Knauer
Interface Box
IF2

Knauer HPLC-
System,
Smartline
Manager 5000
Universal 32 R

Firma
Mettler-Toledo
SalvisLab
Renggli
INTEGRA
Bioscences
Branson,
Sonifier
Mettler-Toledo
Heraeus
IKA-Werke

Thermo Fisher

Scientific

Merck

JASCO

Knauer

Knauer

Knauer

Hettich

Sitz
Greifensee
Rotkreuz
Biebertal
Dietzenbach
Greifensee
Hanau

Staufen

Waltham,

Massachusetts

Darmstadt

Gross-Umstadt

Berlin

Berlin

Berlin

Tuttlingen

Land
Schweiz

Schweiz

Deutschland

Deutschland

Schweiz

Deutschland

Deutschland

U.S.A.

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland
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Laborspritze 50 pl, fixierte Unimetrics Texas U.S.A.
Nadel Corporation

Lichtmikroskop | Leica DMIL Leica Wetzlar Deutschland
090-135.001

Lyophilisator Leybold- Oerlikon Kdln Deutschland
Heraeus Leybold
GT2A Vacuum

Multifunktions- | Tecan Infinite Tecan Group Manndorf Schweiz

Mikrotiter- M200 AG

platten-

Lesegerat

pH-Messgerat FE 20/EL 20 Mettler-Toledo | Greifensee Schweiz

Pipetten 10 ul, 100 pl, Eppendorf Hamburg Deutschland
200 pl, 1000 pl

Pipettierhilfe neoPipette neolab Heidelberg Deutschland

elektronisch Controller

Rattler Reax 1 Heidolph Schwabach Deutschland

Sicherheits- Gelaire TC 48 Gelaire Flow Meckenheim Deutschland

werkbank

Speed-Vac JouanSA RC Thermo Fisher | Waltham, U.S.A.
1010 Scientific Massachusetts

Thermo- Thermomixer Eppendorf Hamburg Deutschland

Schittler comfort

Tischzentrifuge | Galaxy 14D VWR Darmstadt Deutschland

Trocken- Binder ED 240 | Binder Tuttlingen Deutschland

schrank

Ultraschallbad | Sonorex BANDELIN Berlin Deutschland

Zahlkammer Neubauer Marienfeld Lauda Deutschland

nach Neubauer | improved Kdnigshofen

3.1.11 Programme

Programm Firma Sitz Land

EuroChrom 2000 Knauer Berlin Deutschland

i control — Microplate Reader Tecan Mannedorg Schweiz
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3.1.12 Verbrauchsmaterialien
Produktname
Deckel (8mm) und Membran
(Silikon, Polytetrafluorethylen)
fur Vial
Gaskartusche, BUTAN 10 CV
360
Glasvial, konisch, FLK 101.244
Glasvial, konisch, 8004-NM-
H/\V15p
Kryoréhrchen, 2ml, T309 2A

Mikrotiterplatte, schwarz

Pasteurpipetten, 23mm
Pipettenspitzen (10, 200, 1000
Hl)

Polypropylenréhrchen 15 ml
Polypropylenréhrchen 50 ml

Reaktionsgefalie 0,5 ml
Reaktionsgefalle

1,5 ml

Reaktionsgefalie

2ml

Serologische Pipetten (2, 5,
10, 25 ml)
Zellkulturflasche, 75 cm?,
Cellstar

Zellkulturplatten (24, 96
Vertiefungen)
Zellkulturschale,

58 cm?

Zellschaber, 28 cm

Firma

VWR

Campin Gaz

TECHLAB
Glastechnik
Grafenroda
Simport Scientific
Nunc, Sigma-
Aldrich

Carl Roth
Sarstedt

Greiner Bio-One

Corning,

Centristar

Sarstedt

Eppendorf

Sarstedt

Sarstedt

Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Sarstedt

Greiner Bio-One

Sitz

Darmstadt

Hattersheim

Braunschweig

Grafenroda

Bernard-Pilon

Taufkirchen

Karlsruhe

NUmbrecht

Kremsmunster

Corning, New

York

Nimbrecht

Hamburg

NUmbrecht

NUmbrecht

Kremsmunster

Kremsmunster

NUmbrecht

Kremsmunster

Land

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Kanada

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Osterreich
U.S.A.

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Osterreich

Osterreich

Deutschland

Osterreich
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3.2 Peracetylierung von N-Acyl-Monosacchariden

Die Peracetylierung der Hydroxylgruppen von ManNProp und ManNBut lief wie folgt ab:
Die trockenen Proben wurden in 100 yl Pyridin aufgenommen und durch Zugabe von
400 ul Essigsaureanhydrid tGber Nacht unter Argon bei 37°C inkubiert. Am Folgetag

wurden die Proben unter Stickstoffstrom getrocknet.

3.3 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeitsverfahren wurden stets unter Steriltechnik vorgenommen,
um eine aseptische Arbeitsweise zu gewahrleisten und unerwiinschte Kontaminationen
zu verhindern. Die Arbeiten im Bereich der Zellkultur fanden unter einer
Sicherheitswerkbank statt. Verwendete Gegenstande, Ldsungen und
Verbrauchsmaterialien wurden physikalisch sterilisiert (Glihofen bei 500°C;
Sterilfiltration Millipore Membranfilter (0,2 ym Porengrof3e); Gammastrahlung durch
Hersteller; Autoklav). Der Brutschrank hatte eine Temperatur von 37 °C,

Gaskonzentration von 5 % CO, und eine relative Luftfeuchte von 85 %.

3.3.1  Kultur und Passage adharenter eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung erfolgte in Kulturflaschen von 75 cm?®. Fiir die Inkubation mit
peracetylierten ManNAc-Analoga wurden Kulturschalen (58 cm?) verwendet.

Kurz vor Erreichen der vollstdndigen Konfluenz erfolgte die Passage der Zellen. Das
verbrauchte Kulturmedium (Kulturmedium entspricht Vollmedium bzw. Wachstums-
medium) sowie zugrunde gegangene Zellen wurden entsorgt. Im Anschluss wurden die
Zellen mit 8-10 ml erwarmten (37 °C) Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
gewaschen. DPBS wurde verworfen. 75 cm? Kulturoberfliche wurde mit 2-3 ml einer
Trypsin-EDTA-L6sung behandelt. Trypsin 16st Zell-Matrix-Verbindungen, wahrend
EDTA die Zell-Zell-Verbindungen trennt. Dadurch konnte die adhdrente Monolayerkultur
schonend im Brutschrank (37 °C, 2-3 min) vom Boden der Kulturschale geldst werden.
Die Reaktion wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Nach vollstdndigem Abldsen
der Zellen wurde unter Zusatz von 8 ml Kulturmedium (37 °C) die Reaktion gestoppt.
Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Kunststoffrohrchen Gberflihrt und fir 3 min bei
1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das
gewonnene Zellpellet wurde mit 1 ml frischem Kulturmedium resuspendiert. Die
homogene Zellsuspension wurde mit 10 ml frischem Kulturmedium 1:3, 1:5 oder 1:10

auf eine neue Kulturschale bzw. -flasche aufgetragen.
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3.3.2 Langzeitlagerung — Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen

Eine Mdglichkeit zur nahezu unbegrenzten Aufbewahrung der Zellen und gleichzeitigen
Aufrechterhaltung der Vitalitat bietet die Kryokonservierung. Die Flussigphase des
Stickstoffes hat eine Temperatur von -196 °C, die Gasphase -155 °C. Ab einer
Temperatur von -130 °C laufen in den Zellen keine biochemischen Reaktionen mehr ab.
Zudem werden Kontamination, Seneszenz, genetische Drifts und andere unerwiinschte
Vorgange verhindert. Daher ist eine Lagerung der Zellen im Stickstofftank zu empfehlen.
Um die Bildung von schadigenden Eiskristallen wéahrend des Einfrierprozesses zu
verhindern, wurden die Zellen unter anderem in dem Frostschutzmittel DMSO gelagert.
Das Wasser der Zellen wurde dadurch gebunden und verdrangt. Das Einfriermedium
bestand aus zwei Lésungen:

Losung 1: 80 % serumfreies Medium, 20 % DMSO und

Ldsung 2: 60 % serumfreies Medium und 40 % fetales Kalberserum.

Die Lésungen wurden steril filtriert und auf Eis gelegt. Zum Einfrieren sollten sich die
Zellen in der spaten log-Phase befinden. Die Zellen wurden trypsiniert, in Suspension in
ein 15 mL Réhrchen lbertragen und zentrifugiert (siehe 3.3.1). Der Uberstand wurde
verworfen. Das Zellpellet wurde in 500 ul Lésung 1 aufgenommen und im Kryoréhrchen
resuspendiert, anschlieRend zusatzlich mit 500 ul Lésung 2. Die Zellen wurden so bei
-80 °C flir 24 Stunden in Isopropanol uberflhrt. Danach konnten die Zellen bei -196 °C
im Stickstofftank gelagert werden.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese zigig, um Zellschadigungen durch das DMSO
zu verhindern, im Wasserbad (37 °C) erwarmt. Die Zellsuspension wurde in 9 ml
Vollmedium (37 °C) resuspendiert, anschlieBend zentrifugiert (3 min, 1000 x g) und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 10 ml frischem Vollmedium aufgenommen,

resuspendiert und auf eine neue Kulturschale ausgesat.

3.3.3 Zellzahlung mittels improved-Ziahlkammer nach Neubauer

Die Zellen wurden wie beim Passagieren beschrieben (siehe 3.3.1) mit DPBS
gewaschen und durch eine Trypsin/EDTA Ldsung von der Kulturoberflache geldst.
Dadurch wurden zugrunde gegangene von vitalen Zellen separiert. Die Zellen wurden in
1 ml Vollimedium aufgenommen und 1:2 — 1:10 verdunnt. Der richtige Sitz des
Deckglases auf der Z&hlkammer konnte durch das Erscheinen von Newtonschen Ringen
kontrolliert werden. 10 ul der verdiinnten Zellsuspension wurden in den Zwischenraum
abgegeben. Das Zahlgitter der Neubauer improved-Zahlkammer besteht aus 3 x 3
GroRquadraten, die jeweils eine Flache von 1 mm? bestitzen. Aus den gezéhlten Zellen
der vier Eckquadranten wurde die Gesamtzellzahl anhand der folgenden Formel

berechnet.
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Y. Zellzahl der 4 Eckquadrate
4

x Verdiinnung = Mittelwert Zellzahl/mm?3

Mittelwert Zellzahl/mm® x 10*

Zellzahl/ml

Zellzahl/m1 X Volumen der Zellsuspenion = Gesamtzellzahl

Durch die Bestimmung der Gesamtzellzahl war es moglich eine definierte Zellzahl durch
das jeweilige Volumen zu bestimmen. Um das Zellwachstum zu berechnen, wurde eine
definierte Zellzahl ausplattiert und die Gesamtzellzahl nach 48 Stunden erneut

berechnet.

3.3.4 Inkubation mit peracetylierten ManNAc-Analoga

Zum Etablieren eines ertragreichen und effizienten Protokolls wurden Inkubationszeit,
Zusatz des Zellmediums und Konzentration der ManNAc-Analoga variiert. Im Folgenden
ist das Protokoll geschildert, das fur die Versuche mit Neuraminidasen (siehe 3.5) und
zur Gewinnung von klnstlichen Glykokonjugaten (siehe 3.6) verwendet wurde. Die
Zellen wurden in Kulturflaschen (75 cm?) gezogen und auf Kulturschalen (58 cm?) mit

den jewiligen Analoga inkubiert.

1:3 1:3
Vollmedium, Hungermedium, Mediumwechsel:
mit/ohne mit/ohne Hungermedium,
ManNAc- ManNAc- mit/ohne
Analoga Analoga ManNAc-Analoga

Abbildung 3.1 Inkubation mit/ohne peracetylierte/n ManNAc-Analoga

Das Rechteck bzw. die Kreise stellen die Kulturflasche und -schalen dar. Weiterhin sind
Medium, ManNAc-Analoga und Inkubationszeit dargestellt. Am Ende des Protokolls sind
die Ausbeute 3 Kulturschalen der Kontrolle (unbehandelt — ohne Sialinsdurevorlaufer),
3 Kulturschalen O-Acs-ManNProp-behandelter Zellen und 3 Kulturschalen O-Ac;-
ManNBut-behandelter Zellen.

Die synthetisierten und peracetylierten ManNAc-Analoga (O-Acs-ManNProp, O-Ac,-

ManNBut) waren in Ethanol gelést. 100 pl 5 mM der Analoga wurden auf eine
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Kulturschale aufgetragen. Nach Verdunsten des Alkohols bei Raumtemperatur wurden
A549-Zellen 1:3 mit 10 ml Vollmedium (entspricht dem Wachstumsmedium) auf eine
Kulturschale ausgesat. Die Konzentration der ManNAc-Analoga im Kulturmedium lag
somit bei 50 yM. Die Zellen wurden fir 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach 48
Stunden wurden neue Kulturschalen mit den jeweiligen ManNAc-Analoga (100 pl, 5 mM)
vorbereitet. Die bereits inkubierten Zellen wurden erneut 1:3 passagiert und mit 10 ml
Hungermedium auf die vorbereiteten Kulturschalen aufgetragen. Die Inkubationszeit im
Brutschrank betrug 24 Stunden. Nach 24 Stunden wurde das Hungermedium
gewechselt. Die Konzentration der ManNAc-Analoga von 50 pM im Kulturmedium wurde
beibehalten. Die Inkubationszeit betrug erneut 24 Stunden. Die Zellen wurden geerntet
(siehe 3.3.5). Insgesamt nahm das Protokoll 96 Stunden in Anspruch (siehe Abbildung

3.1). Eine Kontrollzellpopulation ohne ManNAc-Analoga wurde parallel kultiviert.

3.3.5 Ernten von Zellen

Das verbrauchte Volimedium wurde verworfen. Die Zellen wurden zweimal mit 6 ml
vorgewarmten DPBS (37 °C) gewaschen. Anschliefend wurden erneut 4 ml DPBS auf
die Kulturschale aufgetragen, um die Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber von der
Oberflache zu l6sen. Die Suspension wurde in ein 15 ml Kunststoffrohrchen tberfihrt.
Danach wurde die Schale erneut mit 1 ml DPBS benetzt, um alle Rickstande
aufzunehmen und diese ebenfalls in das Kunststoffréhrchen zu Ubertragen. Sialylierte
Gykokonjugate, die flr die Analyse und weitere Behandlung von Bedeutung waren,
blieben so erhalten. Die Zellsuspension wurde fir 3 min bei 1000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entsorgt. Das erhaltene Zellpellet diente weiteren Versuchen (siehe
3.3.6).

3.3.6 Weitere Bearbeitung und Analyse des Zellpellets
Das Zellpellet wurde in drei unterschiedlichen Ansatzen bearbeitet bzw. analysiert:

- Das gewonnene Zellpellet wurde in 1 ml destillietem Wasser homogenisiert,
wovon 20 pl der Sialinsaurequantifizierung dienten (siehe 3.4).

- Das gewonnene Zellpellet wurde in 1 ml destilliertem Wasser homogenisiert. Die
Zellsuspension diente weiterer enzymatischer Versuche mit Influenza-A-
Neuraminidasen (siehe 3.5).

- Das Zellpellet diente der Aufarbeitung und Anreicherung sialylierter Glyko-
konjugate (siehe 3.6). Es wurde proteinanalytisch untersucht, trypsiniert,
fraktioniert, die Sialinsduren quantifiziert (siehe 3.4.1) und ausgewahlte Proben

fur virologische Versuche zusammengefihrt (siehe 3.7).
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3.4 Sialinsaureanalytische Methode

3.4.1 HPLC - Quantifizierung von Sialinsauren mittels C18-Saule

Die Sialinsaurequantifizierung diente zur Kontrolle und Bestimmung der zellularen
Metabolisierung artifizieller Sialinsaurevorlaufer (siehe 3.3.4), zur Untersuchung der
Aktivitdt verschiedener Influenza-A-Neuraminidasen (siehe 3.5) und im Allgemeinen

zum Berechnen der Stoffmenge bzw. der Konzentration des jeweiligen Derivats.

Pumpe ,— Autosampler

mit Proben
ey Ty
M1 M2 Saule mit Saulenofen

Fluoreszenz- ;
detektor

Mobile Phasen (M)

Interface-
Box

Computer

Abbildung 3.2 HPLC

Die verwendete HPLC-Anlage bestand aus den mobilen Phasen M1 und M2, einer
Steuerungseinheit, einer Hochdruckpumpe, einem Mixer, einem Aufgabesystem mit
Autosampler, der C18-Saule, einem Detektor, einem Analog-Digital-Wandler sowie
einem angeschlossenen Computer mit geeigneter Software zur Datenauswertung.

Die Steuerungseinheit sowie die Hochdruckpumpe steuerten den eingestellten
Gradienten, also den Fluss und den Druck, mit dem die mobilen Phasen (Laufmittel)
durch die Einheit gepumpt wurden. Dabei wurde zu Beginn durch das programmierte
Aufgabesystem die jeweilige Probe in definiertem Volumen mit dem Laufmittel auf die
Saule aufgetragen. Die UV-Detektion mit dem Fluoreszenzdetektor erfolgte bei einer
Anregungswellenlange von 372 nm und Emissionswellenldnge von 456 nm. Der Analog-
Digital-Wandler erméglichte die visuelle Wiedergabe in Form von Chromatogrammen
am Computer. Das System EuroChrom 2000 wurde fir die Prozessierung und Analyse

der erhobenen Daten verwendet.

3.4.1.1 Standardreihe und Leerwert
Zur Quantifizierung der Sialinsduren diente eine Verdunnungsreihe der
Monosaccharidstandards Neu5Ac, Neu5Gc und KDN in bekanntem Konzentrations-

verhaltnis. Der Leerwert enthielt lediglich die im Laufe der Arbeitsschritte zugefuhrten
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Reagenzien. Standards bzw. Leerwert wurden im Wechsel der zu analysierenden
Proben auf die Saule aufgetragen, um diese bei mdglichen Verschiebungen im
Chromatogramm richtig zu identifizieren. Proben, Standards und Leerwerte wurden

gleich aufgearbeitet (siehe 3.4.1.2) und werden im Folgenden als Probe bezeichnet.

3.4.1.2 Analysenvorbereitung

Zur Detektion von a-Ketosauren mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors wurden die Proben
hydrolysiert und anschlieRend mit DMB markiert (Hara et al., 1986).

Die Hydrolyse muss stattfinden, um die Monosaccharidbausteine von den jeweiligen
Konjugaten zu trennen. Zunachst wurde die zu analysierende Probe in der SpeedVac
getrocknet. Auf die trockene Probe wurden 200 pl Trifluoressigsaure (0,2 M) pipettiert.
Die Probe wurde 3 Minuten im Ultraschallbad inkubiert und anschlieRend bei 80 °C im
Heizofen fir 2 Stunden hydolysiert. Nachdem die Probe auf Raumtemperatur abgekuihit
war, wurde sie in der SpeedVac erneut trocken gezogen.

Im nachsten Schritt wurde die Probe mit DMB markiert. Die trockene Probe wurde in
80 pl frisch angesetzter, verdinnter DMB-Reagenz aufgenommen, fir 3 Minuten im
Ultraschallbad durchmischt und fir 2 Stunden bei 55 °C im Heizofen derivatisiert.

DMB besitzt 2 freie Aminogruppen, die vor allem mit Ketogruppen reagieren. Ein
konjugiertes, optisch aktives Ringsystem entsteht bei Reaktion einer Amino- mit einer
Carboxylgruppe und der anderen Amino- mit einer Ketogruppe. Bei Sialinsauren findet
sich diese spezifische Struktur an den Atomen C; (Carboxylgruppe) und C,
(Ketogruppe), woraus eine hochselektive Fluoreszenzmarkierung resultiert.

Die Reaktion wurde nach Abkuhlung der Proben auf Raumtemperatur durch Addition
von 20 ul 0,2 M NaOH gestoppt.

3.4.1.3 Losungen und Gradient - Umkehrphase

Die DMB markierten Proben wurden durch eine Superspher 100 RP-18 entkappte
LiChroCART 250-2 Saule bei einer Saulentemperatur von 40 °C getrennt. Die
Separation erfolgte bei einer Flussrate von 0,35 ml/min mit den mobilen Phasen (M):
M1: ACN/MeOH/dH,O/TFA (4:4:91,9:0,1 (v:v:v) )

M2: ACN/MeOH/dH,O/TFA (45:45:9,9:0,1 (v:v:v) ).

Es wurde folgender Gradient verwendet: tsmin= 100 % M1, toomin= 96 % M1, t4omin= 55 %
M1, teomin= 10 % M1, ts1min = 0% M1, t75min=0 % M1, t76min= 100 % M1, toomin = 100 % M1.
Gewaschen wurde mit der mobilen Phase M2.

Wurde zur Quantifizierung der Siailinsduren einer Probe ein anderer Gradient
verwendet, ist dies in der jeweiligen Abbildung zusatzlich erwdhnt. Der dargestellte

Gradient wurde im Rahmen der Arbeit etabliert und ermoéglichte, vor allem bei
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zusatzlicher Anwendung von Neuraminidasen, eine gute Darstellung der synthetisierten

kinstlichen Sialinsduren mit verlangerter N-Acylseitenkette.

3.4.1.4 Probenanalyse

Die Stoffmenge der Sialinsduren bzw. Sialinsdurederivate in den zu analysierenden
Proben konnte anhand verschiedener bekannter Stoffmengenkonzentrationen bzw.
Stoffmengen der Standardreihe bestimmt werden (siehe 3.4.1.1). Dazu wurde die
bekannte Stoffmenge der Standards gegen die jeweilige Flache der Peaks im
Chromatogramm aufgetragen und eine Kalibrierungsgerade erstellt (siehe Abbildung
3.3). Mit der Formel der Kalibrierungsgerade wurde anschlieBend anhand der
Peakflache unbekannter Proben die Stoffmengenkonzentration bzw. die Stoffmenge
berechnet. Die Stoffmenge anderer Sialinsaurederivate (Neu5Prop, Neu5But) in Zell-
und aufgearbeiteten Proben wurde ebenfalls anhand der Peakflache von Neu5Ac
berechnet.

