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Einleitung

Die N-Glykosylierung von Asparaginresten naszierender Polypeptidketten im Lumen des ER ist
eine der verbreitetsten Proteinmodifikationen unter den Eukaryonten. Unter Prokaryonten fin-
den sich vergleichbare Vorginge bei Archaeen [77], dagegen nur ausnahmsweise bei Eubakteri-
en [121].

Vom niederen Eukaryonten wie der Bickerhefe S. cerevisiae bis zum Menschen konservierte
Charakteristika der N-Glykosylierung sind erstens das Auftreten von Dolichol-Phosphat (DolP)
als Tragermolekiil fiir die Oligosaccharid-Assemblierung (,,Festphasensynthese*), zweitens der
Transfer des charakteristischen Oligosaccharids GlcNAcoMangGlcs und drittens die Erkennung
von Asparagin-Resten des Sequons Asn-Xaa-Ser/Thr durch einen in die ER-Membran eingebet-
teten heterooligomeren Enzymkomplex, der N-Oligosaccharyltransferase, wobei die Amidgruppe
des Asparagins als Akzeptor fungiert [8].

DaB} die N-glykosidische Modifizierung von Proteinen einen lebensnotwendigen Prozef3 fiir eu-
karyontische Zellen darstellt, konnte bereits in den 80er Jahren anhand temperatursensitiver Hefe-
mutanten gezeigt werden [37,38]. Doch erst mit Entwicklung der ,.knock out*“-Technik in Médusen
wurde dies 1994 auch fiir Sdauger bestitigt [40, 87]. Daneben belegt eine stiandig steigende Zahl
von Glykosylierungsdefekten beim Menschen (,,Congenital Disorders of Glycosylation®, CDG)
mit meist drastischer klinischer Auspriagung die immense Bedeutung dieser Modifikation [26,46].

Die eukaryontische N-Glykosylierung — ein Uberblick

Die Vorgiinge im ER: hochkonserviert und homogen Eine Ubersicht iiber die Gesamtheit der
ER-lokalisierten Glykosylierungsreaktionen einschlieBlich der Ubertragung auf das Protein ist in
Abb. 1 gegeben. Cytoplasmatisch orientiert [1] wird aus DolP und UDP-GIcNAc unter Kataly-
se des Alg7p (GIcNAcP-Transferase, GPT) DolPP-GIcNAc gebildet. Im Weiteren kommt es zur
Verlidngerung mit UDP-GIcNAc und GDP-Man bis DolPP-GIcNAc,;Man;. Nun erfolgt ein ,,flip-
ping* des Molekiils auf die luminale Seite der ER-Membran [111]. Wie dieser Prozefl der Trans-
lokation des etwa 1.4 kDa grof8en hydrophilen Oligosaccharid-Rests iiber die hydrophobe Mem-
bran vonstatten geht, ist bislang weitgehend unklar. Fiir S. cerevisiae wurde die Beteiligung des
Rftlp als notwendige Voraussetzung fiir diesen Translokationsprozef indirekt nachgewiesen [32].
Dieses Protein ist ein integrales Membranprotein mit moglicherweise 12 Membranspannen und
Homologen in anderen Eukaryonten [33]. Auf der luminalen Seite angelangt, erfolgt eine wei-
tere Verlingerung mit Mannosen. Der Mannosyldonor ist aber nun DolP-Man (gelbe Mannose-
Symbole). GDP-Man ist luminal nicht verfiigbar. Daher muf3 DolP-Man auf der cytoplasmatischen
Seite aus GDP-Man und DolP unter Katalyse der DolP-Man-Synthase (DPM1p) gebildet werden
(Abb. 1 oben Mitte) — und transloziert werden. Dieser Translokationsprozef ist zwar unabhingig
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die ER-lokalisierten Schritte der N-Glykosylierung unter Beriicksich-
tigung aufgeklarter Félle des humanen Congenital Disorders of Glycosylation (CDG) Typ I

Die angegebenen Enzyme beziehen sich auf S. cerevisiae, Orthologe im Menschen existieren jedoch fiir alle
bisher untersuchten Fille, wie anhand der dargestellten CDG-Subtypen ersichtlich ist. CDG Ig und CDG Ii
wurden in dieser Arbeit, CDG Ic sowie CDG Id von dieser Arbeitsgruppe untersucht. Die fett gedruckten
Untereinheiten der OST sind essentiell.

von RFTI [32], aber auch proteinabhingig [99]. Unklar ist, ob entweder eine eigene Translokase
existiert, oder aber die luminal aktiven, DolP-Man- bzw. DolP-Glc-abhingigen, Mannosyltrans-
ferasen auch den Transmembrantransport ihres Substrats bewerkstelligen. Denn diese Transfera-
sen weisen durchweg zahlreiche Transmembranspannen auf — wahrscheinlich eine notwendige
Voraussetzung fiir einen derartigen Translokationsprozef3. Dagegen scheint eine Translokaseak-
tivitat der DolP-Man-Synthase selbst inzwischen ausgeschlossen [105]. Der auf diese Weise bis
GlcNAcy;Mang angewachsene Oligosaccharidrest wird nun weiter um drei Glucosereste verldn-
gert. Obwohl UDP-Glucose innerhalb des ER verfiigbar ist, ist DolP-Glc der Donor fiir diese Re-
aktionen und wird wie DolP-Man cytoplasmatisch orientiert synthetisiert aus UDP-Glc und DolP
unter Katalyse von Alg5Sp. Auch hier ist eine proteinabhédngige Translokation gezeigt, die wahr-
scheinlich unabhingig von der DolP-Man-Translokation ist [100]. Mit Abschluf des Transfers des
dritten Glucose-Rests ist das ,,core“-Oligosaccharid komplett und damit Substrat fiir die Oligosac-
charyltransferase, einem Multienzymkomplex des rauhen ER, der in enger Assoziation mit dem
Translokon (Sec61-Komplex) [50] bis auf wenige Ausnahmen kotranslational die naszierende Po-
lypeptidkette an den Asn-Resten von Asn-Xaa-Ser/Thr-Sequons glykosyliert.

Diese Vorginge der ,,core*“-Glykosylierung sind hoch konserviert und finden nahezu in allen euka-
ryontischen Zellen statt. Da alle N-glykosidisch modifizierten Proteine diesen Prozess durchlau-
fen, unterscheiden sie sich bis hierhin in ihren Kohenhydratstrukturen nicht, weshalb die Funktion
des Oligosaccharidrestes noch von grundsétzlicher Natur ist. So beeinfluBt die N-Glykosylierung
entscheidend die Faltung vieler neusynthetisierter Proteine im ER. Bei Inhibierung der Glykosylie-
rung ist die Entstehung von fehlgefalteten, aggregierten Proteinen die Folge. In vitro-Faltungsstudi-
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en zeigen den positiven EinfluB} der Oligosaccharide auf den Faltungsprozel3. Sie sorgen fiir eine
bessere Loslichkeit der noch unvollstindig gefalteten Proteine und verhindern so ein Aggregieren.
Polypeptidsegmente, die mit Kohlenhydraten modifiziert sind, werden zur Oberflache von Prote-
indoménen gelenkt. Die Auswirkungen auf den Faltungsproze3 scheinen sowohl lokal, als auch
global zu sein, wobei die Abhingigkeit einzelner Glykoproteine von der Glykosylierung sehr stark
variiert [34].

Wahrscheinlich hat diese Art der Glykosylierung den Eukaryonten erst ermoglicht, groere und
komplexere Proteine in hoherem Umfang effektiv zu produzieren und zu sezernieren. Um diesen
Aufgaben gerecht zu werden, muf} die Glykosylierung bereits kotranslational, also vor der Faltung,
erfolgen [34] .

Noch wihrend die Proteinsynthese andauert, beginnt bereits die Prozessierung der proteingebun-
denen Kohlenhydratketten. Glucosidase I und II spalten nacheinander zwei der drei Glucosen ab,
und mit der Bindung eines zweier homologer Lectine, Calnexin (membrangebunden) oder Calre-
ticulin (16slich), an diese spezifische Saccharidstruktur beginnt zumindest in hoheren Eukaryon-
ten ein als ,,Qualitdtskontrolle” bekannt gewordener Mechanismus [34, 93]. Wihrend das noch
ungefaltete Protein durch die Bindung der Lectine in Losung gehalten wird, formen sie einen
Komplex mit einer Thiol:Protein Oxido-Reduktase/Isomerase, ERp57, die fiir die ordnungsge-
mifBe Bildung von Disulfidbriicken innerhalb des Substratmolekiils sorgt. Auch klassische ER-
Chaperone wie BiP haben Zugang zum zu faltenden Protein. Doch auch ein drittes Protein, die
Glucosidase II hat Zugriff. Sie spaltet schlieBlich die dritte Glucose ab, worauf sich die Bindung
zu Calnexin bzw. Calreticulin 16st. Sensorfunktion beziiglich korrekter Faltung iibt nun die UDP-
Glucose:Glykoprotein Glucosyltransferase (GT) aus. Nur unzureichend gefaltete Proteine werden
erneut glucosyliert — der Zyklus beginnt von neuem.