Zur genauen quantitativen Analyse unbekannter Proben war es notwendig, dass die zu
ermittelnde Stoffmenge im Bereich der Standards lag. Lag die Stoffmenge einer
unbekannten Probe auflerhalb der Standardreihe wurde von einer semiquantitativen
Analyse gesprochen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden lediglich zur Kontrolle

aufwendiger Zwischenschritte (siehe 3.6.3, 3.6.4) Proben semiquantitativ ausgewertet.

Kalibrierungsgerade Neu5Ac

0 [ — — P
&0 -
L T —— e
2 .
200 e
73R N Ry
g e
S "
=37 R B y = 307,35x - 0,3184
s | e R? £ 0,9999

5|t

e
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Stoffmenge Neu5Ac der Standards [nmol]

Abbildung 3.3 Kalibrierungsgerade der Standards

Hier sind eine aus den Standardproben ermittelte Kalibrierungsgerade, deren Formel
und Abweichungskoeffizient R? dargestellt. Gegen die x-Achse wurde die bekannte
Stoffmenge des jeweiligen Standards aufgetragen, gegen die y-Achse die mit der
Software berechnete Peakflache von NeuSAc. Die Formel der Geraden diente zur
Ermittlung der Stoffmenge von Sialinsauren in unbekannten Proben. Der Koeffizient
bestimmte die Abweichung in der Verdinnung der Standards und Verarbeitung der
Probe. Je ndher der Koeffizient am Wert 1 lag, umso genauer war die Auswertung und
umso héher die Verlasslichkeit der Ergebnisse.
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3.5 Inkubation homogenisierter Zellen mit Neuraminidasen des

Influenza-A-Virus

3.5.1 Inkubation mit Neuraminidasen

A549-Zellen wurden mit den peracetylierten ManNAc-Analoga O-Acs-ManNProp und O-
Acs-ManNBut inkubiert (siehe 3.3.4) bzw. blieben unbehandelt. Das gewonnene
Zellpellet (siehe 3.3.5) wurde in 1 ml Aqua dest. aufgenommen. 70 pl der
homogenisierten Zellen wurden mit einer Ezymeinheit der jeweiligen Influenza-A-
Neuraminidase inkubiert. Die Reaktion lief in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) bei
einem pH-Wert von 7,4 und einer Temperatur von 37 °C flr 3 Stunden ab.

Der Kontrolle dienten A549-Zellen, die ebenfalls mit peracetylierten ManNAc-Analoga
inkubiert wurden bzw. unbehandelt blieben. Die Kontrolle enthielt kein Enzym und wurde
ebenfalls mit phosphatgepufferter Salzlésung unter den gleichen Bedingungen
mitgefuhrt.

Aus jeder Probe wurden 2 mal 10 yl entnommen, wobei nur eine Probe reduziert wurde.
Die Proben wurden in der SpeedVac getrocknet. Die Reduktion ist in Abschnitt 3.5.2

erlautert.

Inkubation mit Neuraminidasen
Reduktion freier Sialinsduren
- e / o I anead
—————————)
PBS,3h,37°C
\‘ Keine Reduktion

Reduktion freier Sialinsauren

ManNProp- + Neuraminidase
I ———————
behandelt PBS,3h,37°C
’ \ Keine Reduktion

- + Neuraminidase / Reduktion freier Sialinsduren

PBS,3h, 37°C \ Keine Reduktion
Abbildung 3.4 Ubersicht zur Inkubation mit Neuraminidasen
Die Zellen, mit und ohne Inkorporation peracetylierter ManNAc-Analoga, wurden
homogenisiert und sind hier farbig dargestellt. Die Proben wurden jeweils mit
unterschiedlichen Neuraminidasen inkubiert (in PBS, fir 3 Stunden bei 37 °C). Es

wurden 2 Aliquots der enzymbehandelten Probe entnommen, wobei eine Probe
reduziert wurde.
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Kontrolle - ohne Enzym
- / Reduktion freier Sialinsduren
———————
PBS,3h, 37 °C
\‘ Keine Reduktion

Reduktion freier Sialinsauren

ManNProp- <

behandelt PBS,3h, 37 °C

Keine Reduktion

Reduktion freier Sialinsduren

————————) /
- PBS,3h,37°C \ Keine Reduktion

Abbildung 3.5 Ubersicht der Kontrolle

Die Zellen, mit und ohne Inkorporation peracetylierter ManNAc-Analoga, wurden
homogenisiert und sind hier farbig dargestellt. Alle Proben wurden fir 3 Stunden bei
37 °C in PBS inkubiert. Es wurden 2 Aliquots der unbehandelten Probe entnommen,
wobei eine Probe reduziert wurde.

3.5.2 Reduktion freier Sialinsauren und Probenvorbereitung

Die Reduktion freier Sialinsauren war notwendig, um freie von gebundenen Sialinsauren
zu unterscheiden und somit Ruckschlisse auf die vom jeweiligen Enzym abgespaltenen
Sialinsauren ziehen zu kénnen.

Reduktion:

Zur Reduktion der a-Ketogruppe freier Sialinsduren wurde die getrocknete Probe in
50 pyl 40 mM Natrium-Acetat-Puffer (pH 5,5) geldst. Dazu wurden 4 pl Aqua dest.
gegeben und die Probe flir 3 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Zu jeder Probe
wurden 64 ul 0,2 M Natriumborhydrid in 0,2 M Natrium-Borat-Puffer (pH 8) pipettiert. Die
Reaktion lief Gber Nacht bei 0 °C ab.

Ohne Reduktion:

Den Proben, bei denen keine Reduktion ablaufen sollte, wurde kein Natriumborhydrid
hinzugegeben. Die getrocknete Probe wurde in 50 pul 40 mM Natrium-Acetat-Puffer (pH
5,5) aufgenommen und 4 ul Aqua dest. dazugegeben. Die Probe wurde 3 Minuten im
Ultraschallbad behandelt. Im Anschluss wurden 64 ul 0,2 M Natrium-Borat-Puffer
hinzupipettiert. Die Reaktion lief Gber Nacht bei 0 °C ab.

Leerwerte mit den jeweiligen Reagenzien der ,Reduktion“ bzw. ,ohne Reduktion“ wurden
bei jedem HPLC-Lauf mitgefiihrt. Alle Proben wurden am darauffolgenden Tag in der
SpeedVac getrocknet, hydrolisiert, DMB-markiert und mittels HPLC die Sialinsauren
quantifiziert (siehe 3.4.1).
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3.5.3 Bestimmung abgespaltener Sialinsauren

Gebundene Sialinsduren kénnen durch den Ringschluss und die feste Verknipfung nicht
an der a-Ketogruppe reduziert werden. Abgespaltene und freie Sialinsauren hingegen
nehmen wahrend der Reduktion auch eine Kettenform an und kénnen dadurch an der
o-Ketogruppe reduziert werden. Die Reduktion der o-Ketogruppe freier bzw.
abgespaltener Sialinsduren verhindert eine DMB-Markierung. Dadurch wurden freie,
nicht markierte Sialinsduren spater im Chromatogramm nicht mehr sichtbar. Wurde
keine Reduktion durchgeflihrt, so wurden alle Sialinsauren, inklusive der freien, DMB-
markiert. In der Differenz zwischen der reduzierten und der nicht-reduzierten Probe
ergab sich somit die Menge freier Sialinsduren.

Mit den freien Sialinsduren konnte allerdings nicht direkt Rickschluss auf die vom
Enzym abgespaltenen Sialinsduren gezogen werden. Auch die Proben, die nicht mit
einem Enzym behandelt wurden, enthielten zu einem gewissen Anteil ungebundene,
freie Sialinsauren. Daher war es notwendig eine Kontrolle (nicht-enzymbehandelt)

mitzufuhren, die zum einen reduziert bzw. nicht reduziert wurde.

Kontrolle Enzymbehandelt

100% 100%

90% 90%
80% 80%
70% 70%
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%

0% 0%

relative Zusammensetzung der Sialinsauren [%]

Sialinsduren Sialinsduren

relative Zusammensetzung der Sialinsauren [%]

freie Sialinsauren freie Sialinsauren
ufreie abgespaltene Sialinsduren = freie abgespaltene Sialinsauren
®mgebundene Sialinsduren ®gebundene Sialinsauren

Abbildung 3.6 Beispielhafte Darstellung der relativen Zusammensetzung freier
Sialinsauren der Kontrolle im Vergleich zur enzymbehandelten Probe

Im linken Diagramm ist die Kontrolle (ohne Enzym) dargestellt, im rechten die mit Enzym
behandelte Probe. Mit der Kontrolle (links) wurden durch Reduktion frei vorliegende
Sialinsauren identifiziert. Mit der enzymbehandelten Probe wurden freie + freie
abgespaltene Sialinsauren bestimmt. Aus der Differenz konnten schliel3lich die freien
abgespaltene Sialinsauren dargestellt werden.

39



Erst im Vergleich zwischen freien Sialinsauren der Kontrolle und den enzymbehandelten
Proben wurde es moglich zu differenzieren, welcher Anteil an freien Sialinsauren durch
das jeweilige Enzym abgespalten wurde. Die vom Enzym abgespaltenen Sialinsauren
ergaben sich also folgendermalien: .freie Sialinsduren — enzymbehandelter Probe*

abzlglich ,freie Sialinsduren - Kontrolle®. Zur Veranschaulichung siehe Abbildung 3.6.

3.6 Anreicherung sialylierter Glykokonjugate

3.6.1 Probenaufbereitung

Zunachst wurden A549-Zellen mit peracetylierten ManNAc-Analoga inkubiert (siehe
3.3.4). Das gewonnene Zellpellet (siehe 3.3.5) aus 5 Kulturschalen wurde in 1 ml 25 mM
Ammoniumbicarbonat gel6st, resuspendiert und fir 30 Minuten bei 8 °C und 14000 x g
zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde erneut mit 1 ml
25 mM Ammoniumbicarbonat resuspendiert. Mit einem Cell disruptor (30 Impulse pro
Minute, Output control: 3) wurden flir 30 Sekunden zusammenhangende
Zellbestandteile geldst, um sialylierte Konjugate freizusetzen. Die Probe wurde erneut
fur 30 Minuten bei 14000 x g zentrifugiert und der flissige Uberstand verworfen. Das
abzentrifugierte Pellet wurde wiederum in 1 ml 25 mM Ammoniumbicarbonat geldst, mit
dem Ultraschallstab behandelt und resuspendiert. Das Homogenisat wurde

proteinanalytisch untersucht (siehe 3.6.2).

3.6.2 Proteinanalytische Methode

Die Proteinanalytik war ein notwendiger Arbeitsschritt, um Zellproteine enzymatisch zu
verdauen (siehe 3.6.3) und sialylierte Glykokonjugate freizusetzen, wodurch spater die
Fraktionierung mittels HPLC und die Anreicherung der gewlinschten Konjugate mdéglich
wurde.

Aus der aufgearbeiteten Probe (siehe 3.6.1) wurde ein Aliquot entnommen und eine
Verdinnungsreihe fur die Proteinanalytik angesetzt: 1:5, 1:10, 1:100.

Das Pierce™ 660 nm Protein Assay Kit diente der Bestimmung der Proteinkonzentration.
Als Proteinstandard wurde Albumin Fraktion V in 25 mM Ammoniumbicarbonat geldst.
Die Konzentration der Stammldsung betrug 10 mg/ml. Als Standardkurve diente die
folgende Verdinnungsreihe: 50, 100, 500 und 1000 ug/ml. Als Leerwert wurden 25 mM
Ammoniumbicarbonat verwendet. Es wurden jeweils 10 pl der Standardreihe, der
verdinnten Probe und des Leerwerts auf eine 96-well-Platte ausplattiert. Zu jeder
Vertiefung wurden zusatzlich 150 pl Protein Assay Reagenz hinzupipettiert.

AnschlieBend wurde die Platte fur 30 Sekunden gerittelt und nach 5 Minuten
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Inkubationszeit mit einem Multifunktions-Mikrotiter-Plattenlesegerat bei 660 nm mit 9
Messpunkten ausgelesen.

Die erhobenen Daten wurden mit dem Programm ,i control — Microplate reader”
aufgenommen. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer Kalibrationsgerade

bestimmt.

3.6.3 Enzymverdau und Aufreinigung

Der Trypsinverdau richtete sich nach der Proteinkonzentration, die aus der
Proteinbestimmung (siehe 3.6.2) hervorging.

1 mg Trypsin wurden in 1 ml 0,001 M HCI geldst. Die Probe wurde tber Nacht mit
0,001 mg/ml Trypsin auf 0,2 mg/ml Protein bei 37 °C inkubiert. Um die Reaktion
abzustoppen, wurde die Probe anschlieend mit 20 puyl 100 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) in 100%-haltigem Ethanol im Ultraschallbad bei 3
Minuten und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Probe wurde bei 14000 x g fir 30 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen.
Der fliissige Uberstand wurde in der Speedvac getrocknet. Der getrocknete Riickstand
wurde in 400 pl 25 mM Ammoniumbicarbonat aufgenommen, resuspendiert, im
Ultraschallbad (3 min) und mit dem Celldisruptor (30 Impulse, Output control: 3)
behandelt und anschlielend erneut bei 14000 x g fur 15 Minuten zentrifugiert. Der
flissige Uberstand (380 ul) wurde fraktioniert (siehe 3.6.4). Zudem wurden zur Kontrolle
die Sialinsauren aus 2 pl des Uberstands quantifiziert (semiquantitativ). Das Pellet wurde

verworfen.

3.6.4 Fraktionierung und Anreicherung mittels HPLC - Normalphase

Trypsinierte Proben (siehe 3.6.3) wurden durch lonenchromatographie mit der
Anionenaustauschersdaule DNAPac PA100 aufgetrennt und fraktioniert. Die Proben
wurden nicht DMB-markiert und daher blind in einem zeitlich festgelegten Abstand
aufgefangen. Die Anionenaustauschersdule diente also lediglich der Auftrennung und
Anreicherung. Die Saule wurde ebenfalls Uber ein Knauer HPLC-System betrieben. Der
Aufbau entspricht Abbildung 3.2.

Die mobilen Phasen M1 (dH;O) und M2 (4 M Ammonuimacetat) wurden in einer
Flussrate von 2,5 ml/min als Laufmittel verwendet.

Dabei wurde mit dem folgenden Gradienten gearbeitet:

tomin = 100 % M1, tsmin = 100 % M1, toomin= 87 % M1, tssmin = 79 % M1, teomin = 0 % M1,
t7omin = 0 % M1, t74min= 100 % M1, tgomin= 100 % M1.

Gewaschen wurde mit der mobilen Phase M2.
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Bis zu 200 pl der Probe wurden manuell mittels Hammilton-Spritze auf die Saule
aufgetragen. Die Fraktionen wurden im Zehnminutentakt aufgefangen, was bei einem
Fluss von 2,5 ml/min, einer Menge von 25 ml/Fraktion entspricht. 2 % der gewonnen
Fraktion, also 500 pl, wurden im Anschluss in der SpeedVac getrocknet, hydrolisiert und
DMB-markiert, um die Sialinsduren mittels C-18-Saule (siehe 3.4.1) zu quantifizieren
(semiquantitativ). Dadurch konnten die aufgefangenen Fraktionen und die dazugehdérge

Zeit identifiziert werden, in der ein besonders hoher Sialinsauregehalt vorzufinden war.

3.6.5 Zusammenfiihren aufgereinigter Proben

Die Fraktionen mit dem hdchsten Anteil klnstlicher Sialinsauren wurden
zusammengefihrt. Dazu wurden die Proben zunachst mit flissigem Stickstoff
tiefgefroren und im Lyophilisator gefriergetrocknet. Das Lyophilisat wurde jeweils in 1 ml
Aqua dest. aufgenommen. AnschlieBend wurde die Probe geruttelt, 3 min im
Ultraschallbad behandelt und 3 min bei 1000 x g zentrifugiert. Diese Arbeitsschritte
wurden dreimal wiederholt, um den Verlust beim Uberfiihren der Proben mdéglichst
gering zu halten. Die zusammengeflhrten Proben wurden sialinsdureanalytisch
untersucht (siehe 3.4.1) und die Stoffmenge exakt bestimmt. Die Proben wurden erneut
im Lyophilisator gefriergetrocknet, wodurch flr spatere virologische Versuche (siehe 3.7)

die Aufnahme in das gewlnschte Lésungsmittel moglich war.

3.7 Virologische Methoden

Die virologischen Versuche wurden in Kooperation mit Frau Prof. Dr. Eva
Friebertshduser am Institut flr Virologie der Philipps-Universitat in  Marburg
durchgeflihrt. Die hierfir verwendeten Materialien wurden von dem Institut gestellt. Die
Methoden sind im Folgenden aufgeflhrt.

Der Virustiter des verwendeten Influenza-A-Virus H1N1 (A/Hamburg/5/09) betrug
2,4x10° pfu / ml (plagueformende Einheit pro Milliliter). Die weitere Verdinnung ist im
jeweiligen Kapitel angegeben. Die Anreicherung der sialylierten Glykokonjugate ist in
Kapitel 3.6 erlautert. Die lyophilisierten Glykokonjugate wurden flr die virologischen

Versuche in DPBS aufgenommen.

3.71 Messung der Neuraminidaseaktivitait unter Einfluss sialylierter
Glykokonjugate (MUNANA-Fluoreszenz-Assay)
Das Virus wurde 1:5 in Ca-TBS-Puffer verdinnt und mit Oseltamivircarboxylat

(Positivkontrolle) bzw. den sialylierten Glykokonjugaten fir eine Stunde bei 37 °C auf
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einer schwarzen Mikrotiterplatte vorinkubiert. Das Volumen betrug 40 pl, wobei die
Stoffmengenkonzentration der Inhibitoren bei 0,1 yM lag. AnschlieBend wurden die
vorinkubierte Virusverdinnung, sowie eine Negativkontrolle ohne Inhibitor, mit 10 pl
0,5 mM MUNANA-Substrat in Ca-TBS-Puffer versetzt. Die Reaktion lief eine Stunde bei
37 °C ab und wurde mit 150 pl MUNANA-Stopp-Puffer abgestoppt. Der
Ldésungsmittelabgleich bestand aus Ca-TBS-Puffer.

Bei Hydrolyse des Fluorogens MUNANA, katalysiert durch die Neuraminidase,
entstehen zwei Spaltprodukte: 4-Methylumbelliferon und a-D-N-Acetylneuraminsaure.
Durch die Hydrolyse konnte 4-Methylumbelliferon quantitativ fluorometrisch detektiert
und Rickschluss auf die Aktivitat der Neuraminidase unter Einfluss der Glykokonjugate
gezogen werden. Die Fluoreszenz wurde bei einer Anregungswellenlange von 360 nm

und Emissionswellenlange von 460 nm gemessen.

3.7.2 Infektion eukaryotischer Zellen

Die Zellen wurden nach Abnahme des Wachstumsmediums einmal mit PBSges
gewaschen und mit der jeweiligen Infektionsdosis bzw. dem Infektionsvolumen in
Infektionsmedium inokuliert. Die Inkubtationszeit betrug 1 bzw. 6 Stunden bei 37 °C und
5 % CO,. Das Inokulum wurde abgenommen und die Zellen mit PBSg (3-4x)
gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen wieder mit frischem Infektionsmedium

versefzt.

3.7.3 Multizyklische Replikation unter Einfluss sialylierter Glykokonjugate

Calu-3-Zellen wurden im 24-well-Format (2,5x10° Zellen) ausplattiert und mit dem
Influenza-A-Virus mit einer MOI (multiplicity of infection) von 0,001, also jede tausendste
Zelle, fur 1 Stunde infiziert (siehe 3.7.2). Die Zellen wurden mit 500 pl frischem
Infektionsmedium flr 72 Stunden inkubiert, wobei das Medium mit den jeweiligen
Glykokonjugaten versetzt war. Der Positivkontrolle diente Oseltamivircarboxylat, der
Negativkontrolle eine Infektion ohne Inhibitoren im Infektionsmedium. Die Konzentration
aller Inhibitoren lag bei 0,04 uM. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden 50 pl Uberstand
pro Vertiefung abgenommen und zur Bestimmung des Virustiters mittels Plaque-Test

verwendet (siehe 3.7.6).

3.7.4 Einzelzyklus-Replikation unter Einfluss sialylierter Glykokonjugate
Das Virus wurde 1:5 in Infektionsmedium aufgenommen und die Virussuspension fir 30
Minuten bei 37 °C und 5 % CO, mit den verschiedenen Glykokonjugaten bzw.

Oseltamivircarboxylat inkubiert, wobei die Stoffmengenkonzentration 0,04 yM betrug.
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Anschlieend wurde eine Verdinnungsreihe in Infektionsmedium (1:1.000, 1:10.000,
1:100.000) angesetzt und MDCK(H)-Zellen in einer 96-Vertiefungsplatte in Triplikaten
mit je 100 ul Virussuspension (mit und ohne Inhibitor) infiziert. Die Inkubationszeit betrug
6 Stunden bei 37 °C und 5 % CO.,. Die Zellen wurden mit 100 pl 4 % PFA / PBSges pro
Vertiefung fur 30 min bei 4 °C fixiert. Im Anschluss erfolgte eine immunhistochemische
Farbung virusinfizierter Zellen (siehe 3.7.5). Die infizierten Zellen wurden ausgezahlt.
Aus der Zahl der infizierten Zellen, Verdinnung und Volumen pro Vertiefung wurden die
infektiosen Partikel pro Milliliter berechnet (Infizierte Zellen x reziproker Wert der
Verdiinnung x Volumen [mI]" = Infektiése Partikel je Milliliter = plaqueformende Einheit
je Milliliter [pfu/ml]). Die kurze Infektionszeit dieser Methode erlaubte die Anfarbung initial

infizierter Zellen. Eine weitere Ausbreitung des Virus wurde vermieden.

3.7.5 Immunhistochemische Farbung infizierter Zellen

Die Mdéglichkeit virale Proteine indirekt anfarben zu kénnen, erlaubt die Visualisierung
infizierter Zellen. Dazu wurde ein Primarantikorper, der virale Proteine bindet, mit einem
Horseradish Peroxidase- (HRP)-gekoppelten Sekundarantikdrper identifiziert. Die
Zugabe eines Peroxidasesubstrats und die Peroxidaseaktivitdt des Sekundarantikorpers
ermoglichten die Visualisierung infizierter Zellen.

Nach Fixierung mit PFA wurden die Zellen mit PBS4e gewaschen und Uber Nacht bei
4 °C aufbewahrt. Die Permeabilisierung der fixierten Zellen erfolgte mit 100 pl 0,3 %
Triton X-100 / PBSqe fur 20 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend konnten 50 pl
des Primarantikdrpers (1:10.000 in ELISA-Puffer) aufgetragen werden. Die Zellen
wurden flr 75 min schwenkend bei Raumtemperatur inkubiert und anschliel}end dreimal
mit 200 ul 0,05 % Tween / PBSys fUr 5 Minuten gewaschen. 50 ul des
Sekundarantikérpers (1:3.500 in ELISA-Puffer) wurde fir eine Stunde schwenkend
hinzugegeben. Die Zellen wurden wiederum dreimal mit 200 pl 0,05 % Tween / PBSges
fir 5 Minuten gewaschen und mit 50 ul des Peroxidase-Substrats TrueBlue™ fiir 5
Minuten inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Vertiefungen abschliel’end
zweimal schnell mit destilliertem Wasser gewaschen. Nach der immunhistochemischen

Farbung waren infizierte Zellen blau gefarbt. Die Platte wurde getrocknet.

3.7.6 Bestimmung des Virustiters (Avicel-Plaque-Test)

Der Avicel-Plague Test (Matrosovich et al., 2006) eignet sich fir die Bestimmung
infektidser Viruspartikel (pfu : plaque forming units, plaqueformende Einheit) einer
Virussuspension. MDCK(ll)-Zellen werden mit verschiedenen Verdinnungen der

Virussuspension infiziert. Die Uberschichtung der Zellen mit einem halbfesten Medium
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begrenzt die weitere Infektion neu entstandener Viruspartikel. Nur benachbarte Zellen
kénnen neu infiziert werden. Es bilden sich abgrenzbare Plaques im konfluenten
Zellrasen, die aus infizierten und lysierten Zellen bestehen. Ein Plaque in der jeweiligen
Verdinnung einer Virussuspension stellt ein infektidses Viruspartikel dar.

Zunachst wurde eine 1:10 Verdinnungsreihe der zu bestimmenden Virussuspension in
Infektionsmedium hergestellt. Nahezu konfluente MDCK(ll)-Zellen (ca. 90 %) wurden mit
500 pl der jeweiligen Verdinnung im 24-well-Format infiziert. Die Inkubationszeit betrug
1 Stunde bei 37 °C und 5 % CO,. Das Inokulum wurde abgenommen. Die Zellen wurden
mit 500 ul Avicel-Medium unter Zugabe von 1 ug/ml TPCK-Trypsin fir 36 — 48 Stunden
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. TPCK-Trypsin erméglicht eine multizyklische
Replikation der neu austretenden Viren. SchlieRlich wurde das Medium abgenommen,
die Zellen mit PBSger (2-3%) gewaschen und mit 300 pl 4 % PFA / PBSges pro Vertiefung
fixiert (30 min bei 4 °C). Virusinfizierte Zellen konnten immunhistochemisch gefarbt
(siehe 3.7.5) und der Virustiter bestimmt werden: Plaques pro Vertiefung [pfu] x

reziproker Wert der Verdiinnung x Inokulationsvolumen [mI]™ = Virustiter [pfu/ml].
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung eines Protokolls zur effektiven Metabolisierung
artifizieller N-Acetyl-Mannosaminanaloga anhand der A549-

Lungenzelllinie

Um ein effektives Protokoll zu entwickeln, war es notwendig, mit verschiedenen
Parametern zu arbeiten und diese zu variieren. Hierfur musste die eingesetzte Menge
der N-Acetyl-Mannosaminanaloga im Verhaltnis zur Menge der entstandenen
Strukturanaloga mit verlangerter N-Acylseitenkette stimmen. In den nachsten Kapiteln
sind die Arbeitsschritte erlautert, die zur Etablierung des Protokolls richtungsweisend
waren.

Das Protokoll wurde ferner zur Gewinnung von Probenmaterial flir Versuche mit
Neuraminidasen (siehe 3.5), zur Anreicherung sialylierter Glykokonjugate (siehe 3.6)

und schlieBlich fur virologische Experimente (siehe 3.7) verwendet.
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4.1.1 Nachweis der Sialylierung von A549-Zellen
Zunachst wurde das Vorhandensein der N-Acetylneuraminsaure in der Kultur von A549-
Zellen mittels RP-HPLC untersucht (siehe 3.4.1).

Leerwert
600 -
400 4
200 A
0 ~/L /L
Standard
1 Neu5Gc
600 - KDN
4 Neu5Ac
400 4
N
g 4
N 200 -
o 4
S *jL&
Eo_"""""""'
A-549 — Zellen
600 -
e Neu5Ac
400 4
200 A A
0 - 4“/;"—" ‘L
0 10 20 30

Zeit [min]

Abbildung 4.1 RP-HPLC unbehandelter homogenisierter A549-Zellen

Im ersten Chromatogramm ist der Leerwert dargestellt. Die methodenbedingten Signale,
die durch Reagenzien verursacht wurden, sind auch in den Chromatogrammen des
Standards und der Zellen vorzufinden. Im Chromatogramm des Standards sind 3 Peaks
eindeutig dargestellt: KDN, Neu5Gc und Neu5Ac. Neu5Ac ist blau umrahmt. Im

Chromatogramm der A549-Zellen war lediglich der Peak flir Neu5Ac zu identifzieren.
Gradient: tsmin = 100 % M1, togmin = 96 % M1, t3omin = 65 % M1, tsomin = 20 % M1, t41min = 0% M1, tsomin=0 %
M1, tsimin = 100 % M1, teamin = 100 % M1. M1: ACN/MeOH/dH,O/TFA (4:4:91,9:0,1 (v:iviv) ) ; M2:
ACN/MeOH/dH,O/TFA (45:45:9,9:0,1 (v:v:v) ). Flussrate: 0,25 ml/min.

Im Vergleich der drei Chromatogramme untereinander konnte die N-
Acetylneuraminsaure als fester Bestandteil von A-549-Zellen nachgewiesen werden. Ein

Hinweis auf andere Sialinsduren lag nicht vor.

4.1.2 Nachweis metabolisierter N-Acetyl-Mannosaminanaloga
Nachdem Neu5Ac als physiologisch vorkommende Sialinsaure in A549-Zellen
dargestellt werden konnte, wurde die Metabolisierung peracetylierter N-Acetyl-

Mannosaminanaloga chromatographisch bestatigt.
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Abbildung 4.2 RP-HPLC homogenisierter A549-Zellen nach Behandlung mit
peracetylierten N-Acetyl-Mannosaminanaloga

In der Abbildung sind die Chromotagramme unbehandelter Zellen und nach Behandlung
mit O-Acs-ManNProp bzw. O-Acs-ManNBut dargestellt (siehe 3.3.4). Neu5Ac, blau
markiert, war in allen drei Proben nachweisbar. Nach Behandlung mit den kiinstlichen
Sialinsaurevorlaufern erschien jeweils ein zusétzliches Signal. Das Signal nach
Behandlung mit O-Acs-ManNProp ist orange hervorgehoben, das nach Behandlung mit
O-Acs-ManNBut grin.

Die natirlich vorkommende Sialinsdure Neu5Ac wurde anhand des Standards in Kapitel
4.1.1 in unbehandelten A549-Zellen nachgewiesen. Nach Behandlung der A549-Zellen
mit dem jeweiligen Mannosaminderivat wurde jeweils ein neues Signal detektiert. Die
hoheren Retentionszeiten der beiden Signale nach Inkubation mit O-Acs-ManNProp
bzw. O-Acs-ManNBut deuten auf eine starkere Interaktion mit der hydrophoben C18-
Saule hin. Daher waren der Metabolismus und die Inkorporation der artifiziellen
Sialinsaurevorlaufer mit verladngerter, hydrophober N-Acylseitenkette zu vermuten.
Bayer konnte am Biochemischen Institut in Giefsien nach Behandlung von A549-Zellen
mit Mannosaminderivaten (O-Acs-ManNProp, O-Acs-ManNBut) anhand von ESI-MS-
und ESI-MS/MS-Analysen die detektierten Strukturen, Neu5Prop und Neu5But,
massenspektrometrisch verifizieren (Bayer et al., 2013). Das dargestellte Signal
bestatigte somit das Vorhandensein der artifiziellen Sialinsduren Neu5Prop nach

Inkubation mit O-Acs,-ManNProp, sowie Neu5But nach Behandlung mit O-Acs,-ManNBut.
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4.1.3 Zellwachstum in Abhangigkeit des Kulturmediums

Fetales Kalberserum (FBS) ist fur die Kultur von A549-Zellen ein essentieller Zusatz des
Kulturmediums. Proteine und Wachstumsfaktoren ermdéglichen die Zellteilung und die
Vermehrung der Zellen. Dadurch kann auch die Verstoffwechselung kunstlicher
Sialinsaurevorlaufer und somit der Ertrag artifizieller Sialinsauren bei Veranderung der
Zusammensetzung des Kulturmediums variieren. Um einen Uberblick tber das
Zellwachstum zu gewinnen, wurden AS549-Zellen im gleichen Medium aber mit

unterschiedlichen Anteilen an FBS gezogen.

Abbildung 4.3 Wachstum von A549-Zellen unter verschiedenen Medienzusatzen

Zellwachstum unter Es wurden 4x10° Zellen ausplattiert. Die
verschiedenen Medienzusitzen Zellen wurden fur 48 Stunden im
300 jeweiligen Medium angesetzt und dann
mittels Zahlkammer nach Neubauer
berechnet. Im Diagramm sind die Zusatze
T 0 %, 1 %, 10 % FBS gegen das
Zellwachstum aufgetragen. Es handelt
sich um Mittelwerte *
Standardabweichung, die aus drei
unabhangigen Experimenten errechnet

0% FBS 1% FBS 10% FBS wurden.
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Ohne fetales Kalberserum konnte keine Zellteilung stattfinden. Die Zellpopulation hat
sich sogar verringert. Etwa ein Viertel der Zellen sind zugrunde gegangen. Bei einem
Zusatz von 1 % FBS lag das Zellwachstum bei tUber 150 %. Die Zellzahl entsprach in
etwa dem Doppelten ohne FBS. Zudem wurde das Wachstum unter normalen
Bedingungen, also mit 10 % FBS berechnet. Das Zellwachstum lag mit fast 250 % etwa
100 % Uber der Zellpopulation, die mit 1 % FBS inkubiert wurde.

Je grolRer das Zellwachstum, desto mehr Sialinsduren pro Kulturschale waren zu
erwarten. Allerdings musste gleichzeitig auch der Metabolismus der kiinstlichen Sialin-
saurevorldufer Dbericksichtigt werden. Um einen Zusammenhang zwischen
Zellwachstum und Metabolisierung artifizieller N-Acetyl-Mannosaminanaloga gewinnen
zu konnen, wurden A549-Zellen unter verschiedenen Nahrstoffzusatzen im Medium
(FBS) mit unterschiedlicher Konzentration des Sialinsaurevorlaufers O-Acs-ManNProp
inkubiert (siehe 4.1.4).
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4.1.4 Metabolismus des artifiziellen Sialinsdurevorlaufers O-Ac,-ManNProp in

Abhéangigkeit von Konzentration und Kulturmedium
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Abbildung 4.4 RP-HPLC homogenisierter A549-Zellen nach Inkubation mit
peracetyliertem ManNProp

In der Abbildung ist chromatographisch die Aufnahme und Umsetzung des artifiziellen
Sialinsaurevorldufers O-Acs-ManNProp dargestellt. Es wurden 2x10° A549-Zellen fiir 48
Stunden mit 10% FBS als Nahrstoffzusatz angesetzt, wobei die Konzentrationen des
Sialinsaurevorlaufers O-Acs-ManNProp im Medium variierte. Nach 24 Stunden wurde
das Medium mit Sialinsaurevorlaufern gewechselt. Zusatzlich wurde eine Kontrolle ohne
Siainsaurevorlaufer mitgefihrt. Die Sialinsauren Neu5Ac (blau) und Neu5Prop (orange)
sind mit dem entsprechenden Farbcode markiert. Schon bei einer Konzentration von
12,5 uyM wurde das Signal fir Neu5Prop sichtbar und stieg bei Erhéhung der
Konzentration auf 100 uM stetig an, wahrend das Signal der physiologischen Sialinsaure

NeuS5Ac kleiner wurde.

Gradient: tsmin = 100 % M1, togmin = 96 % M1, t3omin = 55 % M1, tsomin= 10 % M1, t41min = 0% M1, tsomin =0 %
M1, tsimin = 100 % M1, teamin = 100 % M1. M1: ACN/MeOH/dH,O/TFA (4:4:91,9:0,1 (v:iviv) ) ; M2:
ACN/MeOH/dH,O/TFA (45:45:9,9:0,1 (v:v:v) ). Flussrate: 0,25 ml/min.

In der Abbildung 4.4 wird in den verschiedenen Chromatogrammen deutlich, dass mit
dem Konzentrationsanstieg des artifiziellen Sialinsaurevorlaufers O-Acs-ManNProp im
Medium die Synthese von Neu5Prop stieg. Wahrenddessen sank das Vorhandensein
von Neu5Ac zunehmend. In den nachsten Abbildungen wird hierauf genauer

eingegangen.
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Abbildung 4.5 Inkubation mit O-Acs,-ManNProp bei unterschiedlichen Nahrstoff-
zusatzen

Die Diagramme zeigen den Metabolismus von O-Acs-ManNProp, also die Synthese von
Neu5Prop, in Abhangigkeit von der Substratkonzentration und dem FBS-Anteil am
Kulturmedium. In der linken Halfte der Abbildung ist jeweils die Stoffmenge [nmol] der
beiden Sialinsduren Neu5Ac und Neu5Prop, in der rechten der relative Anteil [%] von
Neu5Ac und Neu5Prop pro Kulturschale dargestellt. In den Diagrammen entspricht eine
Saule jeweils einer Kulturschale.
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Abbildung 4.6 Ubersicht des Metabolismus von O-Ac,-ManNProp in A549-Zellen
Links: Hier ist der relative Anteil [%] von Neu5Prop in Abhangigkeit der Konzentration
von O-Acs-ManNProp im Kulturmedium aufgeflhrt. Der Unterschied zwischen den
verschiedenen Medien mit 0%, 1% bzw. 10% FBS wird sichtbar.

Rechts: Die Gesamtmenge der Sialinsduren [nmol], die Summe aus NeuS5Ac und
Neu5Prop, steht im Bezug zu der Konzentration des Sialinsaurevorlaufers. Die
Stoffmenge der Sialinsauren stieg mit dem Anteil an FBS im Medium.

Der Metabolismus und die Inkorporation des Sialinsaurevorlaufers O-Acs-ManNProp war
in den verschiedenen Medien konzentrationsabhangig. Mit steigender Konzentration
nahm die Synthese von Neu5Prop in allen Medien zu, wahrend die Synthese von
Neu5Ac abnahm. Die Stoffmenge der Sialinsduren wurde mit héherem Anteil an FBS im
Medium gréRer, allerdings nahm dabei im Vergleich auch der prozentuale Anteil an
Neu5Prop ab.

In den Abbildungen 4.5 und 4.6 ist die Zunahme des prozentualen Anteils von Neu5Prop
deutlich zu erkennen. Im Medium ohne FBS wurde der héchste Anteil an Neu5Prop bei
einer Konzentration von 100 yM gemessen: 72 % (1% FBS: 68 %, 10% FBS: 62 %). Bei
einer Konzentration von 50 uM wurde der gréRte Unterschied im prozentualen Anteil von
Neu5Prop zwischen den Medien mit 1 % FBS (44 %) und 10% FBS (38 %) gemessen.

Die Gesamtmenge der Sialinsduren nahm in allen drei Medien bei einer Konzentration
zwischen 0 und 12,5 pM zu. Der Metabolismus war hier im Vergleich zur Kontrolle
erhoht. Bei einem Anteil von 10 % FBS stieg die Gesamtmenge sogar weiterhin an (bis
zur Konzentration von 25 yM). Bei einem Anteil von 1 % und 10 % FBS am Kulturmedium
war zwischen 50 und 100 yM ein Abfall der Gesamtmenge zu erkennen.

Die Gesamtmenge der Sialinsduren blieb bis zu einer Konzentration von 50 uM in allen
Ansatzen relativ konstant, wahrend der Unterschied in der prozentualen Verteilung von

Neu5Ac und Neu5Prop lag.
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4.1.5 Vergleich des Metabolismus artifizieller N-Acetylmannosamin-Analoga in
Abhéangigkeit von Inkubationszeit und Kulturmedium
Mit den gewonnenen Erkenntnissen aus den Kapiteln 4.1.3 und 4.1.4 wurden
verschiedene Moglichkeiten versucht und kombiniert, um ein Protokoll zu entwickeln, bei
dem Aufwand und Ertrag stimmten. Neben vielen anderen Versuchen, sind hier die
Protokolle der beiden Versuche dargestellt, die dahingehend am bedeutendsten waren
und deren Vergleich sich am interessantesten gestaltete.
In den drei folgenden Abbildungen (4.7, 4.8, 4.9) wird die Stoffmenge [nmol] und die
relative Verteilung [%] der Sialinsduren in den Diagrammen gezeigt. In den linken
Diagrammbhalften wird ein Protokoll dargestellt, das 3x48 Stunden Zeit in Anspruch
nahm. Dazu wurden die Zellen 1:3 aus einer gro3en Kulturflasche auf eine kleinere
Kulturschale Ubertragen. Das Medium enthielt 10 % FBS und die artifiziellen
Sialinsaurevorlaufer eine Konzentration von 50 uM im Medium. Die Inkubation dauerte
48 Stunden. Im zweiten Schritt wurden die Zellen erneut 1:3 geteilt und in neuem
Medium (10 % FBS) mit Sialinsdurevorlaufern (50 uM) auf Kulturschalen ausgesat. Die
Inkubationszeit betrug wiederum 48 Stunden. Im dritten Schritt wurden die Zellen 1:3
geteilt und in Medium ohne FBS mit Sialinsdurevorlaufern (50uM) fur 48 Stunden
inkubiert. Dann wurden die Zellen geerntet. Insgesamt nahm das Protokoll einen
zeitlichen Rahmen von 144 Stunden in Anspruch, was 6 Tagen entspricht. Aus einer
Kulturflasche konnten 27 Kulturschalen kultiviert werden (9 ohne Sialinsaurevorlaufer; 9
O-Acs-ManNProp-behandelt; 9 O-Acs-ManNBut-behandelt).
Das Protokoll der rechten Diagrammhalfte wurde bereits in Kapitel 3.3.4 ausflhrlich
erlautert, da dieses auch fiur die Versuche mit Neuraminidasen (siehe 3.5) und zur

Anreicherung sialylierter Glykokonjugate (siehe 3.6) verwendet wurde.
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Ubersicht der Protokolle - 1 Kulturschale
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Abbildung 4.7 Zwei Protokolle im Vergleich — 1 Kulturschale

Im Diagramm sind 2 unterschiedliche Protokolle abgebildet, die im Rahmen der
Optimierung von Inkorporation und Metabolismus artifizieller Sialinsdurevorlaufer
entwickelt wurden. Die Balken zeigen die Stoffmenge der Sialinsduren geernteter Zellen,
wobei ein Balken einer Kulturschale entspricht.

Ubersicht der Protokolle - gesamter Gewinn
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Abbildung 4.8 Zwei Protokolle im Vergleich — gesamter Gewinn

Das Diagramm veranschaulicht die gesamte Menge der jeweiligen Kulturschalen
(Kontrolle-unbehandelt, O-Acs,-ManNProp-behandelt, O-Acs,-ManNBut-behandelt), die
aus den beiden Protokollen hervorgingen. Durch das Passagieren der Zellen erhielt man
im Zuge des linken Protokolls (3x48 Stunden) aus einer Kulturflasche 3x9 Kulturschalen
(Kontrolle-unbehandelt, O-Acs-ManNProp-behandelt, O-Acs-ManNBut-behandelt). Ein
Balken des linken Protokolls entspricht somit neun geernteten Kulturschalen. Beim
Passagieren der Zellen nach dem rechten Protokoll wurden aus einer Kulturflasche 3x3
Kulturschalen (Kontrolle-unbehandelt, O-Ac4s-MaNProp-behandelt, O-Acs,-ManNBut-
behandelt) gewonnen. Ein Balken des rechten Protokolls entspricht drei geernteten
Kulturschalen.

54



Relativer Anteil an Sialinsauren im Vergleich
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Abbildung 4.9 Zwei Protokolle im Vergleich — relativer Anteil der artifiziellen
Sialinsauren
Wahrend die Synthese von Neu5Prop in vergleichbarem Verhaltnis stand, unterschied

sich die Synthese von Neu5But. Im linken Protokoll (3x48 Stunden) entsprach der
relative Anteil von Neu5But mindestens dem Doppelten des rechten Protokolls.