Um allerdings ,,Dauergiste, chronische Falschfalter also, irgendwann loswerden zu konnen,
scheint ein weiterer Mechanismus zu greifen. Die ER-Mannosidase I spaltet in einer sehr langsam
ablaufenden Reaktion die in Abb. 2 mit ,,9* gekennzeichnete «1,2-gebundene Mannose ab [34].
Dies reduziert jedenfalls in vitro die Bindungsaffinitidt zu Calnexin/Calreticulin [93] und die resul-
tierende Mang-Struktur ist zumindest Teil des Signals fiir den ER-assoziierten Abbau (ERAD) von
Glykoproteinen [34].

Diversifizierung im Golgi Die im ER herrschenden strikten Kontrollmechanismen (die hoch
geordnete Abfolge der Glykosylierungsreaktionen beim Aufbau des lipidbgebundenen Oligosac-
charids sowie die ausgeprigte Priferenz der OST fiir DolPP-GlcNAc;MangGles gegeniiber kiir-
zerkettigen Intermediaten, siehe unten zu beidem) existieren im Golgi-Apparat in dieser Form
nicht. Vielmehr wird hier die weitere Prozessierung durch die in den jeweiligen Kompartimen-
ten vorhandenen Glykosidasen bzw. Glykosyltransferasen bestimmt, verbunden mit einer ausrei-
chenden Verweildauer [34]. Die ausgesprochene Vielfalt der Strukturen kommt einerseits durch
Peptid-erkennende Glykosyltransferasen zustande [3, 85], die nur ganz bestimmte Proteine modi-
fizieren. So erfolgt beispielsweise die Modifizierung lysosomaler Enzyme durch die im cis-Golgi
Kompartiment lokalisierte GIcNAcP-Transferase. Das nach Abspaltung von GIcNAc verbleibende
Mannose-6-P dirigiert diese Proteine nach Erkennung durch Rezeptoren im Transgolgi-Netzwerk
iiber ,,clathrin coated vesicles* zu Endosomen.

Andererseits ergibt sich Vielfalt durch gewebe- oder entwicklungsspezifische Expression von Gly-
kosyltransferasen und Glykosidasen. So wird die Bildung einer Vielzahl komplexer Strukturen
moglich, die als eigenstindige Dominen fungieren konnen. Dies erdffnet eine neue Dimension
der Regulation oder bediirfnisgemifien Variation von Proteinfunktionen, ohne dabei deren Funk-
tion an sich zu gefidhrden. Daher sind auch die im Golgi ablaufenden Modifikationen stark spe-
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ziesspezifisch und konnen sogar innerhalb einer Art verschieden sein (Blutgruppen). Evolutions-
potential bestand also vorwiegend fiir die im Golgi ablaufenden Prozesse — die unentbehrlichen
ER-spezifischen Aufgaben hinsichtlich des Faltungsprozesses sind hier bereits erfiillt.

Im Einklang damit unterscheidet sich die Golgi-Modifizierung der N-gebundenen Oligosaccha-
ridketten in Hefe und Sdugern stark. In S. cerevisiae erfolgt keine weitere Verkiirzung der aus
dem ER stammenden GlcNAc;Mang-Struktur mehr. Oligosaccharidketten intrazelluldrer Manno-
proteine erfahren nur noch eine geringfiigige Erweiterung zum ,.inner core, GIcNAcsMang 15,
wohingegen extrazellulidre oder sezernierte Proteine einer weiteren Prozessierung unterzogen wer-
den konnen, was eine an die ,,inner core“-Struktur geheftete, stark verzweigte ,,outer chain® mit
bis zu 150 Mannoseeinheiten entstehen 146t [35]. Diese Mannoproteine sind fiir die Stabilitét so-
wie die Undurchlissigkeit der Hefezellwand gegeniiber Makromolekiilen von groBer Wichtigkeit,
wenngleich sie unter Laborbedingungen nicht essentiell sind [19,63,78].

Je komplexer allerdings die Organismen im Laufe der Evolution wurden, desto wichtiger war es,
die Eigenschaften von Proteinen zell- und gewebespezifisch anzupassen. Ebenso waren Zell-Zell-
Erkennungsmechanismen oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen wichtig geworden — als deren Mit-
tel insbesondere eine immer komplexer werdende Glykosylierungsmaschinerie im Golgi diente.
So findet in Sdugern zunichst im cis-Golgi eine Prozessierung des ,,core“~-Saccharids durch a1,2-
Mannosidasen bis GlcNAc;Manjy statt. Dieser ,,high mannose‘-typ bleibt bei einigen Proteinen
auch erhalten. In den meisten Féllen erfolgt jedoch die weitere Modifizierung im medialen Golgi
durch ein allen Metazoen und Pflanzen, jedoch nicht Protozoen, eigentiimliches Schliisselenzym,
der GlcNAc-Transferase I. Dieses Enzym ist das Tor zu sowohl den einfacheren ,,hybrid type*- als
auch den ,,complex type*“-Glykanen. Méuse mit einem Defekt in diesem Enzym sterben zwischen
Tag 9 und 10 der Embryogenese aufgrund Versagens multipler Organsysteme [40, 87]. Vorher ist
offensichtlich noch eine Versorgung durch miitterliches Enzym moglich. Dies weist auf den essen-
tiellen Beitrag komplexer Glykane fiir Zell-Zell-Interaktionen bei der Organogenese hin.

Im Anschluf} an diese Modifikation (am GIcNAc,-51,4Man-a1,3Man-Ast, vgl. Abb. 2) erfolgt
ein weiteres ,,trimming* durch Mannosidase Il im medialen Golgi bis zu GlcNAc,-51,4Man-
(a1,3Man-$1,2GlcNAc)-a1,6Man. Noch im medialen Golgi werden dann durch weitere GIcNAc-
Transferasen bis zu 3 zusitzliche ,,Aste* initiiert (Tetraantenniire Struktur). Galactosyl-, Sialyl- und
Fucosyltransferasen sorgen dann unter anderen im trans-Golgi fiir hochkomplexe Strukturen [20].
Entsprechend haben Defekte in Transferasen des trans-Golgis, am Ende der Kette der Modifizie-
rungen also, relativ spezifische und vergleichsweise milde Defekte. Je weiter am Anfang sie aber
stehen, desto drastischer sind die Auswirkungen.

Die Funktionen dieser Modifizierungen im Golgi reichen von lingeren Halbwertszeiten im Serum
fiir Hormone (Erythropoietin, Lutropin) [20, 117] iiber verindertes ,,clustern* von T-Zell Rezepto-
ren oder Zell-Adhésionsrezeptoren und damit verdnderten Aktivierungs-Schwellenwerten [21] bis
hin zur Verédnderung der neuronalen Plastizitit iiber Addition bzw. Abspaltung von Sialinsédure-
Resten von N-CAM [73,117].

Aufbau des lipidgebundenen Oligosaccharids im ER

Viele der bekannten Gene fiir die Synthese der von der OST iibertragenen lipidgebundenen Oligo-
saccharidstruktur gehen auf Hefemutanten zuriick, die Robbins und Mitarbeiter iiber eine [*H]Man-
nose Suizid-Selektion isoliert hatten — alg-Mutanten, fiir ,,asparigine linked glycosylation* [37,38].
Die zum Aufbau des dolicholgebundenen Oligosaccharids fithrenden Reaktionen sind ausfiihrlich
in einem Review von Burda und Aebi beschrieben [8], nur hinsichtlich dort nicht erwidhnter De-
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tails wird im Folgenden die Originalliteratur zitiert. Soweit nicht anders erwihnt, bezieht sich diese
Darstellung auf S. cerevisiae, ist aber in allen Eukaryonten hoch konserviert (siehe oben).
In Abb. 2 ist schematisch die ,,core*-Struktur gezeigt. Die Nummern innerhalb der Zuckersymbole
bezeichnen die Reihenfolge der Syntheseschritte. Die jeweiligen Bindungstypen zusammen mit
den fiir die einzelnen Transferasen kodierenden Gene sind, soweit bekannt, eingezeichnet.
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Abbildung 2: Schema des Vollidngenoligosaccharidlipids

In Hefe bekannte Gene sind jeweils vermerkt, ebenso der Bindungstyp sowie die Reihenfolge der Synthese
(Zahlen in den Zuckersymbolen). Griin gestrichelt abgesetzt ist die auf der cytoplasmatischen Seite der ER-
Membran aus UDP-GIcNAc und GDP-Man sowie DolP gebildete LL.O-Mans-Struktur, die nach , flipping*
auf die luminale Seite mit DolP-Man und DolP-Glc vervollstiandigt wird. Das Diagramm wurde entnommen
aus [57] und adaptiert.