Die Abbildungen 4.7-4.9 zeigen den wesentlichen Unterschied der Protokolle, die hier
im direkten Vergleich stehen. In beiden Protokollen wurden die Zellen zunachst im
Volimedium (10 % FBS) mit ManNAc-Analoga kultiviert, um die Zellzahl zu Beginn zu
steigern aber gleichzeitig auch eine Aufnahme und Metabolisierung der aritfiziellen
Sialinsaurevorlaufer zu gewahrleisten. Die anfanglich hohe Zellwachstumsrate war in
beiden Protokollen fir weitere Passagen notwendig, da sich die Zellen in Kulturmedien
mit geringem bis keinem Zusatz von FBS nur begrenzt bzw. nicht teilten (siehe 4.1.3).
Dadurch war nach spaterer Passage und Inkubation in den Hungermedien eine
ausreichende Zellpopulation flr weitere Untersuchungen vorhanden. Hier sei aber
besonders der Vergleich der Stoffmenge pro Kulturschale hervorzuheben. Die Menge
der Sialinsauren im rechten Protokoll (48-24-24 Stunden) war, mit Ausnahme der O-Ac,-
ManNProp-behandelten Zellen, mehr als dreimal so hoch (Abbildung 4.7). Der gesamte
Ertrag beider Protokolle (Abbildung 4.8) war dagegen sehr ahnlich. Dabei missen zum
einen der Mehraufwand bzw. der Verbrauch und zum anderen der Verlust beriicksichtigt
werden. Im linken Protokoll (48-48-48 Stunden) wurden jeweils 9 Kulturschalen, im
rechten (48-24-24 Stunden) nur 3 Kulturschalen geerntet. Je mehr Kulturschalen zu
verarbeiten sind, desto gréfRer wird auch der Verlust der Substanzmenge im Rahmen
der Aufarbeitung. Aullerdem werden mehr Verbrauchsmaterialien und Kulturmedium

bendtigt. Der Kosten-Nutzen- und Arbeits-Aufwand sprachen fir das klrzere Protokoll
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(48-24-24 Stunden). Das langere Protokoll nahm zudem sechs Tage in Anspruch und
Iasst sich dadurch nur begrenzt in die Laborwoche integrieren.

Die Sialinisierung der O-Acs-ManNProp-behandelten Kulturschalen war vergleichbar
(50-55 %), wahrend die Synthese von Neu5But im langeren Protokoll (48-48-48
Stunden) ausgepragter war (Abbildung 4.9).

Fur die folgenden Versuche entschied man sich fur das kirzere Protokoll (siehe 3.3.4),
das ertragreicher und effizienter war, wodurch vor allem wesentlich mehr Probenmaterial
pro Kulturschale gewonnen werden konnte. Der angestrebte relative Anteil von 50 %
Neu5Prop an der Gesamtmenge der Sialinsduren wurde fast erreicht. Die nahezu
gleiche Verteilung kinstlicher und physiologischer Sialinsduren ermoglichte eine

genauere Aussage in Untersuchungen mit Neuraminidasen.

4.2 Abspaltung modifizierter Sialinsauren von
Glykokonjugaten homogenisierter A-549-Zellen durch

Neuraminidasen verschiedener Influenza-A-Viren

4.21 Influenza-A-H1N1-Neuraminidase (A/California/04/2009)

In den nachsten drei Abbildungen (4.10 - 4.12) finden sich die Chromatogramme nach
Behandlung der jeweiligen Probe mit der Neuraminidase des Influenza-A-Virus H1N1.
Im oberen Chromatogramm konnten alle Sialinsduren nach DMB-Markierung dargestellt
werden. Das untere Chromatogramm bildet die reduzierte Probe ab. Hier sind lediglich
die konjugierten Sialinsduren zu sehen, da die DMB-Markierung ungebundener
Sialinsauren nach Reduktion der a-Ketogruppen nicht mehr mdglich war. Fallt der Peak
der jeweiligen Sialinsdure im unteren Chromatogramm kleiner aus als im oberen,
entspricht die Differenz freien, nicht-konjugierten Sialinsduren. Um nicht-konjugierte
Sialinsauren zu identifzieren, die vom Enzym abgespalten wurden, musste jeweils eine

Kontrolle mitgefuhrt werden (siehe 3.5.3), die hier nicht dargestellt wurde.
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Abbildung 4.10 RP-HPLC unbehandelter homogenisierter Zellen nach Inkubation
mit der Neuraminidase H1N1

Die Chromatogramme zeigen unbehandelte homogenisierte Zellen, die mit der
Neuraminidase des Influenza-A-Virus H1N1 inkubiert wurden. Die Sialinsdure NeuSAc
ist blau markiert. Im Vergleich fiel der NeuS5Ac-Peak des oberen Chromatogramms
grofRer aus.

H1N1

ManNProp-behandelt
400 -

300 4

200

T )

ManNProp-behandelt. reduziert

Fluoreszenz

300 4

200 -

o W

T T T T d
0 10 20 30 40 50

2Zeit [min]

Abbildung 4.11 RP-HPLC O-Ac,;-ManNProp-behandelter homogenisierter Zellen
nach Inkubation mit der Neuraminidase H1N1

Die Chromatogramme zeigen O-Ac4s-ManNProp-behandelte homogenisierte Zellen, die
mit der Neuraminidase des Influenza-A-Virus H1N1 inkubiert wurden. Die Sialinsaure
Neu5Ac ist blau markiert. Hier erschien zusatzlich der Neu5Prop-Peak (orange markiert)
vor dem Reagenz-Peak. Wahrend der NeubAc-Peak nach Reduktion kleiner ausfiel, war
eine Veranderung des Neu5Prop-Peaks kaum festzustellen.
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Abbildung 4.12 RP-HPLC O-Acs;-ManNBut-behandelter homogenisierter Zellen
nach Inkubation mit der Neuraminidase H1N1

Die Chromatogramme zeigen O-Acs-ManNBut-behandelte homogenisierte Zellen, die
mit der Neuraminidase des Influenza-A-Virus H1N1 inkubiert wurden. Die Sialinsaure
Neub5Ac ist blau markiert. Hier wird der Neu5But-Peak in griiner Markierung sichtbar.
Waéhrend der Neu5Ac-Peak nach Reduktion kleiner erschien, war keine Veranderung
des Neu5But-Peaks zu erkennen.
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Abbildung 4.13 Influenza-A-H1N1-Neuraminidase (A/California/04/2009)

Die von der Neuraminidase abgespaltenen Siainsauren sind in Prozent abgebildet.
Dabei wurden unbehandelte, O-Acs-ManNProp-behandelte und O-Acs-ManNBut-
behandelte Zellproben mit der Neuraminidase (Virus H1N1) inkubiert. Bei den Werten
handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung, die aus drei unabhangigen
Experimenten errechnet wurden.

Die Neuraminidase H1N1 hat in allen homogenisierten Zellproben die Sialinsaure
NeuS5Ac abgespalten. Wahrend der Anteil an abgespaltenen Neu5Ac in den Proben
,ohne Sialinsdurevorlaufer® (27 %) und ,,0-Acs-ManNBut-behandelt* sehr ahnlich war
(24 %), fiel er in der O-Acs-ManNProp-behandelten Probe geringer aus (15 %). Die
Abspaltung von Neu5Prop lag unter einem Prozent, wahrend keine Abspaltung von
Neu5But registriert wurde. Die Neuraminidase H1N1 spaltete das natirliche Substrat,
die physiologische Sialinsdure Neu5Ac, ab, wobei kinstliche Sialinsduren nicht

umgesetzt wurden.
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4.2.2 Influenza-A-H3N2-Neuraminidase (N294S mutation) (A/Babol/36/2005)
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Abbildung 4.14 Influenza-A-H3N2-Neuraminidase (N294S  mutation)
(A/Babol/36/2005)

Die abgespaltenen Siainsauren sind in Prozent abgebildet. Unbehandelte, O-Ac;-
ManNProp-behandelte und O-Acs,-ManNBut-behandelte Zellproben wurden mit der
Neuraminidase (Virus H3N2) inkubiert. Bei den Werten handelt es sich um Mittelwerte +
Standardabweichung, die aus drei unabhangigen Experimenten errechnet wurden.

Unter 6 % der Sialinsaure Neu5Ac wurden in den Proben ,ohne Vorlaufer* (5 %) und , O-
Acs-ManNProp-behandelt” (2 %) enzymatisch von Glykokonjugaten getrennt. In den O-
Acs-ManNBut-behandelten homogenisierten Zellen stellte man eine héhere Umsatzrate
von 11 % fest. Die Abspaltung der Sialinsdure Neu5But lag unter einem Prozent und ist
vernachlassigbar gering. Die Neuraminidase H3N2 setzte somit auch nur die natirlich
vorkommende Sialinsdure um. Im Vergleich zur Neuraminidase H1N1 fiel der Umsatz

wesentlich geringer aus.
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4.2.3 Influenza-A-H5N1-Neuraminindase (A/Anhui/1/2005)
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Abbildung 4.15 Influenza-A-H5N1-Neuraminindase (A/Anhui/1/2005)
Abgespaltene Siainsduren sind in Prozent sichtbar. Dabei wurden unbehandelte, O-Acs-
ManNProp-behandelte und O-Acs-ManNBut-behandelte  Zellproben mit  der
Neuraminidase (Virus H5N1) inkubiert. Bei den Werten handelt es sich um Mittelwerte +
Standardabweichung, die aus drei unabhangigen Experimenten errechnet wurden.

Die Aktivitat der Neuraminidase H5N1 unterschied sich von H1N1 und H3N2. Der Anteil
umgesetzter Substrate ist wesentlich héher. Die von Glykokonjugaten abgespaltene
Sialinsdure Neu5Ac lag in den Proben ,ohne Sialinsaurevorlaufer bei 49 %, ,,O-Acy-
ManNProp-behandelt* bei 38 % und ,0-Acs,-ManNBut-behandelt* bei 55 %. Zudem
konnte jetzt auch eine Abspaltung der kinstlichen Sialinsauren von Glykokonjugaten
festgestellt werden (Neu5Prop: 28 %, Neu5But: 6 %).
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4.2.4 Influenza-A-H7N7-Neuraminidase (A/Netherlands/219/03)
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Abbildung 4.16 Influenza-A-H7N7-Neuraminidase (A/Netherlands/219/03)

Von der Neuraminidase abgespaltene Siainsduren sind in Prozent abgebildet.
Unbehandelte, O-Acs-ManNProp-behandelte  und O-Ac4s-ManNBut-behandelte
Zellproben wurden mit der Neuraminidase (Virus H7N7) inkubiert. Bei den Werten
handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung, die aus drei unabhangigen
Experimenten errechnet wurden.

Die Abspaltung der Sialinsauren gestaltete sich dhnlich der Neuraminidase H5N1. Die
freigesetzte Sialinsdure NeuSAc lag in den Proben ,ohne Sialinsdurevorlaufer® bei 49 %,
»0O-Acs-ManNProp-behandelt® bei 43 % und ,,0-Acs-ManNBut-behandelt” bei 55 %. Auch

kinstliche Sialinsauren konnten abgespalten werden (Neu5Prop: 27 %, Neu5But: 13 %).

Die Neuraminidase H3N2 hatte den geringsten Umsatz der physiologischen Sialinsdure.
Der Anteil abgespaltener Neu5Ac der Neuraminidase H1N1 war deutlich héher aber
auch hier konnte kein Umsatz von sialylierten Glykokonjugaten mit kinstlichen
Sialinsauren festgestellt werden. Erst die Neuraminidasen der Viren H5N1 und H7N7

zeigten einen signifikanten Umsatz von NeuSProp. Der Anteil der Neu5But gespaltenen
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Sialinsauren durch die Neuraminidasen H5N1 und H7N7 war nur sehr gering und ist
wegen der hohen Standardabweichung vom Mittelwert nur bedingt aussagekraftig. Die
von den Neuraminidasen H5N1 und H7N7 freigesetzten N-Acetylneruraminsauren
waren vergleichbar hoch. Alle vier Neuraminidasen spalteten bevorzugt die Sialinsdure
NeuS5Ac ab.

Die Versuche konnten zeigen, dass alle Neuraminidasen die kinstlich veranderten
Substrate (Glykokonjugate mit artifiziellen Sialinsduren), im Vergleich zu den nattrlichen
Substraten, wesentlich schlechter bzw. tUberhaupt nicht (H1N1 und H3N2) umsetzen
konnten. Da gerade die Neuraminidase H1N1 des haufiger zirkulierenden Virus keine
kinstlichen Substrate umsetzen konnte, war hier das Interesse grof3, diese Substrate
anzureichern und eine mdgliche lungenspezifische Anwendung gegen das Virus zu
untersuchen. Die Aufarbeitung und Anreicherung der sialylierten Glykokonjugate flr

virologische Versuche ist im folgenden Kapitel dargestellt.

4.3 Aufarbeitung und Anreicherung sialylierter Glykokonjugate

In diesem Kapitel werden die Schritte der Aufbereitung anhand der unbehandelten und

O-Ac4-ManNProp-behandelten Zellproben erlautert.

4.3.1 Anionenaustauscherchromatographie zur Anreicherung sialylierter
Glykokonjugate

Die Aufarbeitung sialylierter Glykokonjugate erfolgte aus geernteten Zellen, die nach
beschriebenem Protokoll mit peracetylierten ManNAc-Analoga behandelt wurden (siehe
3.3.4). Die einzelnen Arbeitsschritte sind in Kapitel 3.6 erlautert.

Nach der enzymatischen Behandlung mit Trypsin wurden gewonnene sialylierte
Glykokonjugate mittels Anionenaustauscherchromatographie weiter separiert, um
Verunreinigungen von dem gewiinschten Produkt zu trennen bzw. letztere anzureichern.
Dazu wurde ein Gradient gesucht, bei dem die Konjugate der injizierten Probe mdglichst
frih aufgefangen werden konnten und sich auf einen kurzen zeitlichen Rahmen

konzentrierten.
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Abbildung 4.17 Alter Gradient, Anionenaustauschersaule

M1: Aqua dest, M2: 4M Ammoniumacetat; Gradient: tomin = 100 % M1, t5min= 100 % M1,
t20min= 87 % M1, t30min= 83 o/o M1, t45min= 81 o/o M1, t85min= 79 % M1, t110min= 0 o/0 M1,
t125min= 0 % M1, t126min= 100 % M1. Zum Etablieren eines geeigneten Gradienten wurden
zunachst unbehandelte Zellen aufgearbeitet. Das Diagramm zeigt die
Stoffmengenkonzentration der Sialinsdure Neu5Ac in den aufgefangenen Fraktionen bis
Minute 110. Die Fraktionen wurden im 10-Minuten-Takt aufgefangen und semiquantitativ
analysiert. Bis zu Minute 20 wurden keine Sialinsduren detektiert. Von Minute 20-100
zeigte sich eine gleichmaliige Verteilung von Neu5Ac. Auffallig war die Fraktion von
Minute 100-110. Hier stieg die Konzentration von Neu5Ac tber 600 nM.

Die aufgefangenen Sialinsduren konzentrierten sich im alten Gradienten auf Minute 100-
110 (siehe Abbildung 4.17), was zunachst gut ist. Allerdings muss berlcksichtigt werden,
dass zwischen Minute 100 und 110 der Salzgehalt des Gradienten sehr hoch war
(Minute 110 = 100 % Ammoniumacetat) und sich unerwiinschte Nebenprodukte aus der
aufgetragenen Probe zunehmend in der Fraktion sammeln kdnnen. Der hohe Salzgehalt
gegen Ende war notwendig, um die Probe vollstdndig von der Saule zu |8sen.

Der neue Gradient wurde auf 90 Minuten gekurzt. Die Fraktionen wurden weiterhin im
10-Minuten-Abstand aufgefangen. Zwischen Minute 20 und 40 wurde der Anteil an
Ammoniumacetat schneller erhdht, wobei der Anteil Ammoniumacetat erst bei Minute
60 bei 100 % lag.
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1. Teil - Unbehandelte Probe 1. Teil - ManNProp-behandelte Probe
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Abbildung 4.18 Etablierter Gradient, Anionenaustauschersaule

M1: Aqua dest, M2: 4M Ammoniumacetat; tomin = 100 % M1, tsmin = 100 % M1, toomin = 87
% M1, t35min= 79 % M1, t60min= 0% M1, t70min= 0% M1, t71min= 100 % M1, t90min= 100 %
M1. In den Diagrammen sind jeweils die unnbehandelten und O-Acs-ManNProp-
behandelten Proben dargestellt. Da 380 ul Probe nicht in einem Arbeitsschritt appliziert
werden konnten, war es notwendig die Probe in zwei Teilen aufzutragen (1.Teil: 200ul,
2.Teil: 180yl ; siehe 3.6.3). Die Fraktionen wurden im 10-Minuten-Takt aufgefangen und
semiquantitativ analysiert. Die Stoffmengenkonzentration der Sialinsduren war zwischen
Minute 20-40 am hdchsten. Zuséatzlich konnte in den Fraktionen der Minute 40-60 eine
geringe Konzentration an Sialinsduren beobachtet werden. Der Anteil an NeuSProp war
in den Fraktionen 20-40 hdher als in 40-60. Das Konzentrationsmuster der Sialinsauren
in den applizierten Teilen gestaltete sich insgesamt sehr ahnlich. Die Konzentration des
1. Teils war héher, was mit dem applizierten Volumen korreliert.

Im Zuge der Anreicherung und Aufarbeitung der Proben nahm der Anteil an kiinstlichen
Sialinsauren (Neu5Prop) im Verhaltnis zur natlrlichen Sialinsdure ab. In Minute 20-40
konnte der Groldteil der Siainsduren aufgefangen werden, wobei hier der Anteil an
Ammoniumacetat im Vergleich zum alten Gradienten bei Minute 100-110 deutlich
geringer war. Durch die geringere Konzentration von Ammoniumacetat im
Laufmittelgemisch, wurden weniger Nebenprodukte in den Fraktionen aufgefangen und
die Reinheit der Probe stieg. Zur Anreicherung der Glykokonjugate wurde daher dieser

Gradient verwendet.
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4.3.2 Stoffmengenverlust
Wahrend der Aufbereitung der Zellproben und Anreicherung der Glykokonjugate wurden
zur Kontrolle des Sialinsauregehalts Aliquots enthommen und sialinsdureanalytisch

untersucht (siehe 3.4.1).
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Abbildung 4.19 Stoffmengenverlust im Zuge der Aufarbeitung

Im Diagramm sind die vorhandenen Stoffmengen der jeweiligen Arbeitsschritte
chronologisch aufgefiihrt. Der Verlust zwischen geernteten Zellen und aufgearbeiteter
Probe war am grofiten und fiel zwischen aufgefangenen Fraktionen und
zusammengeflhrten Proben am geringsten aus. Lediglich die aufgearbeiteten Proben
und die Fraktionen wurden semiquantitativ ausgewertet, da der Sialinsduregehalt in den
Proben sehr unterschiedlich war.

Der grofite Verlust an Sialinsduren wurde in der Aufreinigung und im tryptischen Verdau
der Zellproben verzeichnet. Der Celldisruptor o6ffnete die Zellstrukturen, wodurch
ungebundene Sialinsauren in Lésung gingen. Nach dem Zentrifugieren wurden diese bei
Abnahme des Uberstandes verworfen (siehe 3.6.1). Um die gewiinschten Konjugate
von Glykoproteinen anzureichern, wurden die von der Serinprotease abgetrennten
Glykokonjugate durch die Massentragheit in der Zentrifuge von den restlichen
Zellbestandteilen getrennt (siehe 3.6.3). Die abgespaltenen Glykokonjugate wurden mit
dem fliissigen Uberstand aufgenommen, wobei ein GroRteil anderer sialylierter
Strukturen (Glykolipide, ungespaltene Proteine) aufgrund der Tragheit im Pellet verblieb.
Der groRte Verlust in der Aufarbeitung wurde also im ersten Schritt bei Offnung der
Zellstrukturen (ungebundene Sialinsauren in Losung) und nach Trypsinierung (sialylierte
Zellstrukturen im Pellet) verzeichnet.

Nach ionenchromatographischer Separation (siehe 3.6.4) der Probe und
Zusammenflhrung kam es in den verschiedenen Arbeitsschritten zu minimalen

Stoffmengenverlusten, die in der Aufarbeitung wohl kaum zu vermeiden waren.
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4.4 Einfluss aufgereinigter sialylierter Glykokonjugate auf das
Influenza-A-Virus H1N1 (A/Hamburg/5/09)

4.41 Verschiedene Proben sialylierter Glykokonjugate

Proben fiir virologische Versuche
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Abbildung 4.20 Proben fiir virologische Versuche

Dargestellt sind die aufgereinigten Proben sialylierter Glykokonjugate flir virologische
Versuche. Die drei Proben unterschieden sich hinsichtlich der Sialinsduren. Wahrend
die erste Probe ausschlief3lich Neu5Ac enthielt, kam in den anderen beiden Proben
zusatzlich jeweils eine kunstliche Sialinsdure vor: Neu5Prop oder Neu5But.

Der Anteil von Neu5Prop am Gesamtgehalt der Sialinsauren in der zweiten Probe betrug
37 %, der Anteil von Neu5But in der dritten Probe 11 %. In den virologischen Versuchen
ist die Probe mit Neu5Ac blau dargestellt, mit NeuSAc + Neu5Prop orange und mit
Neu5Ac + Neu5But griin. Die Farbcodierung erleichtert die Ubersicht.

Der Gehalt an Sialinsauren wurde quantitativ exakt bestimmt, um in den folgenden
Versuchen eine genaue Aussage Uber die verschiedene Wirkung der Proben treffen zu

konnen.