Die Synthese nimmt ihren Anfang auf der cytoplasmatischen Seite der ER-Membran. Zuckernu-
kleotide — UDP-GIcNAc und GDP-Man — sind die Donoren fiir diese Reaktionen. Das erste En-
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zym, GPT (fiir GIcNAc-Phosphat-Transferase) und kodiert von ALG7, ist in zweifacher Hinsicht
ungewohnlich. Einmal katalysiert es die Ubertragung von GlcNAc-P auf DolP unter Bildung ei-
ner Pyrophosphatbindung zum Lipid. Zum anderen weist es sehr wahrscheinlich zehn Transmem-
branspannen auf, von denen drei experimentell bestitigt sind [14]. Dadurch unterscheidet es sich
deutlich von den nachfolgenden, cytosolisch aktiven Glykosyltransferasen, die — soweit bekannt —
nur iiber 1 bis 3 Membranspannen verfiigen. Dies mag mit der Schliisselstellung am Beginn der
Synthesekette und der darauf zuriickzufiihrenden komplexen Regulation dieses Enzyms zusam-
menhéngen. Da der DolP-Pool in der ER-Membran begrenzt ist und auch die DolP-Man-Synthase
sowie die DolP-Glc-Synthase DolP benétigen, ist eine fein abgestimmte DolPP-GlcNAc Synthe-
se wesentlich, um eine vollstidndige luminale Verldngerung durch die DolP-Man und DolP-Glc
abhingigen Glykosyltransferasen zu gewihrleisten. Tatsdchlich konnten die Zellzyklusabhingige
Expression [74], DolP-Man- sowie Phospholipidabhidngige Stimulierung [53,54] und nicht zuletzt
,feedback‘“-Inhibierung durch LLO-Intermediate [56,79] gezeigt werden. Die Transmembranspan-
nen konstituieren moglicherweise die dafiir notwendigen Lipidbindedominen.

Die folgende GlcNAc-Transferase, in dieser Arbeit als GNT bezeichnet, ist nur hinsichtlich ih-
rer enzymatischen Aktivitit beschrieben [55, 109] [diese Arbeit], das Gen ist bislang noch nicht
identifiziert. Alle Evidenzen sprechen fiir eine cytoplasmatisch orientierte Katalyseaktivitit dieses
Enzyms (zusammengefallt in [14]).

Intensiv studiert ist die erste, 31,4-spezifische Mannosyltransferase, das Alglp. Es besitzt eine
N-terminale Transmembrandomine, die jedoch fiir die Aktivitét nicht entscheidend ist. Zwar ak-
zeptiert die Transferase auch Phytanyl-Chitobiose statt Dolichyl-Chitobiose als Akzeptorsubstrat,
peptidgebundenes GIcNAc, fungiert jedoch nicht als Akzeptor [24,96].

Wie aus Abb. 2 hervor geht, war bislang nicht nur unklar, fiir welche Enzymaktivitdt der von
Robbins et al. [42] charakterisierte ALG2-Locus steht, sondern auch, in welcher Reihenfolge die
al,3- bzw. die a1,6-Transferaseaktivititen wirksam werden. In der vorliegenden Arbeit konnte im
Zuge der Aufklidrung von CDG Ii (siehe unten) beides geklidrt werden. ALG2 kodiert die «1,3-
Mannosyltransferase und fiihrt zur Bildung von DolPP-GlcNAcsMans, (Transfer von Rest 4). Erst
im Anschluf} erfolgt die Bildung der Verzweigung durch die a1,6-gebundene Mannose (Rest 5)
durch ein bislang noch nicht bekanntes Enzym.

Auch der Locus des Enzym:s fiir die sechste Reaktion, die Ubertragung der ersten a:1,2-gebundenen
Mannose (Rest 6), ist noch unbekannt. Dagegen wurde die folgende «1,2-Transferase anhand ei-
ner Mutante im entsprechenden Gen, ALG 1, sowie eines algl I-Deletionsstamms in S.cerevisiae
beschrieben [12]. Es ist nicht essentiell, wenngleich auch schlechtes Wachstum sowie temperatur-
sensitive Letalitét die Folge der Deletion sind. Fiir Algl1p werden mindestens 3 Membranspannen
vorhergesagt und es weist signifikante Homologie zu Alg2p auf, ohne aber durch dieses ersetzt
werden zu konnen [12]. Da in Aalgll neben DolPP-GlcNAcsMan, auch DolPP-GIcNAc,Mans
ins Lumen des ER transloziert wird, konnten aus der strukturellen Analyse der lipid- sowie pro-
teingebundenen Intermediate interessante Schluflfolgerungen gezogen werden, welches die Mini-
malvoraussetzungen hinsichtlich der weiteren Prozessierung durch die folgenden Enzyme sind. In
der hier gegebenen kurzen Zusammenfassung werden der Einfachheit halber stellvertretend fiir
die spezifisch gebundenen Zucker einfach die Nummern der Reste genannt, wie sie der Abb. 2 zu
entnehmen sind.

Als strukturelle Voraussetzung zur Verldngerung des Mannoserests 5 um die (vier) Mannosereste
8 bis 11 geniigt demnach das DolPP-GIcNAc,Mans-Intermediat mit den Mannoseresten 3 bis 5
vollauf. Eine notwendige Voraussetzung zur Glucosylierung allerdings ist das Vorhandensein der
ersten al,2-gebundenen Mannose 6. Es kommt also auch ohne Mannoserest 7 zur vollstindigen
Glucosylierung.
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Fiir das ,,trimming* von Mannoserest 9 durch Mannosidase I nach der erfolgten Ubertragung auf
Proteine noch im ER scheint das Vorhandensein von Mannoserest 6 zwar vorteilhaft (proteinge-
bunden keine Mannose 9 mehr nachweisbar), aber nicht zwingend (Prozessierung erfolgt, aber
nicht quantitativ). Dagegen hingt die ,,outer chain“-Initiierung im Golgi an Mannoserest 4 durch
Ochlp vollstindig von Mannoserest 6 ab.

Mit dem Transfer des a1,2-gebundenen Mannoserests 7 durch Algllp ist der cytoplasmatisch
orientiert ablaufende Syntheseteil beendet (die in Abb. 2 griin abgesetzte Struktur ist komplett). Es
geht, nach dem oben beschriebenen , flipping* iiber die Membran, luminal weiter unter Verwen-
dung der lipidgebundenen Donorsubstrate DolP-Man und DolP-Glc. Hier nun ist die Syntheserei-
henfolge beziiglich der Mannosylreste klar determiniert. Defizienz in einem Schritt unterbindet die
Verldngerung durch die folgenden Transferasen, auch wenn dies theoretisch moglich wire.

DaB in Hefe ALG3 die «l,3-Mannosyltransferase verantwortlich fiir den Transfer von Mannose
8 kodiert, konnte von Sharma ef al. [110] klar gezeigt werden. Obgleich Aalg3-Zellen DolPP-
GlcNAcyMan; akkumulieren, zeigen sie keinen Wachstumsphénotyp. Untersuchungen an Inver-
tase zeigten, dal in Aalg3 etwa 8 von normalerweise 10 Oligosaccharidketten vorhanden sind,
die Unterglykosylierung also nur moderat ist [119]. Dariiber hinaus wurde durch einen Glucosi-
dase I-Deletionsstamm offenbar, dal nur 6 % der iibertragenen Ketten glucosyliert waren [118].
Zu folgern wire daraus einmal, dal DolPP-GIcNAcsManj ein schlechtes Substrat fiir die Gluco-
syltransferasen darstellt. Auch fiir die Glucosidasen scheint dies zuzutreffen. Denn wie ebenfalls
an Invertase klar wurde, blieben von diesem glucosylierten Anteil nach der Ubertragung auf das
Protein haufig eine bis mehrere Glucosen unprozessiert [119].

Zum anderen aber, dal die Hefe-OST DolPP-GIcNAcsMans mit ausreichender Effektivitit auf
Proteine iibertridgt, auch ohne die Glucose-,,Kappe®“, die generell zu einer wesentlich htheren
Transferase-Effektivitit fiihrt [52, 108]. Dies scheint anders zu sein bei Sidugerzellen [10]. So-
wohl fiir ,,chinese hamster ovary cells unter bestimmten experimentellen Bedingungen als auch
fiir einen Klon von Lymphoma-Zellen mit Block im Schritt von DolPP-GIcNAcyMans zu DolPP-
GlcNAcyMang wurde die Bildung von DolPP-GlcNAc,;Man;Glcs beschrieben, fiir letztere auch
der Transfer auf Proteine sowie die Prozessierung zu Oligosacchariden des komplexen Typs [10].
In Sdugern sind also moglicherweise die Glucosyltransferasen in ihrer Substratspezifitit weniger
stringent, die Effektivitdt der OST dagegen moglichwerweise stirker von der Glucosylierung ab-
hingig [58].

Die a1,2-gebundene Mannose 9 wird vom Alg9p iibertragen. alg9-Mutanten sind vollig unauf-
fallig. Zwar akkumuliert in diesen Zellen DolPP-GlcNAc;Mang, das erste endo H-sensitive Oligo-
saccharid, doch wird dieses Intermediat vollstindig glucosyliert und DolPP-GIcNAc,;MangGlcs ist
das auf Protein tibertragene Oligosaccharid [11]. Auch die Prozessierung durch die Glucosidasen
I und IT erfolgt nahezu mit Wildtypaktivitdt. Die wichtigste SchluBfolgerung daraus ist, daf die
durch Alg3p iibertragene Mannose 8 die fiir die Glucosyltransferasen Algbp, Alg8p und AlglOp
sowie auch die Glucosidasen I und II entscheidende strukturelle Information darstellt, die deren
Aktivitit deutlich steigert [11].