4.4.2 Neuraminidase-Aktivitatstest (MUNANA-Fluoreszenz-Assay)

Zur Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Glykokonjugate auf die
enzymatische Aktivitat der Neuraminidase wurden die Viruspartikel mit verschiedenen
Substanzen vorinkubiert. Anhand des MUNANA-Fluoreszenz-Assays konnte ein

inhibitorischer Effekt der Konjugate festgestellt werden.
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Abbildung 4.21 Neuraminidase-Aktivitatstest

Im Diagramm ist die Aktivitdt der Neuraminidase H1N1 (A/Hamburg/5/09) in relativer
Fluoreszenzeinheit (RFU) abgebildet. Die Fluoreszenz stieg zunehmend mit Umsatz des
MUNANA-Substrats, also der Aktivitdt des Enzyms. In der Negativkontrolle (schwarz)
waren weder Glykokonjugate noch Oseltamivircarboxylat enthalten. In den Balken mit
den Farben blau (Neu5Ac), orange (Neu5Ac + Neu5Prop) und griin (Neu5Ac + Neu5But)
befanden sich die entsprechenden sialylierten Glykokonjugate. Der Positivkontrolle
diente Oseltamivircarboxylat (rot), dem Lo&sungsmittelabgleich Calcium-TBS-Puffer
(grau). Bei den Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung, die aus
drei unabhangigen Experimenten errechnet wurden.

Die Aktivitat der Neuraminidase unterschied sich nach Zugabe der sialylierten
Glykokonjugate bzw. von Oseltamivircarboxylat (Konzentration je 0,1 uM) deutlich von
der Negativkontrolle. Die Negativkontrolle, die lediglich das verdiinnte Virus in Calcium-
TBS-Puffer enthielt, zeigte in den Versuchen die héchste Fluoreszenz und stellte die
uneingeschrankte Aktivitdt der Neuraminidase dar (RFU = 2746). Bei Inkubation des
Virus mit sialylierten Glykokonjugaten wurde eine Reduktion der Aktivitat festgestellt,
wobei die Fluoreszenz um weit mehr als die Halfte abnahm. Zudem konnte ein
Unterschied der Aktivitdt der Neuraminidase bei den verschiedenen Glykokonjugaten
festgestellt werden. Im Vergleich zur natirlich vorkommenden Sialinsaure Neu5Ac (RFU
= 1027), nahm die Aktivitdt durch das zuséatzliche Vorhandensein kunstlicher
Sialinsauren in den Proben (Neu5Ac + Neu5Prop: RFU = 851; Neu5Ac + Neu5But: RFU
= 845) weiter ab. Die Glykokonjugate in Verbindung mit den kinstlichen Sialinsauren
Neu5Prop und Neu5But zeigten also eine starkere Inhibition der Neuraminidase als die
naturlich vorkommende Sialinsdure Neu5Ac. Die mitgefihrte Positivkontrolle
Oseltamivircarboxylat (RFU = 27) und der Lésungsmittelabgleich (RFU = 27), Calcium-

TBS, zeigten eine identische und vernachlassigbar geringe Intensitat an Fluoreszenz.
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Bei Zugabe von Oseltamivircarboxylat konnte somit von einer absoluten Hemmung der

Neuraminidase ausgegangen werden. Es wurde kein Substrat umgesetzt.

4.4.3 Einfluss auf die Einzelzyklus-Replikation des Influenza-A-Virus H1N1
(A/Hamburg/5/09) in MDCK(H)-Zellen
Das Virus wurde mit den verschiedenen Proben vorinkubiert und anschliefend auf die

Zellen gegeben, um die Auswirkung auf die initiale Infektion zu ermitteln (siehe 3.7.4).
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Abbildung 4.22 Lichtmikroskopische Aufnahmen von MDCK(H)-Zellen nach
TrueBlue™-Farbung

In den lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden nach immunhistochemischer Farbung
mit TrueBlue™ die durch Influenza-A-Virus HIN1 (A/Hamburg/5/09) infizierten Zellen
sichtbar. Zellen, denen weder Virus noch Inhibitor zugegeben wurden, zeigten keine
Farbung (1. Bild, oben links). Bei Inkubation mit Virus aber ohne Inhibitor (2. Bild, 1.
Reihe) erschienen viele homogen verteilte Infektionsherde. Nach Inkubation mit Virus
und Oseltamivircarboxylat sind lediglich sehr vereinzelt blau gefarbte, infizierte Zellen zu
finden. Auch die Zugabe sialylierte Glykokonjugate (untere Bildreihe) zeigte eine
reduzierte Infektionsrate. Bei Verwendung kinstlicher Sialinsduren, Neu5Prop oder
Neu5But, fiel die initiale Infektion gegenuber Glykokonjugaten mit ausschlieBlich
natlrlich vorkommender Sialinsdure (Neu5Ac) geringer aus.
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Abbildung 4.23 Einfluss der sialylierten Glykokonjugate auf die Erstinfekton

Das Diagramm stellt die Auswertung der Abbildung 4.22 nach Auszahlung infizierter
Zellen dar. Die Kontrolle (schwarz) zeigt die ungehemmte Infektion der MDCK(H)-Zellen.
Bei Inkubation mit sialylierten Glykokonjugaten (blau, orange, griin) konnte die Infektion
um ein Vielfaches reduziert werden. Unter Verwendung von Oseltamivircarboxylat (rot)
sank der Virustiter auf unter 50 pfu/ml. Bei den Werten handelt es sich um Mittelwerte +
Standardabweichung, die aus drei unabhangigen Experimenten errechnet wurden.

In den Abbildungen 4.22 und 4.23 sind zusammenfassend die Ergebnisse nach initialer
Infektion unter Einfluss sialylierter Glykokonjugate mit naturlichen bzw. kinstlichen
Sialinsauren abgebildet. Die Infektion der Zellen ohne Zugabe eines Inhibitors erreichte
den héchsten Wert an plaqueformenden Einheiten pro Milliliter (9,8x10° pfu/ml). Nach
Inkubation des Virus mit sialylierten Glykokonjugaten oder Oseltamivircarboxylat
(Konzentration je 0,04 yM), konnte eine starke Absenkung der infektidsen Partikel
beobachtet werden. Auch zwischen den verschiedenen Glykokonjugaten stellte man
eine Veranderung der infektidsen Viruspartikel fest. Bei Inkubation mit natlrlichen
Glykokonjugaten, die lediglich Neu5Ac trugen, waren die infektidsen Partikel auf ein
Viertel der Kontrollgruppe gesunken (2,5x10° pfu/ml). Eine weitere Senkung wurde
durch Verwendung von Proben mit Glykokonjugaten erreicht, die sowohl natirliche als
auch kinstliche Sialinsauren trugen. Glykokonjugate die neben Neu5Ac auch Neu5Prop
(1,4x10° pfu/ml) oder Neu5Ac und Neu5But (1,3x10° pfu/ml) trugen, waren vergleichbar
gering. Der geringste Virustiter wurde nach Inkubation mit Oseltamivircarboxylat

festgestellt (3,9x10° pfu/ml).
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4.4.4 Einfluss auf die multizyklische Replikation des Influenza-A-Virus H1N1
(A/Hamburg/5/09) in Calu-3-Zellen

Die Zellen wurden zunachst mit dem Virus infiziert. Nach Infektion der Zellen wurde das

Kulturmedium mit verschiedenen Substanzen inkubiert und der Virustiter nach 24, 48

und 72 Stunden mittels Plaque-Assay ausgewertet (siehe 3.7.3).
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Abbildung 4.24 Virustiter unter Einfluss sialylierter Glykokonjugate

Im Diagramm sind die verschiedenen Virustiter unter Zugabe der Inhibitoren dargestellt.
Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden 50 pl des Uberstandes abgenommen und der
Virustiter [pfu/ml] bestimmt. Die Probe ohne Inhibitor (Negativkontrolle) ist schwarz
dargestellt. Die sialylierten Glykokonjugate, abhangig von den enthaltenen Sialinsauren,
in blau, orange und grin. Oseltamivircarboxylat (rot) diente als Kontrollinhibitor. Die
Konzentration aller Inhibitoren lag bei 0,04 uM. Bei den Werten handelt es sich um
Mittelwerte + Standardabweichung, die aus drei unabhangigen Experimenten errechnet
wurden. Wegen der logarithmischen Auftragung ist lediglich die positive
Standardabweichung dargestellt.

Die multizyklische Replikation des Virus H1IN1 zeigte eine Abnahme des Titers sowohl
bei Behandlung mit dem Kontrollinhibitor (Oseltamivircarboxylat) als auch unter Zugabe
der sialylierten Glykokonjugate, wobei das Glykokonjugat mit der kiinstlichen Sialinsaure
Neu5Prop die Replikation des Virus insgesamt am starksten einschrankte.

In Abbildung 4.24 kann der Verlauf nach Infektion in der Ubersicht beobachtet werden.
24 Stunden nach Infektion der Zellen zeigte die Negativkontrolle den héchsten Titer
(2,4x10° pfu/ml). Die Messung der Kulturmedien nach Zugabe von Oseltamivircarboxylat
(8,1x10° pfu/ml), Glykokonjugaten mit natiirlicher Sialinsaure Neu5Ac (8,9x10° pfu/ml)
und solchen, die zusatzlich die kiinstliche Sialinsdure Neu5But (7,5x10° pfu/ml) trugen,
ergaben sehr ahnliche Werte. Auffallig war hier der deutlich tiefere Titer nach Inkubation

mit Glykokonjugaten, die die Sialinsduren Neu5Ac und Neu5Prop trugen (2,3x10°
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pfu/ml). Nach 48 Stunden waren der Titer des Mediums mit Oseltamivircarboxylat
(3,7x10° pfu/ml) und Glykokonjugaten mit natiirlicher Sialinsdure Neu5Ac (3,5x10°
pfu/ml) nahezu identisch, wahrend sich der Titer im Medium mit kinstlich sialylierten
Glykokonjugaten Neu5Ac und Neu5But (8,7x10° pfu/ml) dem mit Neu5Ac und Neu5Prop
(6,2x10° pfu/ml) annaherte. Die Negativkontrolle zeigte bei 48 Stunden (2,5x10" pfu/ml)
als auch bei 72 Stunden (1,9x10” pfu/ml) den hdéchsten Virustiter. Der Titer der
Positivkontrolle (Oseltamivircarboxylat) blieb konstant (3,9x10° pfu/ml). In den
Kulturmedien, die mit Glykokonjugaten inkubiert wurden, konnten nach 72 Stunden
geringere Titer gemessen werden: Neu5Ac (1,8x10° pfu/ml); Neu5Ac und Neu5Prop
(1,4x10° pfu/ml); Neu5Ac und Neu5But (9,7x10° pfu/ml).
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5 Diskussion

5.1 Metabolismus kunstlicher peracetylierter ManNAc-Analoga
in A549-Zellen

Die Promiskuitat der Enzyme des Sialinsaurestoffwechsels erlaubt die Einschleusung
und Metabolisierung aliphatischer Strukturanaloga mit verlangerter N-Acylseitenkette in
vitro (Kayser et al., 1992; Schwartz et al., 1983). Auch wenn die ManNAc-Kinase und
Neu5Ac-Synthase die Umsetzung aliphatischer Strukturanaloga begrenzen, ist eine
Erweiterung der Seitenkette mit bis zu sechs zusatzlichen C-Atomen maoglich (Jacobs et
al., 2001; Viswanathan et al., 2003).

Die Substratanaloga O-Acs-ManNProp und O-Acs-ManNBut wurden nach dem
etablierten Protokoll von Nils Bayer synthetisiert (Bayer et al., 2013). Das Protokoll
erlaubt eine quantitative Reaktionsausbeute, wodurch die Produkte keiner Reinigung
bedirfen. Um die Membranpermeabilitdt der ManNAc-Analoga zu erhéhen und damit
die Aufnahme bzw. die Umsetzung der Substrate in der Zelle zu steigern, wurden die
freistehenden Hydroxylgruppen peracetyliert (Jones et al., 2004; Sarkar et al., 1995).
Anhand von RP-HPLC-Analysen konnte der Metabolismus der verdnderten
Vorlaufermolekile chromatographisch dargestellt werden. Die hochspezifische
Fluoreszenzmarkierung mittels DMB bendtigt eine freie Keto- und Carboxylgruppe, die
im Grunde nur das Sialinsduremolekil liefert (Galuska et al., 2010; Hara et al., 1986).
Der Nachweis von Sialinsduren in A549-Zellen wurde anhand des Monosaccharid-
Standards verifiziert. Die unbehandelte Probe zeigte im Vergleich zum Leerwert einen
Peak, der mit der bekannten Retentionszeit von Neu5Ac des Monosaccharidstandards
Ubereinstimmte. Die Chromatogramme der vorbehandelten Zellen mit den
Strukturanaloga O-Acs-ManNProp und O-Acs-ManNBut beinhalteten neben dem
NeuS5Ac-Peak jeweils ein weiteres Signal mit erhéhter Retentionszeit. Das Signal nach
Behandlung mit O-Ac4s-ManNProp erschien im Vergleich noch vor dem Signal der O-Ac;-
ManNBut behandelten Proben. Die chromatographischen Profile entsprachen denen,
die bisher am Biochemischen Institut GieRen mit identischen Substratanaloga und
gleicher Zelllinie anhand von ESI-MS- und ESI-MS/MS-Untersuchungen dargestellt
wurden. Es handelte sich bei diesen Signalen um die Strukturen Neu5Prop und Neu5But
(Bayer, 2016; Bayer et al., 2013; Galuska et al.,, 2010). Die Sialinsdureanaloga
Neu5Prop und Neu5But wiesen, bedingt durch eine starkere Interaktion der jeweiligen
DMB-Konjugate mit der C-18-Saule, eine erhéhte Retentionszeit auf. Die verlangerte N-

Acylseitenkette der Analoga hat einen zunehmend hydrophoben Charakter. Jede
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zusatzliche Methylengruppe in der N-Acylseitenkette verlangerte die Retentionszeit des
Substrates. Bayer konnte zudem die Inkorporation der artifiziellen Sialinsauren
Neu5Prop und Neu5But in neu synthetisierte Glykoproteine behandelter A549-Zellen
nachweisen. Die Promiskuitat einiger Sialyltransferasen erlaubte die Ubertragung
artifizieller Sialinsdureanaloga mit veranderter N-Acylseitenkette auf Glykoproteine
(Bayer, 2016). Allerdings wird auch ein hemmender Effekt auf die Polysialyltransferase
durch unnatirliche Substratanaloga beschrieben. So konnte ManNBut die
Polysialylierung der Zelloberflache reversibel inhibieren, wahrend ManNProp keine
Auswirkung zeigte (Mahal et al., 2001).

Die Substanzen O-Acs-ManNProp und O-Acs-ManNBut sind in Konzentrationen bis
100 uM gegeniber der A549-Zelllinie vollstandig biokompatibel und bieten keinen Anhalt
fur Cytotoxizitat (Bayer et al., 2013).

Die Fluoreszenzmarkierung hydrolysierter a-Ketosauren durch DMB und anschlieRende
chromatographischer Darstellung mittels RP-HPLC Uber eine C18-Saule ist eine
hochsensitive Methodik. Sie ist Mittel der Wahl zur Detektion von Neuraminsauren und
erlaubt eine genaue Quantifikation. Die Limitation dieser Detektion liegt im
Pikogrammbereich (Galuska et al., 2010; Hara et al., 1986). Die mdgliche Darstellung
im Spektrophotometer mittels Thiobarbitursaure ist weniger selektiv und sensitiv
gegeniuber Sialinsauren. Es kommt dabei zu Interferenzen mit anderen 2-Deoxy-
Zuckern, wie 2-Deoxy-Glucose und -Ribose (Aminoff, 1959; Warren, 1959). Eine UV-
Detektion mittels HPLC stellt eine Alternative dar, ist aber hinsichtlich der Sensitivitat nur
limitierend anwendbar und erlaubt keine Darstellung im Pikomolbereich (Shukla and
Schauer, 1982).

Um die Metabolisierung der Derivate anhand der Lungenzelllinie A-549 genauer
beobachten zu konnen, wurde das Zellwachstum unter verschiedenen Medienzusatzen
bestimmt und die Stoffmenge der Sialinsduren mit variablen Konzentrationen des
Sialinsaurevorlaufers O-Acs-ManNProp sowie mit unterschiedlichen Medienzusatzen
untersucht (siehe 4.1).

Der Gehalt an fetalem Kalberserum im Kulturmedium hatte direkten Einfluss auf das
Zellwachstum. Ohne Zusatz von FBS verringerte sich die Zellzahl, wahrend bei Zugabe
von 1 % FBS die Kultur um etwa 50 %, bei Zusatz von 10 % FBS um etwa 150 % wuchs.
Ahnlich verhielt sich auch der Gesamtgehalt der Sialinsauren. Bei Zugabe von 1% FBS
war der gesamte Sialinsauregehalt im Vergleich zur Kultur ohne FBS um etwa 50%
erhoht. Allerdings stieg der Sialinsduregehalt bei Zugabe von 10 % FBS nur um etwa
100% im Vergleich zur Kultur ohne FBS an. Das Zellwachstum ist somit nicht direkt

proportional zur Gesamtmenge der Sialinsauren.
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Nach Inkubation der Zellen mit dem Zuckervorlaufermolekil O-Acs-ManNProp, blieb der
Gesamtgehalt an Sialinsduren (Neu5Ac+Neu5Prop) im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollgruppen (Neub5Ac) relativ konstant. Vorhergehende Studien konnten nach
Vorbehandlung von Zellen mit aliphatischen Praparaten, deren Ausgangssubstrat
allerdings nicht peracetyliert war, gleiches beobachten (Galuska et al., 2010; Keppler et
al., 1998). Der kinstliche Sialinsdurevorlaufer mit verlangerter N-Acylseitenkette
konkurriert mit dem natlrlichen Substrat um die Enzymbindung und ersetzt folglich das
naturliche Substrat ManNAc der Zelle im Sialinsduremetabolismus.

Der Anteil von Neu5Prop am Gesamtgehalt der Sialinsduren variierte mit dem
prozentualen Anteil an FBS und der Konzentration des Mannosaminderivates O-Ac,-
ManNProp im Kulturmedium. Je hdher die Konzentration des kinstlichen Derivates,
desto mehr Neu5Prop und umso weniger Neu5Ac wurden quantifiziert (Galuska et al.,
2010). Je weniger Zellkulturzusatze (FBS) das Medium enthielt, desto mehr NeuProp
und weniger Neu5Ac wurden registriert. Das Maximum in der relativen Verteilung von
kinstlicher zu natirlicher Sialinsaure lag bei 72 % Neu5Prop zu 28 % Neu5Ac bei einer
Konzentration von 100 yM O-Ac4s-ManNProp im Kulturmedium und ohne Zusatz von
FBS. Voraussetzung einer hohen cytosolischen Konzentration kunstlichen Substrates ist
die Passage der Lipiddoppelmembran. Die Aufnahme Uber Monosaccharid-Transporter
fallt gering aus. Um einen hohen Aufnahmefluss zu garantieren und die Konzentration
im Cytosol und damit das Substratangebot zu erhéhen, muss die Passage des Molekiils
Uber die Membran der Zelle erleichtert werden. Daher wurden die angewandten
Praparate ManNProp und ManNBut peracetyliert (siehe 3.2). Die Peracetylierung
steigert die Membranpermeabilitdt um ein Vielfaches (Jones et al., 2004). Die
veresterten Derivate werden durch zelluldre Esterasen gespalten und anschliel3end in
den Sialinsaurestoffwechsel eingeschleust (Sarkar et al., 1995).

Der Nahrstoffzusatz nahm entscheidenden Einfluss auf die Sialinisierung der Zellen.
Enthielt das Medium kein FBS waren weniger Zellen pro Kulturschale und dadurch ein
héheres Substratangebot (O-Acs-ManNProp) pro Zelle vorhanden. Bei einem Zusatz
von FBS stieg die Wachstumsrate erheblich an. Die Folge ist weniger Substrat pro Zelle.
Zudem koénnte ein mangelndes Nahrstoffangebot der Zellen die Aufnahme artifizieller
Sialinsaurevorlaufer férdern, da das Verhaltnis zwischen ManNAc-Analoga gegenuber
Proteinen, Wachstumsfaktoren und Vitaminen erhoht ist.

Keppler et al. beschrieben eine Inkorporation von ManNProp zwischen 35 % (MDCK-II-
Zellen) und 52 % (Vero-Zellen) (Keppler et al., 1998, 1995), wahrend abhangig von der
Zelllinie auch eine Aufnahme von bis zu 85 % der veranderten Sialinsauren in

Glykokonjugate beschrieben wurde (Mantey et al., 2001).
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Die Aufnahme und der Metabolismus von O-Acs,-ManNBut fiel deutlich geringer aus als
von O-Acs-ManNProp. Die reduzierte Metabolisierung bzw. Inkorporation von O-Ac,-
ManNBut entspricht Beobachtungen vergleichbarer Versuche (Bayer et al., 2013;
Keppler et al., 1998, 1995). Der Metabolismus verwendeter O-Ac,-ManNPent-Analoga
lag unter einem Prozent im relativen Vergleich zur physioligischen Sialinsdure NeuSAc.
Vermutlich sind in A549-Zellen die Enzyme, welche an der Sialinsdurebiosynthese
beteiligt sind, gegeniber N-Acetyl-Modifikationen mit verlangerten Acylresten deutlich
restriktiver als in bereits getesteten Zelllinien. Mit zunehmender Lange der
Aminoacylkette wurde eine steigende Limitation der zelluldren Enzymmaschinerie
beobachtet. Die Arbeitsgruppe um Jacobs konnten das gleiche Phdnomen beobachten
(Jacobs et al.,, 2001). Kim et al. beobachteten zudem eine Abnahme des
Sialinsaurehaushalts bei zunehmender Lange der N-Acylseitenkette (Kim EJ et al.,
2004). Weshalb im Vergleich von 0 % zu 1 % FBS im Kulturmedium die Synthese von
Neu5Prop nur minimal, aber die von Neu5But um das doppelte anstieg, konnte an dieser
Stelle nicht geklart werden.