Wie zu erwarten, zeigt auch die algl/2-Mutante, defekt in der Synthese der «1,6-gebundenen
Mannose 10, nur duflerst schwache Unterglykosylierung. Sowohl DolPP-GlcNAcoMany als auch
DolPP-GIcNAc;Man;Glcs akkumuliert, und letzteres ist die auf Protein tibertragene Spezies. Auch
das ,trimming* durch Glucosidasen I und II erfolgt mit WT-Aktivitdt [13]. Was in dieser Mu-
tante jedoch auffillt, ist die Akkumulation fehlgefalteter CPY im ER, was auf gestorte ,,ER-
associated degradation® (ERAD) hinweist. In der Tat konnte fiir alg/2 eine unzureichende Ab-
spaltung von Mannose 9 gezeigt werden, die als eine Art Zeitgeber fiir das Chaperone-System der
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ER-Qualititskontrolle fungieren soll (vgl. oben). Uber 85 % der an Invertase gebundenen Glykane
war nicht von ER-Mannosidase I prozessiert worden. Dies impliziert, dal Mannosen 10 und 11 fiir
die Aktivitdt von Mannosidase I von entscheidender Bedeutung sind [13].

Die Bindung der letzten, a1,2-gebundene Mannose 11 wird wieder von Alg9p katalysiert [Leh-
le und Sharma, unverdffentlicht] — der bislang einzige Fall im Aufbau der lipidgebundenen Oli-
gosaccharidkette, bei dem eine Glykosyltransferase fiir die Bindung zweier distinkter Kohlen-
hydratreste verantwortlich ist. Da im natiirlichen Oligosaccharidmuster, wie es bei der HPLC-
Analyse des mildsauer hydrolysierten LLO-Pools des ER zutage tritt, DolPP-GlcNAco,Mang die
stiarkste Fraktion darstellt und der nichste nachweisbare Peak das Volldngenoligosaccharid DolPP-
GlcNAcy,MangGlcs ist, konnte man spekulieren, ob nicht diese Alg9p-Aktivitit in einem Komplex
mit den folgenden drei Glucosyltransferasen — Alg6p, Alg8p und Algl10p — auftritt. Von diesen
Glucosyltransferasen weist wohl besonders die erste, Algbp, die beobachtete Spezifitit hinsicht-
lich der Struktur des Akzeptorsubstrats auf und stellt damit den limitierenden Schritt bei Mutanten
in den DolP-Man abhiéngigen Mannosyltransferasereaktionen dar [13]. Dies gewihrleistet, daf3
vorwiegend vollstindig mannosyliertes Oligosaccharid glucosyliert und damit zum idealen Sub-
strat fiir die OST wird. Die beiden «1,3-Glucosyltransferasen, Algbp und Alg8p, weisen dabei
signifikante Homologie auf, wenngleich sich die beiden nicht ersetzen kénnen. Keine Homolo-
gie existiert zwischen den Letztgenannten und der «1,2-Glucosyltransferase Algl0p, die fiir den
Transfer der dritten und letzten Glucose (Rest 14) verantwortlich ist.

Der N-Oligosaccharyltransferasekomplex (OST) aus Saccharo-
myces cerevisiae

Roland Knauer beschiftigte sich in seiner Doktorarbeit ausfiihrlich mit dem OST-Komplex der
Hefe. Ihm gelang die Reinigung eines aktiven Komplexes iiber Inmunaffinitdtschromatographie,
die funktionelle Charakterisierung von Ost3p und Isolierung des OS7T3-Gens und die Entdeckung
des OST6-Gens tiber die Homologie zu OST3 sowie die Charakterisierung des zugehorigen Prote-
ins [65, 66]. Hier mochte ich nur einen kurzen Abrif} iiber Kernpunkte der OST geben und jiingste
Veroffentlichungen mit einflieBen lassen. Ausfiihrlichere Informationen zu den einzelnen Unter-
einheiten sowie zum Gesamtkomplex sind den genannten Arbeiten sowie dem Review von Knauer
und Lehle (1999) zu entnehmen [67].

Der OST-Komplex, in Abb. 3 schematisch skizziert, ist das Schliisselenzym der N-Glykosylierung,
indem es das iiber Pyrophosphat an Dolichol gebundene Oligosaccharid GlcNAcsMangGlcg auf
den Amid-Stickstoff des Asparaginrestes von Sequons des Typs Asn-Xaa-Ser/Thr iibertragt.
Dabei wird hochselektiv das Volldngenoligosaccharid iibertragen, gesteuert von einem komplex-
en Substrataktivierungsmechanismus, der anhand detaillierter kinetischer Studien von Karaoglu et
al. [52] abgeleitet wurde. Danach besidfle der Komplex eine Aktivierungsdoméine, die nach Bin-
dung eines LLO-Molekiils (hier ist die Affinitidt gegeniiber kiirzerkettigen Intermediaten nicht re-
duziert) nachfolgend die Bindung eines weiteren LLOs sowie des Akzeptorsequons in der kata-
lytischen Doméne befordern wiirde und zwar nach Art eines ,,Random Sequential Bireactant®-
Mechanismus. Das heifit, die Bindung des zweiten LL.Os kann vor oder nach der Bindung des
Peptids erfolgen, wobei sich hier die Affinitdt des Enzyms fiir das eine Substrat durch die Bin-
dung des anderen nicht zu @ndern scheint. Dieser Veroffentlichung zufolge bedingt die Bindung
von Volldngen-Oligosaccharidlipid in der Aktivierungsdoméne eine moderate 1.5-fache Favori-
sierung der Bindung des Vollidngen-Substrats auch in der katalytischen Doméne. Bindet dagegen
DolPP-GlcNAcyManyg statt des Volldngen-LLOs in der Aktivierungsdomine, ist die Favorisierung
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Abbildung 3: Ubersicht iiber den Oligosaccharyltransferase-Komplex aus S. cerevisiae

Die OST, eingebettet in ihr Aktivitdtsumfeld in der ER-Membran: Der Glykosylierung geht die LLO-
Assemblierung voraus. Der luminale Transfer der Oligosaccharidkette von DolPP auf Asn-Reste des Se-
quons Asn-Xaa-Ser/Thr erfolgt parallel zum und eng abgestimmt mit dem Translokationsprozef3 der naszie-
renden Polypeptidkette ins Lumen des ER. Fett gedruckt sind die essentiellen Untereinheiten.

Nach Knauer und Lehle [68].

von Vollangen-LLO gegeniiber DolPP-GIcNAcyMang bei der Bindung in der katalytischen Do-
mine zehnfach ausgeprigt. Da bei Mangel an Vollangen-LLO die Aktivierungsdomine mit grof3er
Wahrscheinlichkeit ein kiirzerkettiges Intermediat binden wird, wiirde tiber den geschilderten Me-
chanismus noch selektiver zunichst die geringe Menge vorhandenen Volldngen-Oligosaccharids
tibertragen.

Selektivitdt beziiglich des Akzeptorsequons besteht nicht minder, ist allerdings beziiglich der opti-
malen Aminosduresequenz weniger leicht zu fassen. Prinzipiell trifft die vereinfachte Charakteri-
sierung mit Asn-Xaa-Ser/Thr zu. Dabei darf jedoch an Position X keinesfalls Prolin stehen, Prolin
an Position X+2 reduziert die Glykosylierungswahrscheinlichkeit auf etwa 50 % [28]. Weiter spielt
die Art der Aminoséure an Position X auch abgesehen von Prolin eine wichtige Rolle hinsichtlich
der Glykosylierungswahrscheinlichkeit [107]. Aulerdem weist ein Sequon mit Threonin statt Serin
an dritter Stelle im Allgemeinen wesentlich hohere Glykosylierungseffizienz auf [4,28]. Anderer-
seits muf} ein ausreichend grofler Abstand des Sequons vom C-Terminus oder einer hydrophoben
Stop-Transfer Sequenz existieren [89]. Zudem spielen proteinspezifische Parameter eine Rolle, so
daf} nie mit absoluter Sicherheit vorherzusagen ist, ob ein Sequon glykosyliert wird oder nicht.
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Da die Glykosylierung kotranslational stattfindet, muf} eine enge Assoziation mit dem Translokon-
Komplex impliziert werden.

ER membrane
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Abbildung 4: Topologie der Untereinheiten des Oligosaccharyltransferase-Komplexes aus S. cere-
visiae

Die neun Untereinheiten des OST-Komplexes aus Hefe mit ihrer prospektiven Membrantopologie, teilweise
basierend auf direkten oder indirekten experimentellen Evidenzen. Aus Knauer und Lehle [67].
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Aus welchen Untereinheiten die OST aufgebaut und wie deren wahrscheinliche Membrantopolo-
gie beschaffen ist, geht aus Abb. 4 hervor. Fiinf der Untereinheiten sind essentiell (fett gedruckt
in Abb. 3): OSTI, OST2, STT3, SWPI und WBPI. Zwar sind die Aufgaben der OST, wie eben
kurz dargestellt, komplex. Dennoch ist bis heute unklar, wofiir diese Vielzahl an Untereinheiten
gebraucht wird. DaB dies keine Besonderheit der Hefe ist, geht aus Homologievergleichen hervor,
die zu allen Genen der Hefeuntereinheiten auch Homologe in hoheren Eukaryonten liefern [67].
Inzwischen wurde auch ein Sduger-Homolog zu OST6 gefunden, IAP, und in Vorwegnahme noch
unverdffentlichter Ergebnisse lassen sich Nilsson ez al. [90] zufolge im Sdaugerkomplex mittlerwei-
le homologe Proteine zu allen Hefe-Untereinheiten nachweisen, ausgenommen OstSp.

Die stédrkste Konservierung aber weist STT3 auf — ein Homolog findet sich sogar in Archaeen (Ar-
chaeoglobus fulgidus), wo Protein-N-Glykosylierung unter Verwendung sowohl von Dolicholphos-
phat- als auch von Dolicholpyrophosphat-gebundenen Oligosacchariden stattfindet [8]. Da Stt3p
auch eine essentielle Untereinheit des Hefeenzyms darstellt, bestand schon ldanger der Verdacht,
es konnte sich hier um die/eine katalytische Untereinheit handeln. Dies wurde jlingst durch zwei
Veroffentlichungen erhirtet.

Zum einen wurde in Campylobacter jejuni eine Gen-Gruppe entdeckt, die offensichtlich ein Pro-
teinglykosylierungssystem darstellt. Die funktionelle Expression des Operons in E. coli gelang,
und die Glykosylierung war vollstindig abhingig von PGLB, das starke Ahnlichkeit zu STT3 auf-
weist [121].

Zum anderen konnten Nilsson et al. [90] naszierende Polypeptidketten an Stt3p photochemisch
»crosslinken®. Sie arbeiteten mit ,,ribosome-nascent chain‘‘-Komplexen, bei denen die verkiirzten
m-RNAs aufgrund des fehlenden stop-Codons am Ribosom gebunden bleiben. In unterschied-
lichen Abstinden vom Ribosom waren kryptische Glykosylierungssequons positioniert, mit Azid-
derivatisiertem Lys an der X-Position. Zwischen 60 und 65 Aminosiduren Abstand zum Ribosom
erfolgte ein ,,crosslinking® von Translokon-Komponenten (TRAM, Sec61«), zwischen 70 und 100
AS Abstand ausschlieBlich zu Stt3p. Dieses ,,crosslinking* war Sequon-spezifisch und durch ein
glykosylierbares Peptid hemmbar. Stt3p wire demnach die das Sequon erkennende und bindende
Domine, womoglich auch die katalytische Untereinheit.

Da von den fiinf essentiellen OST-Untereinheiten allein Stt3p zwolf prognostizierte Transmem-
branspannen hat (alle anderen <3) und dies im Zusammenhang mit der Fihigkeit zur Dolicholbin-
dung stehen konnte (vergleiche die DolP-Man/DolP-Glc abhédngigen Transferasen des ER), erfolgt
moglicherweise auch die LLO-Bindung an Stt3p — was wiederum fiir Stt3p als die katalytische
Domine sprechen wiirde.

Neben der Herausforderung, die Stt3p-abhingigen Vorginge weiter aufzukliren, stellt sich daher
vor allem die Frage nach der Bedeutung der anderen acht Untereinheiten.

»»Congenital Disorders of Glycosylation* (CDG) Typ I

Erst nachdem Jaeken er al. 1980 ein augenscheinlich neues Syndrom beschrieben hatten [44],
zeichnete sich ab, dal Defekte in der Protein-N-Glykosylierung auch fiir die menschliche Ge-
sundheit Relevanz haben konnen. Die molekulare Ursache allerdings konnte erst 15 Jahre spéter
ermittelt werden: Ein Defekt in der Phosphomannomutase (PMM) [116], dem Enzym verantwort-
lich fiir die Umwandlung von Mannose-6-Phosphat in Mannose-1-Phosphat.

In den folgenden Jahren wurden in immer kiirzeren Abstinden neue Glykosylierungsdefekte ent-
deckt, die ein Nomenklatur-System und eine Klassifizierung fiir alle diese CDG-Typen notwendig
werden lieBen. Gegenwirtig wird wie folgt verfahren: Liegen die Ursachen der Erkrankung in
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Stoffwechselschritten, die die Synthese des lipidgebundenen Oligosaccharids oder dessen Trans-
fer auf Proteine beriihren, handelt es sich um CDG Typ I. Sind die nachfolgenden Prozessierungs-
schritte der N-gebundenen Oligosaccharidketten betroffen, liegt Typ II vor. Die weitere Unter-
gliederung von CDG I und II erfolgt chronologisch, abhéngig vom Zeitpunkt der ersten Verof-
fentlichung in Form kleiner Buchstaben — so CDG-Ia fiir den zuerst entdeckten Defekt in der
Phosphomannomutase.

Das klinische Bild, das zum ersten Verdacht auf einen CDG-Fall fiihren kann, ist sehr komplex,
da multisystemisch und variabel — weshalb auch sicher noch viele Félle unentdeckt sind [26, 27].
Die verbreitetsten Pathologieen wihrend der Entwicklung und frithen Kindheit — in der Glyko-
proteine von besonders hoher Relevanz sind — umfassen die psychomotorische Entwicklung und
damit hiufig geistige Retardation, desweiteren Hypotonia, Leberdysfunktionen, Koagulopathie,
Magen-Darm-Probleme, Anfille und hiufig beeintrichtigtes Sehvermdogen.

Die biochemische Diagnose erfolgt dabei vor allem iiber Serum-Transferrin als ,,Marker*‘-Prote-
in. Es trigt im Normalfall zwei biantennire, N-gebundene Oligosaccharidketten, wobei jede ,,An-
tenne* mit einem Sialinsdurerest modifiziert ist. Dies fiithrt in der Summe zu vier negativen La-
dungen, die den Isoelektrischen Punkt beeinflussen. Im Falle von CDG-Typ I fiihrt dann entweder
der unzureichende Umfang lipidgebundener Oligosaccharide oder unzureichender Transfer durch
die OST zum Ausfall einer oder beider Oligosaccharidreste des Transferrins und damit zum Ver-
lust von zwei oder vier der vorhandenen Ladungen. Dies hat eine Anderung des Isoelektrischen
Punktes zur Folge, der iiber isoelektrische Fokussierung detektiert werden kann. Um neben der
Ladung auch eine verinderte Kettenlidnge oder Struktur, wie sie vor allem bei CDG-Typ II zu er-
warten wire, auflosen zu konnen, bedient man sich zusitzlich noch der Gelelektrophorese in Aga-
rose bzw. SDS-PAGE [26]. Erhirtet sich derart beispielsweise ein CDG Typ-I Verdacht, erfolgt
die biochemische Analyse von Metaboliten, insbesondere des LLO-Pools. Findet man dort eine
Anreicherung oder Abreicherung einer Zwischenstufe, ist dies ein erster Indikator fiir einen en-
zymatischen Defekt. Dabei werden gewohnlich Fibroblasten in vivo mit [2-*H]Mannose markiert,
um so Glykosylierungseffizienz, Struktur der lipidgebundenen sowie proteingebundenen Oligo-
saccharidketten wie auch der Mengen von Metaboliten wie Man-1-P oder GDP-Man untersuchen
zu konnen. Kristallisiert sich derart ein Verdacht auf einen spezifischen Enzymdefekt heraus, kann
hédufig iiber Homologie-Suche, ausgehend von bekannten Hefe-Genen, auf die humane Sequenz
geschlossen und diese sequenziert werden. Ein potentieller Gendefekt kann einerseits iiber spezi-
fische in vitro-Enzymtests biochemisch validiert werden, andererseits iiber Komplementationsstu-
dien in entsprechenden Hefe- oder ,,Chinese hamster ovary cells*“-Mutanten.

Bislang bekannte CDG-I Subtypen sind mit ihrer Stellung im biochemischen Syntheseweg
eingezeichnet in Abb. 1. Alle bislang entdeckten Defekte sind autosomal rezessiv. Zudem scheint
immer eine Restaktivitiit der betroffenen Enzyme lebensnotwendig zu sein — ein Totalausfall ist fiir
Typ I nicht bekannt.