Aus den gewonnen Erkenntnissen der Metabolisierung von O-Acs-ManNProp unter
Bericksichtigung  des  Nahrstoffmediums und  der  Konzentration  der
Sialinsaurevorlaufer, wurde anhand verschiedener Inkubationszeiten ein Protokoll
entwickelt, dass den Ertrag aber auch den Arbeitsaufwand fir weitere Versuche optimal
gestaltete (siehe 4.1.5). Weiterhin wurde ein Anteil von 50 % der kinstlichen Sialinsaure
Neu5Prop an dem Gesamthaushalt angestrebt, um die Abspaltung kunstlicher
Sialinsauren durch virale Neuraminidasen zu untersuchen.

Es muss einschrankend darauf hingewiesen werden, dass sich die Analyse der
Zellpellets auf die Detektion kinstlicher und natirlicher Sialinsauren beschrankte.
Dadurch war es moglich, die Metabolisierung der verschiedenen ManNAc-Derivate zu
den entsprechenden Sialinsaureanaloga darzustellen. Eine Aussage, welche Menge der
verstoffwechselten ManNAc-Derivate in Glykoproteine oder aber in Glykolipide
inkorporiert wurde, konnte an dieser Stelle nicht geklart werden. Analysen von
Proteinextrakten zeigten, dass die artifiziellen Sialinsduren auch in neu synthetisierte
Glykoproteine inkorporiert wurden und bestatigten deren nukleare Aktivierung, sowie
den Transfer durch Sialyltransferasen (Bayer, 2016).

Um eine Aussage zu treffen, welche Enzyme der Lungenzelllinie sich im Rahmen des
Sialinsaurestoffwechsels restriktiv gegeniber verlangerten N-Acetyl-Modifikationen
verhalten, ware eine Markierung der Strukturanaloga oder aber eine Isolierung der
einzelnen enzymatischen Schritte notwendig. Gerade das breite Spektrum der
Sialyltransferasen (Harduin-Lepers et al., 1995) erschwert eine isolierte Darstellung

solcher Enzyme, die permissiv bzw. restriktiv gegeniber einer liphatischen Verldngerung
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der N-Acylseitenkette sind. Bereits eine Methylengruppe kann dabei ausschlaggebend
sein (Mahal et al., 2001). Eine Datenbank permissiver Enzyme gegenuber artifiziellen
Sialinsauren kénnte eine weitere Differenzierung veranderter Glykoproteine und —lipide

ermdglichen, die zielgerichtet hinsichtlich der Sialinisierung untersucht werden kénnten.

5.2 Abspaltung kiinstlicher Sialinsauren durch humane

Neuraminidasen

Neuraminidasen gehéren zur Familie der sialinsaurespaltenden Enzyme. Sie spalten
endstandige Sialinsdureresiduen von Glykokonjugaten und sind in der Membran vieler
pathogener Viren verankert. Die Neuraminidasen des Influenza-A-Virus sind essentiell
fur eine effiziente Infektion der Wirtszellen und beeinflussen den initialen Infektionsschritt
sowie das Verlassen bereits infizierter Zellen. In vitro Versuche mit kinstlichen
Sialinsaureanaloga zeigten eine starke Reduktion der Virusinfektion nach
Vorbehandlung der Zellen. Nach Integration von Sialinsduren mit verlangerter N-Acyl-
Seitenkette in oberflachliche Glykoproteine von MDCK-II-Zellen, nahm die Infektion um
bis zu 80 % ab (Keppler et al., 1998). Auf der Suche nach neuen therapeutischen
Ansatzen gegen Influenza-A-Viren wurde in dieser Arbeit der Einfluss veranderter
Sialinsduren mit verldngerter N-Acylseitenkette auf Neuraminidasen untersucht.
Abgespaltene klnstliche Sialinsduren wurden durch eine modifizierte Methodik von
Galuska detektiert (Galuska et al., 2010). Die entwickelte Methodik erlaubte eine sehr
genaue Darstellung der verschiedenen Sialinsduren im Chromatogramm und die
Differenzierung der Spaltprodukte (siehe 3.5.3). Durch die Reduktion des
Probenmaterials wurde bei freien bzw. abgespaltenen Sialinsauren die Ketogruppe zu
einer Hydroxylgruppe reduziert. Da fir eine DMB-Markierung sowohl eine Keto- als auch
eine Carboxylgruppe essentiell sind, war nach Reduktion der freien Sialinsauren eine
DMB-Markierung nicht mehr mdglich. Die Ketogrupppen gebundener und aktivierter
Sialinsauren werden durch den Ringschluss nicht reduziert und kénnen nach Hydrolyse
im Gegensatz zu den freien Sialinsauren noch DMB-markiert werden. Im
Chromatogramm erschienen somit aktivierte bzw. gebundene Sialinsauren, wahrend
abgespaltene und freie Sialinsduren nicht mehr sichtbar waren. Grundlegend fir diese
Methodik waren Beobachtungen von Warren, die zeigten, dass lediglich nicht aktivierte
Sialinsauren durch Natriumborhydrid reduziert wurden (Warren and Blacklow, 1962).

Getestet wurden vier Neuraminidasen verschiedener Herkunft: Influenza-A-H1N1-
Neuraminidase (A/California/04/2009), Influenza-A-H3N2-Neuraminidase
(A/Babol/36/2005), Influenza-A-H5N1-Neuraminidase (A/Anhui/1/2005), Influenza-A-
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H7N7-Neuraminidase (A/Netherlands/219/03). Homogenisierte A549-Zellen wurden
nach Inkubation mit O-Acs-ManNProp und O-Acs-ManNBut mit den jeweiligen
Neuraminidasen inkubiert. Der Anteil der detektierten Spaltprodukte unterschied sich im
Vergleich der jeweiligen Subtypen. Die Neuraminidase H3N2 setzte nur einen geringen
Anteil der Sialinsaure Neu5Ac um, der unter Beriicksichtigung der Standardabweichung
nicht signifikant war. Eine deutliche Steigerung zeigte die Neuraminidase des
pandemischen H1N1 Virus. Der Umsatz von Neu5Ac lag zwischen 15 und 30 %. Eine
Spaltung klnstlicher Sialinsduren Neu5Prop oder Neu5But wurde nicht registriert. Die
beiden Subtypen H5N1 und H7N7 werden nur selten auf den Menschen tbertragen und
unterschieden sich in der Umsetzung der Substrate gegeniber H1IN1 und H3N2. Das
Diagramm beider Neuraminidasen war auffallend ahnlich. Insgesamt war der Umsatz
der Enzyme wesentlich hoéher. Hinzu kam die Spaltung der kinstlichen
Sialinsdureanaloga NeuSProp und Neu5But. 38 — 55 % des natlrlichen Substrates
NeuS5Ac und 27 — 28 % des kunstlichen Substrates Neu5Prop wurden gespalten. Ein
geringer Umsatz von Neu5But konnte ebenfalls registriert werden. Im Uberblick wird
deutlich, dass insgesamt das natlrliche Substrat bevorzugt gespalten wurde und eine
Abnahme des Umsatzes mit zunehmender Lange der N-Acylseitenkette beobachtet
werden konnte.

Berlcksichtigend muss darauf hingewiesen werden, dass sich der prozentuale Anteil
der gespaltenen Sialinsduren auf den gesamten Gehalt der Sialinsauren von A549-
Zellen bezog. Eine Differenzierung, welcher Anteil der Sialinsduren lipidgebunden,
proteingebunden oder CMP-aktiviert waren und eine Aussage, ob alle mdéglichen
spaltbaren Produkte durch die Neuraminidasen H5N1 bzw. H7N7 umgesetzt wurden,
konnte hier nicht dargestellt werden. Hierfir misste eine weiterfiUhrende Diagnostik der
Homogenisate betrieben sowie isolierte Glykoproteine bzw. -lipide oder gar aktivierte
Nukleotidzucker genau analysiert werden.

Bereits 1966 wurde die Spaltbarkeit von Substraten mit verlangerter N-Acylseitenkette
anhand von a-Ketosiden untersucht. Meindl und Tuppy demonstrierten die Spaltbarkeit
des Benzylketosids der N-Propionyl-a-D-Neuraminsdure durch die Vibrio-cholerae-
Neuraminidase und das Influenza-A-Virus (Melbourne). Die Spaltung des Substrats war
langsamer gegenlber den Ketosiden der N-Acetyl- und N-Glykolyl-a-D-neuraminsaure,
wahrend die Ketoside der N-Butyryl- und Benzoyl-a-D-neuraminsdure nicht umgesetzt
wurden. Der jeweilige N-Acylrest hatte einen bedeutenden Einfluss auf die Affinitat der
Neuraminidasen flir die unterschiedlichen a-Ketoside. Dabei reagierte die
Neuraminidase des Influenza-A-Virus empfindlicher mit einem Affinitatsverlust von N-
Acetyl Uber N-Glykolyl zu N-Propionyl (Meindl and Tuppy, 1966). Weitere

Untersuchungen der Vibrio-cholerae-Neuraminidase mit dem potenten kompetitiven
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Neuraminidase-Inhibitor 2-Desoxy-2,3-dehydro-N-acyl-Neuraminsaure zeigten die
Empfindlichkeit gegenlber Veranderungen der Carboxyl- bzw. N-Acetylgruppe. Eine
Veresterung der Carboxylgruppe oder Absattigung mit Wasserstoff fihrte zum Verlust
der Wirksamkeit. Die Verlangerung der N-Acetylgruppe zu einer N-Propionyl-, N-Butyryl-
bzw. N-Benzoyl-Gruppe flhrte zu einem steigenden Hemmungsverlust gegenlber der
Vibrio-cholerae-Neuraminidase (Meindl and Tuppy, 1969). Zudem demonstrierten
Kayser et al. die Spaltung von Sialinsauren radioaktiver Serumglykoproteine nach
Markierung mit MaNAc oder ManNProp durch Clostridium perfringens und Arthrobacter
ureafaciens. Es wurde eine geringere Abspaltung der mit ManNProp radioaktiv
markierten Proteine registriert (Kayser et al., 1992). In den dargestellten
Untersuchungen wird die Wichtigkeit der N-Acetylgruppe in Bezug auf die Interaktion mit
den beschriebenen bakteriellen bzw. viralen Neuraminidasen hervorgehoben. Gerade
die Verlangerung der N-Acylgruppe beeinflusste also im Besonderen die enzymatische
Spaltung und Affinitdt der Neuraminidase zu dem Substrat. Die Versuche und
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind vergleichbar mit den in diesem Abschnitt
aufgerthrten Studien der Vergangenheit. Der Unterschied bestand jedoch darin, dass
lungenspezifische Glykokonjugate als Substrat fur die viralen Neuraminidasen getestet
wurden. Die verwendete Lungenzelllinie bietet somit eine bessere Mdglichkeit, die
Substratspaltung durch die Neuraminidase im respiratorischen Trakt nachzuahmen.

Nicht nur die Struktur des Substrats, sondern auch die glykosidische Bindung der
endstandigen Sialinsauren zur Galaktose der Glykokonjugate ist ein entscheidender
Faktor fur die enzymatische Umsetzung. Sauer et al. untersuchten die glykosidische
Bindung endstandiger Sialinsauren verschiedener Zelllinien und Gewebe. A549-Zellen
wurden mit den pflanzlichen Lectinen Maackia amurensis agglutinin (MAA) und
Sambucus nigra agglutinin (SNA) gefarbt, um zwischen a2,3- und a2,6-Verlinkung zu
differenzieren. MAA bindet a2,3- , SNA a2,6-verlinkte Sialinsauren. In der Studie stellte
sich nur eine sehr geringe Farbung mit MAA dar, SNA verursachte dagegen eine
deutliche Fluoreszenz (Sauer et al., 2014). Die Vermutung liegt nahe, dass
Glykokonjugate von A549-Zellen hauptsachlich terminale a2,6-glykosidisch gebundene
Sialinsauren tragen. Avidre als auch humane Neuraminidasen koénnen beide
Bindungstypen hydrolysieren. Wahrend die aviaren Influenza-A-Neuraminidasen im
Allgemeinen eine hohe Aktivitat und Praferenz gegeniber a2,3-sialylierten Zuckerresten
besitzen, haben humane Influenza-A-Neuraminidasen eine geringere, aber
vergleichbare Aktivitat fur a2,3- und a2,6-sialylierte Zuckerresiduen, wenn auch die
Umsetzung von a2,3-Substraten leicht praferiert wird (Kobasa et al., 1999; Li Y et al.,
2011). Baum und Paulson beobachteten zwischen 1957 und 1987 einen Drift in der

Spezifitdt der humanen Neuraminidase N2. Frihe Isolate der Neuraminidasen zeigten
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eine strikte Spezifitat flr Neu5Ac-a2,3-Gal, solche von 1967-1968 zusatzlich geringe
Aktivitdt gegenuber Neub5Ac-a2,6-Gal und Neuraminidasen von 1972 an eine
vergleichbare Aktivitdt gegenuber beiden Substraten (Baum and Paulson, 1991).
Vermutlich ist der genetische Drift der Neuraminidase mit der Adaptation des
Hamagglutinins an Neu5Ac-a2,6-Gal zu begriinden, um eine effizientere Destruktion der
Rezeptoren auf der Zelloberflache infizierter Zellen zu ermobglichen und die
Virusfreisetzung zu erleichtern, so Baum und Paulson. Die Erleichterung der Freisetzung
neuer Viruspartikel wirde wiederum die Infektionseffizienz steigern. Die Anpassung der
Neuraminidase an das Hamagglutinin und die gleichzeitige Persistenz beider
Spezifitdten kdnnte somit einen selektiven Vorteil neuer Viruspartikel bieten. Kobasa et
al. stellten eine Veranderung der Aminosauresequenz wahrend des Drifts der Spezifitat
fest. Mit einer steigenden Spezifiat fir Neu5Ac-a2,6-Gal tauschte parallel in Position 275
die Aminosaure Isoleucin zu Valin (Kobasa et al., 1999). Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen bestatigten aber die weiterhin vorhandene Praferenz verschiedener
Neuraminidasen gegenuber a2,3-verlinkten Sialinsdureresiduen (Franca de Barros et
al., 2003; Garcia et al., 2014; Onsirisakul et al., 2014).

Fasst man die Ergebnisse dieser Arbeit unter Einbeziehung der aufgefuhrten Quellen
zusammen, ist zu vermuten, dass die getesteten Neuraminidasen der Viren H1N1 und
H3N2 eine geringe Aktivitat bzw. Spezifitat gegenliber a2,6-verknipften Sialinsduren
besitzen und zudem empfindlich gegenlber einer aliphatischen Verlangerung der N-
Acylgruppe reagieren. Im Gegenteil dazu waren die Neuraminidasen der Viren H5N1
und H7N7 wesentlich aktiver und zeigten einen hdheren Substratumsatz. Dartberhinaus
war die Empfindlichkeit gegenutber einer zusatzlichen Methylengruppe der N-
Acylseitenkette deutlich herabgesetzt und ermdéglichte einen hohen Umsatz von
Neu5Prop. Der signifikante Aktivitatsunterschied der Viren, die haufiger im Umkreis der
Menschen zirkulieren und Infektionen verursachen (H1N1/H3N2) und solcher, deren
Ubertragung nur selten zu beobachten ist (H7N7/H5N1), kdnnte vermutlich an der
Balance zwischen den Oberflachenglykoproteinen Hamagglutinin und Neuraminidase
der Influenza-Viren liegen (Wagner, Matrosovich et al., 2002). Eine starke Bindung neuer
Viruspartikel Gber Hdmagglutinin an oberflachlichen Sialinsauren einer infizierten Zelle
bendtigt auf der anderen Seite eine aktive Neuraminidase, um eine effiziente Infektion
neuer Wirtszellen zu ermdglichen. Andererseits spielt die Neuraminidase auch wahrend
der initialen Infektion eine wichtige Rolle. Eine hohe Aktivitat kdnnte dabei helfen, die
muzinreiche Schicht der Trachea zu durchdringen und dabei Oligosaccharide, die zu
einer Absattigung der Hamagglutinin-Rezeptoren flihren kénnten, zu spalten. Daflr

wirde vor allem die bestehende Praferenz gegenitber a2,3-verlinkten
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Sialinsaureresiduen (s.o0.) sprechen, denn auch im Mukus kommen vorwiegend
Sialinsauren in dieser Verlinkung vor (Couceiro et al., 1993).

Fortflhrend ware es von Interesse, die veranderten Glykokonjugate der A549-Zellen zu
isolieren und deren Aufbau genauer zu studieren. Proben mit Glykoproteinen oder -
lipiden, die lediglich endstandiges NeuS5Prop bzw. Neu5But enthalten, kénnten nicht nur
mit humanen, sondern auch mit isolierten aviaren oder porcinen Neuraminidasen
getestet werden, um die Spaltbarkeit der Substrate weiter zu differenzieren. Als
Referenz wirden sich naturliche Substrate in verschiedenen glykosidischen Bindungen

anbieten.

5.3 Anreicherung kunstlich sialylierter Glykokonjugate

Die Inkubation homogenisierter A549-Zellen mit verschiedenen Neuraminidasen zeigte,
dass der Metabolismus und die Inkoorporation kinstlicher Siainsaurevorlaufer die
enzymatische Reaktion der Neuraminidasen beeinflusste. Gerade die Neuraminidasen
der haufiger zirkulierenden humanen Viren H1N1 und H3N2 konnten nur wenig bzw.
kein kinstliches Substrat umsetzen. Die Ergebnisse starkten die ldee flr einen
therapeutischen Ansatz kinstlich veranderter Glykokonjugate. In der Vergangenheit
wurden Zellen nach Vorbehandlung mit kiinstlichen Sialinsdurevorldufern (ManNProp,
ManNBut, ManNPent), die diese auch in Oberflachenglykokonjugate inkorporierten,
virologisch untersucht. Die Elongierung der N-Acylseitenkette von Sialinsauren in
oberflachlichen Glykokonjugaten senkte die Infektion vorbehandelter MDCK-II-Zellen
gegeniber Influenza-A-Viren (H3N2) (Keppler et al.,, 1998). Im Gegenteil dazu stieg
nach Vorbehandlung von Vero-Zellen mit ManNProp und ManNBut die Infektion durch
das Humane Polyomavirus 1 an, wahrend die Zellen nach Behandlung mit ManNPent
nahezu resistent reagierten (Keppler et al., 1995). Die therapeutische Anwendung
kunstlicher Sialinsaurevorlaufer gegen das Influenza-A-Virus ist allerdings nur sehr
schwer moglich, da Zellen die Vorlaufer vorerst inkorporieren missten, damit diese
resistent gegentber einer Infektion waren. Die zu inhalierende Menge und die Barriere
des Mukus, abgesehen von nicht voraussehbaren Nebeneffekten, verhindern einen
direkten therapeutischen Ansatz der ManNAc-Analoga. Um zu untersuchen, inwiefern
kinstlich sialylierte Glykokonjugate als therapeutischer Ansatzpunkt gegen Influenza A
die Aktivitdt der Neuraminidase hemmen und die Replikation des Influenza-A-Virus
beeinflussen, war deren Aufarbeitung und Anreicherung notwendig.

Das Probenmaterial fur die Aufarbeitung kinstlich sialylierter Glykokonjugate wurde aus

vorbehandelten A549-Zellen gewonnen (siehe 3.6). Nach dem Lésen der Zellstrukturen
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und dem enzymatischen Proteinverdau, konnten die trypsinierten Glykokonjugate
aufgenommen werden. Die gewonnenen Glykokonjugate wurden mit einer DNAPac-
PA100-Anionenaustauschersaule separiert und angereichert. Mit dem etablierten
Laufgradienten konnten die gewinschten Fraktionen isoliert entnommen und von
Nebenprodukten getrennt werden. Nach Gefriertrocknung im Lyophilisator und spaterer
Aufnahme in DPBS, wurden die Proben fir virologische Versuche verwendet.
Sialylierte Glykokonjugate, die aus veranderten Oberflachenglykoproteinen gewonnen
wurden, mussten von den restlichen Bestandteilen der Zellen getrennt werden, damit
deren Wirkung gesondert beobachtet werden konnte. Durch das Loésen der
Zellstrukturen und Trennung zwischen Pellet und trypsinierten Glykokonjugaten geht
man gerade in den ersten Schritten der Aufarbeitung einen grof3en Verlust ein. Wahrend
CMP-aktivierte oder freie Sialinsduren schon mit dem Offnen der Zellstrukturen verloren
gehen, verbleiben Glykolipide wie Glykosphingolipide und nicht gespaltene sialylierte
Glykoproteine nach dem Zentrifugieren im Zellpellet (siehe 4.3.2). Die verlorenen bzw.
verbliebenen Bestandteile konnten nicht aufgefangen werden, da sie die Ergebnisse
verfalschen und unerwinschte Nebeneffekte verursachen kénnten. Eine differenzierte
Aussage uUber die Wirkung der Glykokonjugate ware so nicht moéglich. Die Auftrennung
der verschiedenen Glykokonjugate und weitere Aufreinigung bzw. Anreicherung der
Proben durch die verwendete Anionenaustauschersaule war notwendig, um Fraktionen
mit moglichst hohem Gehalt kinstlicher Sialinsduren aufzufangen und die Reinheit der
Probe zu erhéhen. Allerdings muss berlcksichtigt werden, dass das bisherige Verfahren
keine vollstandige Reinheit der sialylierten Glykokonjugate erlaubt, wodurch weiterhin
ein Anteil an Nebenprodukten erhalten bleibt. Weitere Analysen und Trennverfahren
kénnten dahingehend eine vollstandige Isolation und im Idealfall eine Reinheit von 1
hinsichtlich der jeweiligen Glykokonjugate erreichen.