Im Bild unten sind die beiden zuerst entdeckten Subtypen Ia und Ib schematisch eingezeichnet.
Der Defekt in der Phosphomannomutase (PMM), aufgeklart 1995 [70, 116] ist bislang bei etwa
300 Patienten die mit Abstand hédufigste Ursache des CDG-Syndroms. PMM wandelt Man-6P in
Man-1P um, das wiederum fiir die Synthese von GDP-Man benétigt und damit iiber DolP-Man
auch fiir die GPI-Ankersynthese gebraucht wird. Entsprechend vielfiltig ist das klinische Bild, zu-
dem im Schweregrad stark von der Art der Mutation abhéngig [26,27].
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1998 erfolgte die Aufkldarung des CDG Ib-Subtyps — nahezu gleichzeitig durch drei unterschiedli-
che Arbeitsgruppen [17,18,45, 88]. Hier liegt die Ursache in der Phosphomannose Isomerase, die
Fructose-6P in Mannose-6P umwandelt. Zwei Besonderheiten zeichnen diesen Subtyp aus. Einmal
ist er der einzige ohne geistige Retardation, Neuropathie oder Ataxie. Und zum anderen der einzig
bislang therapierbare Subtyp — durch orale Mannose-Supplementation. Mit etwa 20 Patienten ist
dies die bislang dritthdufigste Ursache fiir CDG Typ 1.

CDG-Ic, die Defizienz im humanen Ortholog zum Hefe ALG6, der ersten Glucosyltransferase,
wurde erstmals 1998 unter Beteiligung unserer Arbeitsgruppe beschrieben [69] und ist mit etwa 30
Patienten der zweithiufigste Subtyp [26]. Klinisch besteht Ahnlichkeit zum Typ Ia. Biochemisch
sind Transferrin-Formen zu beobachten, denen eine oder beide der N-gebundenen Oligosaccha-
ridketten fehlen, bedingt durch die stark eingeschrinkte Verfiigbarkeit glucosylierten Volldngen-
LLOs, der einzigen durch OST iibertragenen Spezies. Das im Patienten akkumulierte DolPP-
GlcNAc,;Mang fungiert hier demnach nicht als OST-Substrat.

Auch CDG-Id war unter Mitwirkung unserer Arbeitsgruppe beschrieben worden (1999) [71]. Hier
handelt es sich um einen Defekt im humanen Ortholog zum Hefe ALG3, der ersten DolP-Man
abhingigen Mannosyltransferase. Wie bei CDG-Ic tritt Serumtransferrin mit nur einer Oligosac-
charidkette auf. Fibroblasten des Patienten akkumulieren DolPP-GlcNAc;Mans, das, neben einem
geringeren Teil Volldngenoligosaccharids, auch auf Protein iibertragen wird. Allerdings allem An-
schein nach in glucosylierter Form, da die Oligosaccharidketten neusynthetisierter Glykoproteine
noch etwa zur Hilfte aus GIcNAc,;Man;Glc, bestanden — analog zu Kontrollfibroblasten mit etwa
50 % monoglucosyliertem Volldngensaccharid. Dies stimmt gut mit der oben zitierten Veroffent-
lichung von Chapman [10] iiberein und unterscheidet das menschliche System von der Hefe, wo
praktisch fast ausschlieBlich unglucosyliertes GIcNAcy,Mans proteingebunden zu finden war.
CDGe-Ie stellt einen Defekt im humanen Homolog zur Hefe Dolicholphosphat-Mannose Syntha-
se dar [39, 62]. Auch hier leistete Hefe einen wichtigen Beitrag zur Aufkldrung, wenngleich die
Enzymaktivitit in Sdugern von einem Komplex dreier Proteine konstituiert wird, ndmlich Dpm1p,
Dpm2p und Dpm3p. DpmIpp,,, entbehrt dabei sowohl eine Transmembrandoméne als auch ein
ER-Retentionssignal und bedarf daher der Interaktion mit den beiden anderen Untereinheiten. Den-
noch kann das Hefe-Gen Siugerzellinien mit Defekt in der DolP-Man Synthese komplementieren.
CDG-If (2001) fehlt in Abb. 1, da ein dem hier betroffenen menschlichen Gen entsprechendes
Hefe-Gen bislang nicht gefunden wurde oder nicht existiert. Es handelt sich um einen Defekt
in MPDUI [72,103], dem Gen fiir ein Protein, das bei allen Sdugern in einer noch nicht niher
geklirten Art und Weise DolP-Man und DolP-Glc fiir die diese Glykosyldonoren nutzenden Gly-
kosyltransferasen verfiigbar macht [2].

CDGe-Ig (2002) wurde enzymatisch in der vorliegenden Arbeit analysiert und konnte in Zusam-
menarbeit mit der Gruppe Korner/Figura aus Gottingen als Defekt im humanen Ortholog zum
Hefe Algl2p beschrieben werden [113]. Dies katalysiert den «1,6-Mannosyltransfer auf DolPP-
GlcNAc,;Man; und ist damit eines der Enzyme, die kritisch fiir die Bildung von Verzweigungen
sind. Die Analyse von Serumtransferrin zeigte den teilweisen Verlust von einer bis zwei der prote-
ingebundenen Oligosaccharidketten. Im LLO-Pool war DolPP-GIcNAc,;Man; stark angereichert,
und auch die von neusynthetisierten Proteinen stammenden Oligosaccharide waren tiberwiegend
mit GlcNAcsMan; modifiziert. Auch hier war wie bei CDG-Id ein dem monoglucosylierten Vol-
langenoligosaccharid in der humanen Kontrolle entsprechender Anteil monoglucosyliert, was den
Transfer von GlcNAc,Man;Glcs durch die OST sehr wahrscheinlich macht — in Ubereinstimmung
mit den entsprechenden Daten aus den Hefemutanten alg9 sowie algi?2 (siehe oben).

Der jiingste, ebenfalls im Rahmen dieser Dissertation behandelte CDG-Subtyp Ii (2003) [114] ist
der erste Fall, in dem ein Defekt im cytoplasmatisch ablaufenden Teil der Lipidoligosaccharid-
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synthese auftritt. Der Defekt liegt im humanen Ortholog zum Hefe ALG2, dessen bisher unklare
Funktion erst im Laufe der vorliegenden Analyse als Gen der a1,3-Mannosyltransferase geklart
werden konnte.

Wie aus der Zusammenfassung der bislang bekannten CDG Typl-Fille hervorgeht, ist bislang noch
kein Defekt in der Oligosaccharyltransferase selbst bekannt. Zwar diirfte ein ernster Defekt letal
sein, Fille mit reduzierter Transferaseaktivitidt wiren aber durchaus zu erwarten. Aufgrund des
Aufbaus aus acht bis neun verschiedenen Untereinheiten ist allerdings die genetische Analyse mit
Schwierigkeiten behaftet.

Zielsetzung der Arbeit

Hefe als Modellorganismus fiir das Verstindnis der N-Glykosylierung

Der OST-Komplex aus S. cerevisiae sollte in Fortsetzung der Arbeiten von R. Knauer beziig-
lich der nichtessentiellen homologen Untereinheiten Ost3p und Ost6p weiter untersucht werden.
Bei Analyse unterschiedlicher Glykoproteine hatte die Disruption beider Proteine einen additiven
Unterglykosylierungs-Phiinotyp zur Folge, andererseits konnte die Uberexpression von OST6 den
Glykosylierungsdefekt in Aost3 komplementieren. Von den Einzeldisruptanten zeigte allerdings
nur Aost3 deutliche Unterglykosylierung, Aost6 dagegen nur sehr schwach ausgeprigt [66]. Dies
sprach fiir eine partielle Redundanz der beiden Untereinheiten.

Dagegen hatte sich in Wachstumstests bereits eine besondere Bedeutung von Ost6p fiir die Resis-
tenz gegeniiber Zellwandstress angedeutet [65]. Dem sollte, unter Verwendung neuer Kombinatio-
nen von Deletionsmutanten mit Expressionsplasmiden, nachgegangen werden.

Ferner war aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der Untereinheiten Ost3p und Ost6p die Fra-
ge zu beantworten, ob eine gegenseitige Verdringung aus dem Komplex moglich wire. Auch war
unklar, ob es zwei unterschiedliche OST-Komplexe gibt, deren einer Ost3p, deren anderer Ost6p
enthielte, oder aber einen Komplex mit beiden Untereinheiten.

Die GlcNAc-Transferase (GNT) aus S. cerevisiae stellte noch immer eine der wenigen, gene-
tisch nicht identifizierten Glykosyltransferasen der lipidgebundenen Oligosaccharidsynthese dar.
Fernziel war die affinitdtschromatographische Reinigung dieses Enzyms, um iiber Edmann-Abbau
oder Massenspektroskopie zumindest teilweise der Aminosiduresequenz und schlielich des zuge-
horigen Gens habhaft zu werden. Dazu war zunichst eine geeignete Solubilisierungsmethode zur
Extraktion aus Membranen zu entwickelt, um ein Solubilisat ausreichender Aktivitit und Stabilitéit
zu erhalten. Mit diesem Extrakt sollte dann eine Charakterisierung des Enyzms erfolgen.