Von dem urspriinglichen Gesamtgehalt der Sialinsduren blieben nach den
Aufarbeitungsschritten etwa 9-11 % der Stoffmenge in den aufgereinigten Proben fur
virologische Versuche Uber. Um den Gewinn zu optimieren, ware zunachst an eine
Isolierung der Glykokonjugate von sialylierten Glykolipiden zu denken, deren
virologische Anwendung ebenfalls untersucht werden kénnte. Wurden sialylierte
Glykokonjugate aus gewonnenen Glykoproteinen als auch Glykolipiden zur Anwendung
gegen Influenza-A-Viren in Frage kommen, ware es mdglich, die Ausbeute deutlich zu
steigern, indem sialylierte Proteine und Lipide der behandelten Zellen enzymatisch
aufgereinigt werden.

Es wurden drei Proben zur Anwendung flr virologische Versuche aufgearbeitet. Zum
einen Glykokonjugate, die lediglich die naturliche Sialinsdure NeuS5Ac (Probe 1)

enthielten und zwei weitere Proben, die zudem auch aus klnstlichen Sialinsduren
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bestanden. Der Anteil an Neu5Prop lag bei 37 % (Probe 2), der Anteil an Neu5But bei
11 % (Probe 3).

5.4 Kunstlich sialylierte Glykokonjugate zur Anwendung gegen

das Influenza-A-Virus

Um die virologische Anwendung der kiinstlichen Glykokonjugate beurteilen zu kénnen,
wurde der Einfluss auf die Aktivitat der Neuraminidase, die Erstinfektion und die
multizyklische Replikation des Influenza-A-Virus untersucht. Zum Vergleich wurde das
Virostatikum Oseltamivircarboxylat in den Versuchen jeweils in gleicher Konzentration
verwendet, wahrend die kinstlichen Glykokonjugate den natirlichen Glykokonjugaten
gegenibergestellt werden konnten. Die Versuche wurden alle mit dem pandemischen
Influenza-A-Virus H1N1 (A/Hamburg/5/09) durchgefiihrt. H1N1 flhrte in der
Vergangenheit haufiger zu Pandemien und kommt auch beim Menschen vor.
Vorausgehende Versuche mit Neuraminidasen zeigten, dass insbesondere H1N1 keine
kinstlichen aber natlrliche Glykokonjugate spaltete. Daher war es von besonderem
Interesse die Anwendung der aufgearbeiteten Konjugate an diesem Virus zu testen.

Die Aktivitat der Neuraminidase wurde durch alle getesteten Substanzen gesenkt. Im
Vergleich zur Kontrolle, fihrte die Zugabe der Glykokonjugate zu einem eindeutigen
Aktivitatsverlust der Neuraminidase. Glykokonjugate, die kinstliche Sialinsduren
enthielten, hemmten die Neuraminidase starker als jene, die lediglich nattrliche
Sialinsauren trugen. Nach Inkubation mit Oseltamivircarboxylat wurde keine Aktivitat der
Neuraminidase gemessen. Die Ergebnisse des Aktivitatstests waren vergleichbar mit
denen der Erstinfektion im Zellkulturmodell. Hier wirkte das Virostatikum gegeniber den
Glykokonjugaten etwas besser. Im Vergleich zur Kontrolle fihrten alle Praparate zu einer
Senkung der Infektion bzw. des Virustiters. Der Unterschied zwischen naturlichen und
kinstlichen Praparaten wurde gréf3er. Die Werte zwischen den Glykokonjugaten mit den
kinstlichen Sialinsauren Neu5Prop und Neu5But blieben sehr ahnlich, obwohl die Probe
mit NeuS5But nur 11 % (vgl. Neu5Prop 37 %) kinstliche Sialinsauren in Bezug auf den
Gesamtgehalt an Sialinsauren enthielt. Im Rahmen der multizyklischen Infektion wurden
die Praparate erst nach Infektion der Zellen hinzugegeben. Alle verwendeten Praparate
fuhrten zu einer Senkung des Virustiters Uber 72 Stunden. Im Zellversuch erzielten
Oseltamivircarboxylat und Glykokonjugate mit natlrlichen Sialinsduren einen
vergleichbaren Titer. Konjugate, die neben der natirlichen auch die kunstliche
Sialinsaure Neu5But enthielten, fihrten zu einer weiteren Absenkung des Virustiters bei

48 Stunden. Die besten Ergebnisse wurden nach Inkubation mit Glykokonjugaten, die
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Neu5Prop enthielten, erzielt. Der gemessene Titer nach 24 und 48 Stunden war hier am
niedrigsten. Nach 72 Stunden glichen sich die Werte an, obwohl der Kontrollwert
weiterhin den hdchsten Virustiter trug. Zwischen 48 und 72 Stunden sinkt in der Regel
die Wirkung des Inhibitors oder bleibt konstant. Zum Unterbinden neuer Infektionen
unberihrter Wirtszellen ware zu diesem Zeitpunkt eine erneute Applikation des
Substrats notwendig, um den Titer weiterhin tief zu halten. Der Versuch der
multizyklischen Replikation steht beispielhaft fir den Verlauf eines grippalen Infektes.
Hier wirde die Einnahme des Medikamentes nach Auftreten der Symptome, also nach
Infektion, erfolgen.

Keppler et al. untersuchten vorbehandelte MDCK-II-Zellen nach Infektion mit Influenza-
A-Viren (Keppler et al., 1998). 18-35 % modifizierte Sialinsduren mit verlangerter N-
Acylseitenkette wurden in oberflachliche Glykokonjugate integriert. Das Derivat
ManNProp wurde wesentlich besser metabolisiert bzw. inkorporiert als ManNBut.
Glykokonjugate der Zelloberflache trugen 35 % Neu5Prop aber nur 18 % Neu5But. Trotz
der hdheren Integration von Neu5Prop in Glykokonjugate der Zellen flhrte die
Vorbehandlung der Zellen mit ManNBut zu einer hdéheren Resistenz gegenlber
Influenza-A-Viren. Die Vorbehandlung mit ManNProp redudzierte die Infektion um 60 %,
die mit ManNBut um 80 %. Die Gruppe um Keppler vermutete, dass die Verlangerung
der N-Acylseitenkette ein sterisches Hindernis fir den Hamagglutinin-Rezeptor darstellt.
Mit Hilfe von Roéntgenstrukturanalysen und molekularem Modeling (Insight Il modeling
software) wurde die Bindungsgrube des Glykoproteins Hamagglutinin visualisiert. Eine
weitere Methylengruppe der Aminoacylseiteinkette, wie sie bei Neu5Prop vorkommt,
erschien in der Darstellung zu grof3 und zeigte weg von der Proteinoberflache. Die
errechneten Energiekalkulationen fur elongierte Liganden waren gegeniber dem
natlrlichen Bindungspartner Neu5Ac Uber 20 kcal/mol héher. Schlussfolgernd wurde
von einer reduzierten Bindungsaffinitat ausgegangen, die die Bindung des Influenza-A-
Virus erschwert und die Infektion neuer Wirtszellen senkt. Allerdings stehen die
errechneten Energiekalkulationen im Kontrast zu den von Sauter ermittelten
Dissoziationskonstanten (Sauter et al.,, 1992). Mit Hilfe von nuklearer
Magnetresonanzspektroskopie wurde das Bindungsverhalten verschiedener Derivate
untersucht und deren Dissoziationskonstanten studiert. Durch Substitution oder Tausch
der funktionellen Gruppen konnten sich die 2-Carboxylat-, 5-Azetamido und 8-Hydroxyl-
Gruppe als wichtige Interaktionskomponenten in der Bindung zwischen Hamagglutinin
und Sialinsdure herauskristallisieren. Einen geringeren Effekt bewirkten langere
Kohlenstoffketten der 4-Hydroxylgruppe, die Entfernung der 7-Hydroxylgruppe und der
Austausch der Methylgruppe durch eine Ethylgruppe der 5-Azetamidogruppe. Letzteres

entspricht dem getesteten Derivat Neu5Prop. Die Dissoziationskonstante zwischen
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5-N-Propionyl-Neua2Me war nahezu identisch mit NeuSAca2Me (Sauter et al., 1992). In
der Bindung zwischen Sialinsdure (Neu5Ac) und Hamagglutinin legt sich die
Methylgruppe auf den aromatischen Ring Trp-153 des Hamagglutinins (Sauter et al.,
1989; Weis et al., 1988). In gemessenen NMR-Spektren mit 5-N-Propionyl-Neua2Me
kam es zu einer groRen Hochfeld-Verschiebung der Methylen- und Methyl-Protonen der
N-Propionyl-Ethyl-Gruppe bei Anwesenheit von Proteinen, was darauf hindeutete, dass
auch die Ethylgruppe wie erwartet iber dem Indolring (Trp-153) zum Liegen kam (Sauter
et al., 1992). Die hydrophobe Wechselwirkung zwischen verlangerter Kohlenstoffkette
und Indolring des Hamagglutinins zeigte, dass die Sialinsdure Neu5Prop mit dem viralen
Oberflachenglykoprotein interagiert. In  einem Influenza-A-Inhibitionstest  mit
verschiedenen Sialinsaureanaloga wurde ebenfalls die N-Acetylgruppe als wichtiger
Bindungspartner charakterisiert, dessen hydrophobe Interaktion vermutet wurde (Kelm
et al., 1992). Zusammenfassend stellen sich daher die Fragen, ob die zusatzliche
Methylengruppe von Neu5Prop die Bindungsaffinitat zu dem Hamagglutinin-Rezeptor
des Virus so effektiv herabsetzte, dass die Infektion der MDCK-Zellen um 60 % absinken
konnte (Keppler et al.,, 1998), wenn doch die von Sauter beschriebenen
Dissoziationskonstanten (5-N-Propionyl-Neua2Me, Neu5Aca2Me) nahezu identisch
waren und ob neben dem Hamagglutinin auch die Neuraminidase als Angriffsflache fur
die erwahnten Sialinsaureanaloga diente.

Der initiale Infektionsschritt und die multizylische Replikation im Zellkulturmodell der
vorliegenden Arbeit erbrachten einen eindeutigen Unterschied in der Anwendung
zwischen natirlichen Glykokonjugaten und solchen, die eine verlangerte N-
Acylseitenkette trugen. Die Glykokonjugate mit verlangerter N-Acylseitenkette senkten
in der Einzelzyklus- und multizyklischen Replikation den Virustiter effektiver. Weniger
Zellen waren infiziert. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen von Keppler und
Sauter (Keppler et al., 1998; Sauter et al., 1992), so liegt die Vermutung nahe, dass die
verwendeten Glykokonjugate mit verlangerter Seitenkette auch oder sogar vorwiegend
die Funktion der Neuraminidase beeinflussen. Keppler vermutete eine geschwachte
Bindungsaffinitdt zwischen Sialinsdure mit verlangerter N-Acylseitenkette und
Hamagglutinin, da die Bindungsgrube des Glykoproteins zu klein sei fur eine zusatzliche
Methylengruppe (Keppler et al., 1998). Sauter hingegen zeigte anhand von nuklearer
Magnetresonanzspektroskopie eine fast identische Dissoziationskonstante zwischen
5-N-Propionyl-Neua2Me und NeuS5Aca2Me mit Hadmagglutinin (Sauter et al., 1992).
Ware die Affinitdt zwischen Hamagglutinin und Konjugaten mit verlangerter N-
Acylseitenkette geringer bzw. gleichauf mit der Affinitdt zwischen Hamagglutinin und
natlrlichem Substrat, dirften sich in den Ergebnissen dieser Arbeit keine Unterschiede

zwischen den getesteten Konjugaten abzeichnen, bzw. muisste sogar eine starkere
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Wirkung der natirlichen Konjugate zu beobachteten sein. In keinem der Versuche
konnte eine bessere bzw. vergleichbare Wirkung der natlrlichen Konjugate verzeichnet
werden. Bemerkenswert ist vor allem, dass durch Zugabe von Glykokonjugaten mit
einem Anteil von lediglich 11 % Neu5But der Virustiter der initialen Infektion mit der
Probe, die 37 % Neu5Prop enthielt, vergleichbar war. Weiterhin spalteten die
Neuraminidasen der Viren H1N1 und H3N2 keine kinstlichen Sialinsauren mit
verlangerter N-Acylseitenkette von Glykokonjugaten. Zudem wurde eine signifikante
Abnahme der Neuraminidaseaktivitat nach Inkubation mit Glykokonjugaten registriert,
wobei in den virologischen Versuchen immerzu das Virostatikum Oseltamivircarboxylat,
ein freigegebener Neuraminidase-Inhibitor, vergleichsweise als Positivkontrolle
mitgefihrt wurde. Daher ist davon auszugehen, dass neben einer Absattigung der
Hamagglutinin-Rezeptoren auf der Virusoberflache die Aktivitdt der Neuraminidase
durch die Glykokonjugate reduziert wurde. Aber wie kann gerade die initale Infektion,
also der erste Kontakt der Zelle mit dem Virus, durch Hemmung der Neuraminidase
beeinflusst werden, wo doch mit dem initialen Replikationsschritt im Allgemeinen das
Hamagglutinin verbunden wird?

Um die inhibierende Wirkung der Glykokonjugate wahrend der initialen Infektion zu
verstehen, soll hier insbesondere die Funktion der Neuraminidase wahrend dieses
Schritts erlautert werden. In der Vergangenheit wurde mit der initialen Infektion des
Influenza-A-Virus vor allem das Hamagglutinin verbunden, welches sinnbildlich flr den
ersten Kontakt des Virus mit der Wirtszelle steht. Der Neuraminidase kam lediglich eine
sialinsaurespaltende Funktion zu und wurde in dem initalen Infektionsschritt
ausgeblendet. Eine der ersten Beobachtungen, die die Membranfusion unter Einfluss
der Neuraminidase darstellte, geht auf das Jahr 1980 zurlck (Huang et al., 1980). Huang
et al. integrierten virale Glykoproteine in Liposome. Dabei stellte sich heraus, dass beide
Proteine, aktiviertes Hamagglutinin und Neuraminidase, unerlasslich fir ein Fusionieren
der Liposome mit der Zellmembran waren. Ein Fehlen der Neuraminidase und auch
Neuraminidaseinhibitoren verhinderten ebenfalls die Fusion. Matrosovich et al.
untersuchten die initiale Infektion humaner Luftwegepithelzellen in Gegenwart von
Oseltamivircarboxylat (Matrosovich et al., 2004). 7 Stunden nach Virusapplikation waren
20-500fach weniger Zellen infiziert. Die Anwendung des Neuraminidaseinhibitors zeigte,
wie wichtig die Neuraminidase wahrend der initialen Infektion ist. Eine mdgliche Funktion
der Neuraminidase, noch vor Kontakt des Virus mit der Zelle, kdnnte das Entfernen von
Kdderrezeptoren auf Muzinen, Zilien oder zelluldrer Glykokalix sein, so Matrosovich.
Eine Bindung der Kbéderrezeptoren wirde den Viruszugriff auf funktionelle Rezeptoren
der Wirtszelle behindern. Ohuchi et al. betrachteten die Bindung von Influenza-A-Viren

unter Einfluss der Neuraminidaseinhibitoren Zanamivir und Oseltamivircarboxylat mit
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dem Elektronenmikroskop (Ohuchi et al., 2006). Die Anwendung der Praparate hatte
keinen Einfluss auf die Virusbindung, fUhrte aber zu einer Beeintrachtigung des
Viruseintritts. Ohuchi et al. diskutierten die elektronenmikroskopischen Aufnahmen im
Vergleich zwischen Kontrolle und Inhibitor. Zur Bewegung auf der Oberflache der
Zielzellen schien eine aktive Neuraminidase notwendig. Womdglich dient die
Neuraminidase als Transfer an der Zelloberflache zu limitierenden Eintrittspunkten, an
denen eine Endozytose moglich ist, wodurch die Infektionseffizienz des Virus gesteigert
wird.

Die Beobachtungen von Huang (Huang et al., 1980) und Ohuchi (Ohuchi et al., 2006)
konzentrierten sich auf die Endozytose, also die Verbindung zwischen Virus und
Wirtszelle und den Einfluss der Neuraminidase auf diesen wichtigen initialen Schritt.
Matrosovich (Matrosovich et al., 2004) beleuchtete zudem eine weitere mdgliche
Funktion, namlich die Spaltung von Sialinsauren als Kdderrezeptoren, die den initialen
Infektionsschritt verhindern kénnten. Die Beobachtungen von Matrosovich et al. werden
im Folgenden weiterfihrend diskutiert.

Betrachtet man den humanen Atemweg, der Angriffspunkt fur Influenza-A-Viren, finden
sich auf der Oberflache jeder Zelle Oligosaccharide mit terminalen Sialinsauren, die
spezifisch mit Galactose glykosydisch verknlpft sind. Die Gruppe um Shinya
untersuchte anhand verschiedener humaner Gewebsproben die oberflachlichen
Sialinsduren des respiratorischen Traktes (Shinya et al., 2006). Epithelzellen der
nasalen Mukosa trugen vorwiegend a2,6-verlinkte Sialinsguren, wobei auch gelegentlich
a2,3-Verbindungen detektiert wurden. Im paranasalen Sinus, dem Pharynx, der Trachea
und den Bronchien trugen epitheliale Zellen hauptsachlich a2,6-Gal-verknlpfte
Sialinsauren. Aber auch epitheliale Zellen terminaler und respiratorischer Bronchiolen
zeigten diese Verlinkung. Neu5Ac-a2,3-Gal wurde auf nicht-ziliaren Bronchialzellen
zwischen respiratorischer Bronchiole und Alveolus, sowie auf einigen Alveolarzellen
registriert. Weiterhin zeigten die Untersuchungen, dass humane Influenza-Viren, die
a2,6-verlinkte Sialinsduren bevorzugt erkennen, bronchiale Epithelzellen und
Alveolarzellen infizierten. Dagegen infizierten aviare Viren, die a2,3-verlinkte
Sialinsauren in der Bindung praferierten, keine bronchialen Epithelzellen aber
Alveolarzellen.

Nicht nur die Zellen des respiratorischen Traktes beeinflussen Uber die Verknlpfung der
Sialinsauren die Infektion verschiedener Influenza-Viren. Auch der sie auskleidende
respiratorische Mukus, der Uber ziliare Zellen in Richtung Pharynx transportiert wird,
dient einer natlrlichen Protektion gegeniber fremden Keimen aus der Atemluft.
Matrosovich und Klenk erlauterten die Anwendung natirlicher sialinsauretragender

Inhibitoren (Matrosovich and Klenk, 2003). Muzine sind der Hauptbestandteil des
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respiratorischen Mukus und werden von Becherzellen und mukésen Zellen submukdéser
Driusen produziert (Jeffery and Li, 1997). Die Oligosaccharidketten der Muzine sind reich
an Sialinsauren. Die grofRe Diversitat in Struktur und Zusammensetzung bietet Schutz
gegen kohlenhydratbindende Mikroorganismen (Lamblin and Roussel, 1993). Cohen et
al. untersuchten insbesondere die Interaktion zwischen Neuraminidase und Mukus der
Trachea bzw. des Bronchus sowie zwischen Neuraminidase und Muzinen der
Speicheldrisen (Cohen et al., 2013). Das Influenza-A-Virus ging eine direkte Bindung
mit Mukus bzw. Muzinen ein und trennte zudem aktiv endstandige Sialinsduren von
Muzinen. Humane Muzine der Speicheldrise, die darunterliegende Zellen bedeckten,
konnten in Abhangigkeit der beinhaltenden Sialinsduren Zellen gegenuber einer
Infektion schitzen. Die Wirkung erfuhr eine Steigerung bei Hemmung der
Neuraminidase mit Oseltamivir. Humane Muzine der Speicheldrise zeigten in
Aktivitdtsassays der Neuraminidase eine kompetitive Inhibition. Diese Untersuchungen
deuteten eine besondere Funktion der Neuraminidase wahrend der initialen Infektion,
namlich die Spaltung sialylierter Muzine, um die Infektion des Virus trotz vorhandener
Mukus-Schutzschicht zu gewahrleisten.

Couceiro et al. analysierten die Oberflachensialylierung humaner Trachea und
registrierten eine Praddominanz a2,6-verlinkter Sialinsduren auf zilientragender Zellen,
wohingegen Muzine vorwiegend a2,3-verlinkte Sialinsduren trugen (Couceiro et al.,
1993). Das verwendete humane Influenza-A-Virus (H3N2), dessen Hamagglutinin-
Rezeptor vorwiegend a2,6-Verbindungen erkennt, ging eine feste Bindung mit dem
Epithel der humanen Trachea ein, wahrend die Variation des Virus mit Praferenz fur
a2,3-Verbindungen nur eine geringe Bindungspravalenz zum Epithel besall und im
Bereich intrazelluldren Muzingranula lokalisiert war. Die Anwendung humaner Bronchial-
Muzine stellte sich als potenter Virusinhibitor gegentber der Bindung der Virusvariante
zu trachealem Epithel dar, hatte aber keinen Einfluss auf die Bindung des parentalen
Virus. Die Autoren vermuteten, dass bedingt durch die Sia-a2,6-Gal Rezeptoren auf den
Epithelzellen und inhibierende Sia-a2,3-Gal verknupfte Muzine, ein Selektionsdruck hin
zu einer a2,6-Pravalenz fur humane Influenza-A-Viren besteht bzw. bestand.

Die verschiedenen Studien demonstrieren die natirliche Schutzfunktion sialylierter
Glykokonjugate im Mukus, die eine natlrliche Abwehrbarriere gegeniber Influenza-A-
Viren Ubernehmen. Glykokonjugate, deren Sialinsduren vorwiegend Sia-02,6-Gal
verlinkt sind, kdnnten die protektive Wirkung des Mukus gegeniber einer Erstinfektion
oder fortschreitenden Infektion des humanen Influenza-A-Virus verstarken. Neben den
natlrlichen Oligosacchariden im Mukus, die vorwiegend a2,3-verlinkte Sialinsauren
tragen (Couceiro et al., 1993), wirden a2,6-verlinkte Strukturanaloga zusatzlich Schutz

gegeniber den haufig zirkulierenden humanen Influenza-A-Viren bieten.
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Die in dieser Arbeit hergestellten klnstlich sialylierten Glykokonjugate senkten die
Aktivitdt der Neuraminidase. Die getesteten Neuraminidasen konnten zudem die
kunstlichen Substrate schlechter umsetzen als das naturliche Substrat. Aller
Wahrscheinlichkeit nach sind die endstédndigen Sialinsauren a2,6-verlinkt, was aus
Versuchen im Zusammenhang mit der Oberflachensialylierung von A549-Zellen
hervorging (Sauer et al., 2014). Neben den klnstlichen Glykokonjugaten kamen auch
natlrliche Glykokonjugate in den getesteten Proben vor. Es ist davon auszugehen, dass
neben einer Inhibition der viralen Neuraminidase auch die oberflachlichen
sialinsdurebindenden Hamagglutinin-Molekile humaner Influenza-Viren, die bevorzugt
a2,6-verlinkte Rezeptoren der Wirtszellen erkennen, abgesattigt werden. Die Wirkung
der hergestellten kinstlichen Konjugate erzielte im Rahmen der multizyklischen
Replikation bessere Ergebnisse als der verwendete Neuraminidaseinhibitor
Oseltamivircarboxylat. Insgesamt wird somit eine inhibierende Wirkung gegen die

Neuraminidase und das Hamagglutinin des getesteten Virusstamms vermutet.
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Abbildung 5.1 Wirkungsweise hergestellter Glykokonjugate
Schematische Darstellung der Wirkungsweise hergestellter Glykokonjugate. Die
Rezeptoren entsprechen Neu5Ac (schwarz), NeuSProp (orange) und Neu5But (grun).
Sialinsaure tragende Muzine (langkettig, schwarzes Gerist) binden protektiv
oberflachliche Glykoproteine (Hamagglutinin) des Influenza-Virus und verhindern den
direkten Kontakt mit Zellen des Atemweges. Die hergestellten sialylierten
Glykokonjugate (kurzes graues GerUst) sollen die protektive Wirkung des Mukus
verstarken. Die bedingt-spaltbaren Substrate Neu5Prop (orange) und Neu5But (grin)
senken vor allem die Aktivitdt der Neuraminidase. Gleichzeitig kdnnen die natlrlichen
Substrate (Neu5Ac, schwarz) als auch die klnstlichen (Neu5Prop, Neu5But) die
Hamagglutinin-Bindestellen besetzen. HA, Hdmagglutinin; NA, Neuraminidase.

Abbildung 5.1 veranschaulicht die Wirkungsweise der Glykokonjugate, die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit zur Anwendung gegen Influenza-A-Viren hergestellt wurden. Es

wird beispielhaft die mogliche Wirkung im Mukus des respiratorischen Epithels
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dargestellt, also dem Ort, an dem das Influenza-A-Virus in der Regel den humanen Wirt
infiziert. Neben den bereits vorhandenen, sialinsauretragenden Muzinen (a2,3-verlinkt),
kénnte die Anwesenheit kinstlich sialylierter Glykokonjugate (a2,6-verlinkt) die
natlrliche Abwehrfunktion des Korpers unterstitzen. Wahrend die Hamagglutinin-
Bindestellen des Virus zusatzlich durch Neu5Ac, Neu5Prop oder NeuS5But der
kunstlichen Konjugate voribergehend besetzt werden kénnen, sind es die beiden
kinstlichen Analoga Neu5Prop und Neu5But, die die Aktivitdt der Neuraminidase
entscheidend einschranken wirden. Eine Absattigung oberflachlicher Hamagglutinin-
Rezeptoren, die vor allem a2,6-verlinkte Bindungspartner praferieren und die
Herabsenkung der Neuraminidase-Aktivitdt mit einem nicht-spaltbaren Substratanaloga
kénnten die Infektion des Virus in vivo verhindern. Zusammenfassend kann man sich die
Wirkung wie folgt vorstellen: Ein Praparat, das ergédnzend zu den Kdderrezeptoren der
Muzine wirkt und zudem die Aktivitat der Neuraminidase einschrankt. Im initialen Schritt
werden die Bindung zur Wirtszelle erschwert und die enzymatische Aktivitat der
Neuraminidase eingeschréankt. Das Befreien von Kdderrezeptoren und die Endozytose
bzw. der Transfer der Viren zu Eintrittsstellen werden verhindert. Weiterhin kdnnten die
Praparate das Loslésen von bereits infizierten Wirtszellen verhindern und eine weitere

Infektion neuer Zielzellen unterbinden.

Die Anwendung dieser kinstlichen Glykokonjugate kénnte Uber den Atemweg erfolgen,
sodass sich die inhalierten Substrate auf dem Mukus ablegen. Neben einer
prophylaktischen Anwendung, um einer Erstinfektion vorzubeugen, kénnte das Spray
ebenfalls nach Erstinfektion eingenommen werden, um eine weitere Ausbreitung zu
vermeiden. Im Zellkulturmodell wurden unter Anwendung der hergestellten kinstlichen
Glykokonjugate beide Varianten demonstriert. Es bedarf weiterer Versuche, auch in vivo,
um die mdgliche Anwendung und Wirkung der kiinstlichen Glykokonjugate als potentielle
Influenza-Inhibitoren weiter zu testen. Es sollen hier abschlieRend einige Gedanken
aufgeflhrt werden, die darauf abzielen, die Wirkungsweise der Konjugate genauer zu
untersuchen und deren Effekt zu optimieren.

Shen et al. diskutierten in einem Ubersichtsartikel neue Influenza-A-Virus Inhibitoren auf
der Basis des Hamagglutinins und verwiesen unter anderem auf kleine Inhibitoren, deren
Struktur der Sialinsaure entsprechen (Shen et al., 2013). Da das Virus eine Vielzahl von
HA-Glykoproteinen auf der Oberflache tragt und eine multivalente Bindung zu den
Rezeptoren der Wirtszellen eingeht, koénnte die Wirkung monovalenter
Sialinsaureanaloga durch eine polyvalente Prasenz gesteigert werden. Sun beschrieb,
dass neben der Verlinkung auch der an die Sialinsdure anschlieRende Zucker

(Galactose) sowie die Grundstruktur der sialylierten Oligosaccharide ausschlaggebend
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fur die Bindung des Virus und somit fur die Inhibition seien (Sun, 2007). Getestete
polyvalente sialylierte Oligosaccharide auf Makromolekilen konnten in der
Vergangenheit gute Ergebnisse erzielen. Daher rickt die Entwicklung multivalenter
sialylierter Oligosaccharide immer starker in den Vordergrund. Ferner wird darauf
hingewiesen, dass a2,6-verlinkte Sialinsdurerezeptoren fir die Mensch-zu-Mensch
Ubertragung unverzichtbar fiir eine effiziente Replikation des Virus seien und gerade
deshalb multivalente a2,6-verlinkte sialylierte Oligosaccharide eine effektive Wirkung
gegen das Influenza-A-Virus erzielen kénnten. Um die Wirkung weiter zu steigern,
kénnten, wie in den zusammenfassenden Arbeiten von Shen et al. und Sun (Shen et al.,
2013; Sun, 2007) diskutiert, die Glykokonjugate an eine aktive Oberflache gekoppelt
werden, damit eine polyvalente Interaktion mit den Viruspartikeln entstehen und die
inhibierende Wirkung gegenlber der Neuraminidase bzw. des Hamagglutinins weiter
gesteigert werden kdnnte.

Eine andere Uberlegung zur Steigerung der Wirkungseffektivitat konnte auf einer
Anhebung des prozentualen Anteils kiinstlicher Glykokonjugate in den Proben beruhen.
Die vielversprechende Wirkung der Butylgruppe, die lediglich 11 % der sialylierten
Glykokonjugate in den O-Acs-ManNBut-behandelten Proben trugen, kdnnte besonders
den inhibitorischen Effekt gegenlber dem Virus verbessern. Die Inkubation der Zellen
mit einer erhdohten Konzentration des Vorlaufers O-Acs-ManNProp flhrte zu einer
Steigerung der relativen Verteilung hin zu Neu5Prop (siehe 4.1.4). Damit der Verbrauch
der klnstlichen Vorlaufermolekile wahrend der Inkubation der Zellen gering bleibt,
musste sich die Zellpermeabilitdt der Substrate erhéhen, um das Substratangebot im
Zytoplasma zu steigern. Dadurch kdnnte auch bei geringer Substratkonzentration
effektiv daran gearbeitet werden, den relativen Anteil der klinstlichen Glykokonjugate
weiter zu verbessern. Die Beobachtungen von Kim et al. zeigten gerade bei geringen
Konzentrationen nach Verlangerung der Kohlenstoffkette an Hydroxylgruppen der
Esterderivate eine signifikante Steigerung des Sialinsaurestoffwechsels (Kim EJ et al.,
2004). Neben der, wie in dieser Arbeit, vorgenommenen Modifikation durch Veranderung
von Inkubationszeit sowie von Konzentration der Substrate und des FBS im
Kulturmedium, kdnnte der relative Sialinsauregehalt nach Propylierung bzw. Butylierung
bestimmt werden. Dadurch ware nicht nur an eine Steigerung des relativen Anteils
kunstlicher Glykokonjugate zu denken, sondern gleichzeitig an eine Einsparung der
verwendeten Vorlaufermolekile mit dem Ziel, das vorliegende Protokoll (siehe 3.3.4,
4.1) weiter zu verbessern. Daraufhin waren virologische Versuche mit Proben, die sich
in ihrem prozentualen Anteil an kinstlichen Derivaten unterscheiden, von besonderem

Interesse.

91



Weiterhin sollte in Bindungsassays die Affinitdt bzw. Dissoziatonskonstante der
hergestellten Derivate fur verschiedene virale Hamagglutinin-Molekille verglichen
werden. Auch wenn bereits andere Arbeitsgruppen die Affinitat von Neu5Prop zu
Hamagglutinin untersuchten und diskutierten (Keppler et al., 1998; Sauter et al., 1992)
(s.0.), bleibt die Frage offen, ob der geringe Anteil an Neu5But in den hergestellten
Konjugaten ausreichte, um die Neuraminidase des Virus so stark zu inhibieren oder ob
die hydrophobe Seitenkette von Neu5But eine verstarkte Affinitdt gegenlber
Hamagglutinin besitzt und damit inhibierend wirkt. Daher ware ein Vergleich der
sialylierten Glykokonjugate notwendig, um die Auswirkung der verlangerten N-
Acylseitenkette zu untersuchen und die Wirkung der kinstlichen Glykokonjugate in

Bezug auf das Influenza-A-Virus weiter zu erforschen.

Betrachtet man die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit, stellen die kinstlich
sialylierten Glykokonjugate durchaus eine gute Moglichkeit dar, die Replikation des
Influenza-A-Virus zu inhibieren. Weitere Analysen und mdgliche
Optimierungsvorschlage, wie sie in diesem Kapitel aufgeflhrt sind, kénnten eine
genauere Differenzierung des Wirkungsmechanismus erlauben und die Effizienz der

Wirkstoffe verbessern.
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6 Zusammenfassung

Auf der Zelloberflache modulieren Sialinsauren Zell-Zell- und Zell-Moleklil-Interaktionen.
In der endstandigen Position oberflachlicher Glykoproteine und Glykolipide nehmen
Sialinsauren im Rahmen des viralen Replikationszyklus eine Schlisselrolle ein. Die
Substratpermissivitat verschiedener Enzyme in der Sialinsdurebiosynthese erlaubt die
chemische Veranderung sialinsduretragender Glykokonjugate. Ziel dieser Arbeit war es,
kunstlich sialylierte Glykokonjugate anzureichern und diese als potentielle Virostatika zu
untersuchen. Die hergestellten peracetylierten ManNAc-Analoga, OAcs,-ManNProp und
OAcs-ManNBut, dienten der Inkubation von A549-Zellen, wobei es mdglich war, bis zu
72 % der naturlichen Sialinsduren durch kunstlich verédnderte zu ersetzen. Es wurde
unter verschiedenen Parametern ein Protokoll entwickelt, das gestattet, etwa die Halfte
der Sialinsauren durch kunstliche zu ersetzen und dabei gleichzeitig ermdglicht, eine
erhebliche Stoffmenge an Sialinsduren fur weitere Versuche zu synthetisieren.
Getestete Neuraminidasen verschiedener Influenza-A-Viren spalteten die natlrlichen
Sialinsauren von A549-Zellsuspensionen, hatten aber deutliche Schwierigkeiten in der
Umsetzung der kiinstlichen Konjugate mit Neu5Prop und Neu5But. Um eine mdgliche
inhibierende Wirkung der modifizierten Glykokonjugate gegeniber dem Influenza-A-
Virus zu studieren, wurde weiterfihrend ein Protokoll entwickelt, das der Anreicherung
der klnstlich veranderten sialylierten Glykokonjugate mittels Anionenaustauschersaule
diente. Die hergestellten Glykokonjugate zeigten in allen virologischen Versuchen einen
inhibitorischen Effekt gegeniber dem Influenza-A-Virus. Dabei war der Effekt der
kinstlichen Glykokonjugate, die natlrliche sowie kinstliche Sialinsduren enthielten,
gegenuber den natlrlichen Glykokonjugaten in allen Versuchsreihen starker
ausgepragt. Die Aktivitat der Neuraminidase wurde durch alle Praparate gesenkt. Zudem
reduzierten die Praparate in den Versuchen der Einzelzyklus- und Multizyklus-
Replikation des Influenza-A-Virus die Infektion von MDCK-Zellen bzw. Calu-3-Zellen. In
den Versuchen der multizyklischen Replikation konnte das Praparat mit der kinstlichen
Sialinsaure Neu5Prop im Vergleich zu Oseltamivircarboxylat und den anderen
getesteten Substanzen die beste Wirkung erzielen. Die gewonnenen Daten zeigen, dass
die Verldngerung der N-Acylseitenkette an Sialinsduren von Glykokonjugaten
erheblichen Einfluss auf das Influenza-A-Virus hat und eine Steigerung des
inhibitorischen Effekts der Konjugate bewirkt. Neben einer inhibierenden Wirkung
gegenuber der Neuraminidase, ist auch eine Blockade der Hdmagglutinin-Bindestellen

wahrscheinlich.
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7 Summary

Sialic acids modulate cell-cell and cell-molecule interactions on the cell surface. On the
terminal position of oligosaccharide chains on superficial glycoproteins and glycolipids,
sialic acids play a key role in the viral replication cycle. The substrate permissivity of
various enzymes in sialic acid biosynthesis enables chemical modification of
glycoconjugates carrying sialic acids. The aim of this study was to enrich artificially
sialylated glycoconjugates and to investigate them as potential antivirals. The
peracetylated ManNAc analogs, OAcs,-ManNProp and OAcs-ManNBut, were applied to
A549 cells, which enabled replacement of up to 72 % of the natural sialic acids with
artificially modified ones. Using various parameters, | developed a protocol allowing the
exchange of approximately 50 % of all sialic acids with artificial sialic acid residues.
Simultaneously, it thereby provides the opportunity to synthesise a considerable amount
of sialic acids for further experiments. While tested neuraminidases of various influenza
A viruses cleaved the natural sialic acids of A549 cell suspensions, they showed reduced
capacities to release Neu5Prop and Neu5But residues. In order to study a possible
inhibitory effect of the modified glycoconjugates against the influenza A virus in more
detail, a protocol was developed, which allowed an enrichment of artificially modified
sialylated glycoconjugates using an anion exchange column. The produced
glycoconjugates showed an inhibitory effect against the influenza A virus in all virological
experiments. The effect of the artificial glycoconjugates, which contained both natural
and artificial sialic acids, was superior to the natural glycoconjugates in all experiments.
The neuraminidase activity was reduced by all substances. In addition, in the single cycle
and multicycle influenza A virus replication studies, the substances showed reduced
infection of MDCK cells and Calu-3 cells, respectively. In experiments of multicycle virus
replication, the preparation containing artificial sialic acid Neu5Prop showed the best
effect in comparison with oseltamivir carboxylate and the other substances tested. The
data suggest that the extension of the N-acyl side chain in sialic acid residues of
glycoconjugates has an impact on the influenza A virus and increases the inhibitory effect
of the applied glycoconjugates. In addition to its inhibitory properties on neuraminidase,

a blockade of haemagglutinin binding sites is likely.
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8 Abkirzungsverzeichnis

ACN
Ala
Aqua dest.
Arg

AS

Asp
BSA
Ca
CaCl,
CO,
CMAS
CMP
cRNA
CTP
DANA
dH,0
DMB
DMEM
DMSO
DNA
DPBS
EDTA
ELISA
ER
ESI-MS
ESI-MS/MS
FBS
Gal
GBP
GG167

GIcNAc
GIn

Glu
GNE

Acetonitril

Alanin

Aqua destillata, destilliertes Wasser

Arginin

Aminosaure

Asparaginsaure

Bovines Serumalbumin

Calcium

Calciumchlorid

Kohlenstoffdioxid
Cytidin-Monophosphat-Neu5Ac-Synthetase
Cytidin-Monophosphat

Complementary RNA

Cytidin-Triphosphat

Neu5Ac2en; 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuraminic acid
Destilliertes Wasser

1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Ethylene-Diamine-Tetraacetic acid

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Endoplasmatisches Retikulum
Elektronenspray-lonisations-Massenspektromie
Elektronenspray-lonisations-Tandem-Massenspektrometrie

Fetal Bovine Serum

Galactose

Glykan-bindendes-Protein

4-guanidino-2,4-dideoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuraminic acid; 4-

guanidino-Neu5Ac2en; Zanamivir

N-Acetyl-Glucosamin

Glutamin

Glutaminsaure
UDP-GIcNAc-2-Epimerase
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GNE/MNK
GPI-Anker
GS-4071

GS-4104

HA

His
HPLC
HRP

lle

KCI

KDN
KH,PO,4
Lys

M1

M2

MAA
Man-6-P
ManNAc
ManNBut
ManNPent
ManNProp
MDCK
MEM
MeOH
MGE
MNK
MOI
mRNA
MUNANA
N

NA

NacCl
Na,HPO,
NANS
NANP

UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase
Glycosyl-Phosphatidylinositol-Anker
(3R,4R,5S)-4-acetamido-5-amino-3-pentan-3-yloxycyclohexene-
1-carboxylic acid; Oseltamivir carboxylate
Ethyl (3R,4R,5S)-4-acetamido-5-amino-3-pentan-3-
yloxycyclohexene-1-carboxylate; Oseltamivir
Hamagglutinin

Histidin

High Performance Liquid Chromatography
Horseradish peroxidase

Isoleucin

Kaliumchlorid
2-Keto-3-Deoxy-D-Glycero-D-Galactonsaure
Kaliumdihydrogenphosphat

Lysin

Matrixprotein 1

Matrixprotein 2

Maackia amurensis agglutinin
Mannose-6-Phosphat
2-N-Acetyl-Mannosamin
2-N-Butyl-Mannosamin
2-N-Pentyl-Mannosamin
2-N-Propionyl-Mannosamin

Mardin-Darby Canine Kidney

Modified Eagle’s Medium

Methanol

Metabolisches Glykoengineering
ManNAc-Kinase

Multiplicity of infection

Messenger RNA
2’-(4-Methylumbelliferyl)-a-D-N-Acetyl-Neuraminsaure
Stickstoff

Neuraminidase

Natriumchlorid

di-Natriumhydrogenphosphat
Neu5Ac-9-P-Synthase
Neu5Ac-9-P-Phosphatase
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NaOH

NEP

NEU

Neu5Ac
Neu5But
Neu5Gc
Neu5Prop

NMR

NP

NS2

OH
O-Acs-ManNAc
O-Acs-ManNBut
O-Acs-ManNProp
O-But;-ManNBut
O-Prop4-ManNProp
PA

PB1

PB2

PBS

PBS e

PEP

PFA

PMSF

RZ

RFU

RNA

RNP

RP

RP-HPLC

RPMI

Sia

Siglecs

Ser

SNA

TBS

TFA

Natriumhydroxid

Nuclear Export Protein

Neuraminidase

N-Acetylneuraminsaure

N-Butylneuraminsaure

N-Glykolyneuraminsaure
N-Propionylneuraminsaure

Nuclear Magnetic Resonance

Nukleoprotein

Nichtstrukturprotein 2

Hydroxyl
1,3,4,6-O-Tetraacetyl-2-N-Acetyl-Glucosamin
1,3,4,6-O-Tetraacetyl-2-N-Butyl-Glucosamin
1,3,4,6-O-Tetraacetyl-2-N-Propionyl-Glucosamin
1,3,4,6-O-Tetrabutyl-2-N-Butyl-Glucosamin
1,3,4,6-O-Tetrapropionyl-2-N-Propionyl-Glucosamin
Saures Polymeraseprotein

Basisches Polymeraseprotein 1

Basisches Polymeraseprotein 2

Phosphate Buffered Saline, Phosphatgepufferte Salzlésung
Phosphate Buffered Saline Deficient
Phosphoenolpyruvat

Paraformaldehyd

Phenylmethylsulfonylfluorid

Abweichungskoeffizient

Relative Fluorescence Unit, relative Fluoreszenzeinheit
Ribonukleinsaure

Ribonukleoprotein-Komplex

Reversed Phase

Reversed Phase — High Performance Liquid Chromatography
Roswell Park Memorial Institute

Sialinsaure

Sialic acid-binding immunglobuline type-lectins
Serin

Sambucus nigra agglutinin

Tris Buffered Saline

Trifluoroacetic acid
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TPCK

TRIS

Trp

Tyr
UDP-GIcNACc
uv

Val

VRNA

vRNP

Tosyl Phenylalanyl Chloromethyl Keton
Trishydroxymethylaminomethan
Tryptophan

Tyrosin

UDP-N-Acetyl-Glucosamin

Ultraviolett

Valin

Virale RNA

Viraler Ribunukleoprotein-Komplex
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