Protein-N-Glykosylierung und humane Erbkrankheiten (CDG)

Die Hefe als Instrument zur Analyse humaner Glykosylierungsdefekte sollte einerseits ein-
gesetzt werden, um die zur biochemischen Untersuchung humaner Zellen nétigen lipidgebundenen
Oligosaccharidsubstrate zu synthetisieren. Eine bereits vorhandene in vitro-Methode zur Herstel-
lung von DolPP-GIcNAc, sollte optimiert und dariiber hinaus in vitro-Verfahren zur Gewinnung
weiterer kurzkettiger dolicholgebundener Oligosaccharidsubstrate entwickelt werden.
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AuBerdem sollten Hefe alg-Mutanten (,,asparagine linked glycosylation) mit ihren gut charakte-
risierten Defekten dazu dienen, iiber Komplementationsanalysen zur Abkldrung prospektiver hu-
maner Gendefekte (CDG) beizutragen.

Die biochemische Analyse von CDG-Fillen sollte ein Schwerpunkt der Arbeit sein. Dazu war
zunéchst die Etablierung von Zellkulturverfahren fiir Fibroblasten und Lymphoblasten erforder-
lich, um das nétige Zellmaterial gewinnen zu konnen. Damit sollten in vitro-Testverfahren fiir die
am Aufbau der lipidgebundenen Oligosaccharidkette beteiligten Glykosyltransferasen sowie der
OST entwickelt bzw. weiterentwickelt werden. Schlieflich war die Anwendung dieser Verfahren
zur enzymatischen Charakterisierung von Zellmaterial aus CDG-Patienten das Ziel.
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Kapitel 1

Experimente zum
N-Oligosaccharyltransferase-Komplex aus
S. cerevisiae

I.1 Untersuchungen zur Zusammensetzung des OST-Komplex-
es im Hinblick auf die Untereinheiten Ost3 und Ost6

I.1.1 Der Wachstumsphénotyp einer OST6-Disruption beziiglich Tempera-
tur sowie Coffein bleibt unbeeinfluit von einer OST3-Uberexpression

Ost3 und Ost6 sind Untereinheiten der Oligosaccharyltransferase, die zwar nur moderate Sequenz-
identitédt (20 %), jedoch auf Proteinebene eine erstaunlich dhnliche Membrantopologie aufwei-
sen [66]. Wie bereits aus vorangegangenen Arbeiten zur Rolle von Ost3p bzw. Ost6p hervorging,
scheinen sich beide Komponenten hinsichtlich ihrer Funktion allerdings nur partiell zu iiberlap-
pen [65,66].

In der Arbeit von Knauer und Lehle (1999) [66] wurden verschiedene N-glyksoylierte Proteine
der Hefe hinsichtlich ihrer Glykosylierung im WT, der ost3-, der ost6- bzw. der Doppeldisruptan-
te Aost3 Aost6 untersucht. Diese Proteine zeigen wenig oder fast keine Unterglykosylierung im
Falle der ost6-Disruptante, deutliche fiir die ost3-Disruption und drastische Unterglykosylierung
fiir die Doppeldisruptante Aost3 Aost6. Bei den hier untersuchten Glykoproteinen also scheint
Ost3p die fiir die Glykosylierung relevantere Untereinheit zu sein. Die jeweils drastischere Un-
terglykosylierung bei zusitzlichem Fehlen von Ost6p bzw. die mogliche Komplementation des
Glykosylierungsdefekts von Aost3 durch Uberexpression von OST6 weist jedoch auf eine gewisse
funktionelle Redundanz beider Untereinheiten hin.

Etwas anders stellt sich dies im Falle von Wachstumstests dar. Knauer zeigte bereits 1997 [65]
einen ts-Phénotyp fiir die osz6-Disruptante, der durch osmotische Stabilisierung mittels 1 M Sorbit
kompensiert werden konnte. Offensichtlich handelt es sich also um eine temperaturabhéngige Os-
molabilitit, was stark fiir eine Zellwandlabilitét spricht (siehe unten). Aosz3 dagegen verhielt sich
hier wie der Wildtyp. In der gleichen Arbeit sowie in [66] wurde das Wachstumsverhalten beziig-
lich der Zellwandstressoren Calcofluor white und Coffein untersucht. Hinsichtlich beider Stoffe in
dhnlich drastischer Auspriagung wies wiederum ausschlieBlich die ost6-Disruptante einen Wachs-
tumsphénotyp auf, Aost3 zeigte im Wesentichen normales Wachstum. Damit im Einklang wuchs
die Aost3 Aost6-Doppeldisruptante nicht schlechter als die ost6-Einfachdisruptante, was auf eine
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besondere Bedeutung von Ost6p fiir die Aufrechterhaltung der Zellwandintegritit unter Stressbe-
diungungen hinweist.

Um diesem Phinomen etwas weiter auf den Grund zu gehen, wurden folgende Hefestimme einem
Wachstumstest bei 37°C bzw. 30°C und 7.5 mM Coffein unterzogen: SS328 (haploider Wildtyp),
Aost3, Aost6, Aost3 Aost6, Aost3 + pOST3 (Einfachdisruptante transformiert mit Multicopyvek-
tor OST3), Aost3 Aost6 + pOST3 (Doppeldisruptante transformiert mit Multicopyvektor OST3),
Aost3 Aost6 + pOST6 (Doppeldisruptante transformiert mit Multicopyvektor OST6).

37°C, dropout-ura

AOSt3 Aost6
° AOStS AOSI3 Aosté °

Aost3+p0ST3 I

30°C, 7,.5mM Coffein, dropout-ura

55328 (WT) AOSt3 Aosté

13 AOSI3 Aosté
Aos +pOST6

B - s
08 +pOST3

AOSI3+pOST3 I

L
@

Abbildung I.1: Wachstumstest in Abhédngigkeit von Temperatur und Coffein

Auf Platten mit Selektivmedium ,,dropout-ura“ wurde das Wachstumsverhalten der jeweiligen Stimme in
Verdiinnungsschritten von je einer Zehnerpotenz, von 107 bis 10? Zellen/ml, untersucht: Bei 37°C zum Test
auf ts-Phinotyp bzw. bei 30°C und 7.5 mM Coffein zum Test auf Defekte im ,,cell wall integrity pathway*.
Je Verdiinnungsstufe wurden 3 ul aufgetragen.

Wie aus Abb. 1.1 hervorgeht, weist bei 37°C sowohl Aosz6 als auch die Doppeldisruptante Aost3
Aost6 ein wesentlich schlechteres Wachstum auf als der WT bzw. Aost3. Eine Uberexpression von
OST6 in Aost3 Aost6 zeigt, anders als die ohne Wirkung bleibende Uberexpression von OST3, ein
um eine Verdiinnungsstufe besseres Wachstum und entspricht damit erwartungsgemif in etwa der
ost3-Einfachdisruptante.

Ein ganz dhnliches, nur drastischeres Bild, ergibt sich auf Coffein-Platten. Aost3 weist ein, ver-
glichen mit dem WT, moderat reduziertes Wachstum auf, wogegen Aost6 nahezu kein Wachstum
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mehr zeigt - vergleichbar mit der Doppeldisruptante. Auch hier, bei Coffein als Stressor, vermag
nur die Uberexpression von OST6 in Aost3 Aost6 eine Wachstumsverbesserung auf Aost3-Niveau
zu bewirken, die Uberexpression von OST3 bleibt vollig wirkungslos.

Mehr noch tiberrascht der Phinotyp von Aost3 + pOST3, und zwar bei 37°C wiewohl auch auf
Coffein: Ein nativer Level von Ost6p zusammen mit dem auf Plasmid tiberexprimierten Ost3p
sollte zu einem Wildtyp-dhnlichen Wachstum fiihren. Da aber stattdessen ein Wachstumsphino-
typ irgendwo zwischen Aost3 und Aost6 zu beobachten ist, scheint folgende Hypothese einer
Erwigung wert: Konnte das im Uberschuf vorhandene Ost3p, ,,nutzlos* hinsichtlich der hier an-
gewandten Stressoren, jedoch Ost6p in GroBe und Struktur sehr dhnlich, letzteres - da in weitaus
geringerer Menge vorhanden - aus dem OST-Komplex weitgehend verdringt, mithin inaktiviert
haben? Ich mochte darauf spiter noch zuriickkommen.

Diese Experimente bestétigen die bereits oben gedullerte Vermutung, Ost6p konnte - ganz im Ge-
gensatz zu Ost3p - eine besondere Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der Zellwandintegritit
unter Stressbedingungen haben. Selbst eine Uberexpression von Ost3p in der Doppeldisruptante
ost3A ost6A bleibt hinsichtlich Zellwandstressoren absolut wirkungslos. Es scheint eine starke
Spezialisierung von Ost6p hinsichtlich dieser physiologischen Anforderungen zu bestehen; die
oben fiir enzymatische Glykoproteine geschilderte augenscheinliche Redundanz im Wirkungs-
spektrum beider Untereinheiten ist hier zu vernachlissigen.

Wie kann man sich die Wirkung von Ost6p hinsichtlich der Zellintegritét vorstellen? Welche Aus-
sagen lassen sich anhand des Wachstumsverhaltens beziiglich der eingesetzten Stressoren im ein-
zelnen ableiten?

Dazu ist es unerldBlich, die Angriffspunkte der einzelnen Stressoren zu verstehen. Folgendes ist
bekannt:

Der anionische Farbstoff Calcofluor white bindet vorwiegend an $1,4-Glukane, das heif3t auf He-
fe bezogen an Chitin [95, 124], und interferiert durch seine Bindung mit dessen Polymerisati-
on [22]. Chitin spielt eine wichtige Rolle fiir die stabile, unlosliche Vernetzung der verschiedenen
Zellwand-Module untereinander. Es bindet an die nicht reduzierenden Verzweigungen sowohl des
£1,3- als auch des $1,6-Glukans. Zur Koppelung unterschiedlicher Zellwandmodule kommt es
dann durch die antiparallele Zusammenlagerung mehrerer linearer Chitin-Ketten iiber H-Briicken
zu duflerst stabilem kristallinem «-Chitin [63,83]. Dies erklirt die starke kompensatorische Steige-
rung des Zellwandchitingehalts in Zellen mit Bildungsdefekten von Zellwandkomponenten auf bis
zu 20 % des Wandtrockengewichts bei nur 1-2 % im WT. Indem nun Calcofluor white die Chitin-
polymerisation und damit im Weiteren die Komponentenvernetzung stort, sind Zellwandmutanten
durch diesen Stoff besonders verwundbar. Es kommt unmittelbar zur Zellwanddestabilisierung und
damit zu Zellwandstress.

Temperaturstress durch Temperaturen zwischen 37 und 39°C fiihrt hochstwahrscheinlich iiber eine
schnelle, innerhalb von Minuten einsetzende und bis zu 90 Minuten andauernde Konzentrationszu-
nahme von sowohl Trehalose (bis zu 0.5 M) also auch Glycerin zu einem entsprechenden Anstieg
des Turgors und damit einer zunehmenden Belastung der Zellwand [63]. Auch hier kommt es un-
mittelbar zu Zellwandstress, allerdings nicht durch die Destabilisierung der Zellwand, wie oben
geschildert, sondern durch deren Mehrbelastung. Zellen mit Defekten, die sich auf die Zellwand-
stabilitdt auswirken, sind damit von Temperaturstress besonders betroffen.

Anders liegt der Fall wohl bei Coffein: Sehr sicher erfolgt die Wirkung nicht an der Zellwand
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selbst, sondern iiber intrazelluldre Mechanismen. So kann der Coffein-Phinotyp in Zellen, in de-
nen die MAP-Kinase (Mitogen Activated Protein) des ,,cell wall integrity pathways* (Pkc1-MAP-
Kinaseweg) deletiert wurde (s/12A) durch Uberexpression von SNQ2, einem Multidrug-Exporter,
supprimiert werden [86]. Die Wirkung beruht wohl auf zwei unterschiedlichen Mechanismen:
Einerseits hemmt Coffein die Phospodiesterasen Pdel/2, verantwortlich fiir die Hydrolyse von
cAMP. Dies hat einen erhohten cAMP-Spiegel zur Folge, was zu pde2A dhnlichen zellphysiolgi-
schen Erscheinungen fiihren diirfte: Der Aktivierung des Ras/cAMP-abhingigen Protein Kinase
A-Wegs, der die Expression von Genen mit ,,stress response elements* (STREs) negativ reguliert
und zu einer Zellwanddestabilisierung fiihrt. Entsprechend hat die Uberexpression von PDE2 die
Hemmung des PKA-Wegs und damit Zellwandstabilisierung sogar in sonst osmosensitiven Mutan-
ten zur Folge. Moglicherweise wirkt der Pkc1/MAP-Kinaseweg antagonistisch zum cAMP/PKA-
Weg [63].

Allerdings ist dies sicher nicht der einzige Wirkmechanismus [86]. Vielmehr spielt womdoglich
auch eine Ca?* -freisetzenden Wirkung von Coffein eine Rolle, die zumindest fiir Siugerzellen ge-
zeigt werden konnte [9,43]. Calcium wiederum beeinflu3t die Zellwandsynthese sowohl {iber die
Actin-abhidngige Morphogenese via Cdc24 als auch iiber die polarisierte Sekretion via Calmodu-
lin, die ja zum zielgerechten ,,Targeting von Wandkomponenten essentiell ist. Und zum dritten
reguliert es die Glukan-Synthese via Calcineurin. Mutanten beziiglich der Zellwandintegritit sind
denn auch hiufig besonders sensitiv gegeniiber Ca%*, ohne dabei aber hypersensitiv gegeniiber all-
gemein hoher Salinitdt zu sein [16].

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, daf3 Coffein, anders als die oben genannten Stressoren, we-
der direkt an der Zellwand angreift und sie damit destabilisiert, noch zu einer vermehrten Wandbe-
lastung etwa durch gesteigerten Turgor fiihrt. Vielmehr erfolgt eine Storung der zelluldren Signal-
transduktion, die in WT-Zellen durch einen funktionierenden Pkc1/MAP-Kinaseweg weitgehend
kompensiert werden kann. Screening mit Coffein fiihrt damit weitaus selektiver zur Detektion von
Mutanten, in denen der ,,cell wall integrity pathway“ betroffen ist. Denn anders als bei einem
Defekt in der Signaltransduktion, der sowohl durch Coffein als auch durch CFW oder Tempera-
turstress zu detektieren wire, wire bei einem Defekt in der Zellwandsynthese bei funktionierendem
Pkc1/MAP-Kinaseweg kein ausgeprigter Coffein-Phidnotyp zu erwarten: Coffein fiihrt schlieBlich
zu keinem vermehrten d@uleren Stress. Daher kann bei einem intakten Pkc1/MAP-Kinaseweg den
von Coffein verursachten Stérungen in der Zellwandphysiologie erfolgreich entgegengewirkt wer-
den.

Aost6 jedoch ist sensitiv gegeniiber CFW, Temperaturstress und Coffein, was fiir Auswirkungen
dieser Deletion auf Faktoren in der Signaltransduktion und gegen Storungen in der eigentlichen
Zellwandsynthese spricht.

Wie also ist ein Zusammenhang zwischen Zellwandintegritidt und N-Glykosylierung vorstellbar?

Zwar ist klar, dal das AusmaBl N-gebundener Glyko-Ketten von kovalent an das Glukan-Netzwerk
gebundenen Zellwandglykoproteinen (Mannoproteinen) ganz wesentlich zur Undurchléssigkeit
und Stabilitdt der Zellwand beitrdgt [19]. Auch spricht viel dafiir, da3 die OST-Aktivitdt Pkclp-
abhéngig von einer ,,Basalaktivitit™ von etwa 50 % in pkcIA oder in mit Staurosporin, einem
spezifischen Inhibitor von Pkc1p, behandelten WT-Zellen auf die in WT-Zellen ohne Staurosporin
gemessenen 100 % Aktivitit gesteigert wird (in vitro-Aktivitdten) [92]. Doch all dies betrifft die
Quantitdit der N-Glykosylierung. Da gerade in ost6A diese Quantitit sowohl in vivo (10 bis max.
19 % Unterglykosylierung bzgl. WT bei Invertase, CPY, Proteinase A, DPAP B wie auch Wbplp,
einer Untereinheit der OST) als auch in vitro (95 % WT-Aktivitdt hinsichtlich des Volldngen-
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Donorglykolipids) gering und deutlich weniger betroffen ist als bei 0st3A [65], konnte die Ursache
also in der Qualitdit, das heif3t hinsichtlich Glykosylierungsstdrungen in wenigen, aber entscheiden-
den Proteinen zu suchen sein. Die Untereinheit Ost6p konnte demnach Ausdruck einer Speziali-
sierung fiir ganz bestimmte, in irgendeiner Weise in die Aufrechterhaltung der Zellwandintegritét
involvierte Glykoproteine sein. Dies um so mehr, als die weiter unten gezeigten Ergebnisse fiir
einen eigenen OST6-Komplex sprechen, der hinter dem OST3-Komplex mengenméBig deutlich
zuriicksteht (vgl. 1.1.2).

Der aufgrund des spezifischen Coffein-Phénotyps naheliegende Gedanke, N-glykosylierte Rezep-
torproteine des fiir S. cerevisiae zur Aufrechterhaltung einer intakten Zellwand essentiellen ,,cell
wall integrity pathway* [31] in der Cytoplasmamembran konnten betroffen sein, bestitigte sich zu-
mindest fiir Mid2p nicht. Dieses Typ 1 Membranprotein, dessen periplasmatische Doméne durch
ausgepragte O-Mannosylierung wohl versteift [60] und dariiber hinaus durch eine N-glykosidische
Kette modifiziert ist, erwies sich als einer der Rezeptoren des Pkc1/MAP-Kinasewegs [94]. Dabei
ist sowohl die O-Mannosylierung der periplasmatischen Domine [94] als auch deren N-glykosidi-
sche Modifikation essentiell fiir die Funktion von Mid2p (Dr. Sabine Strahl, personliche Mittei-
lung). Sollte nun Ost6p auf stark O-mannosylierte Proteine dieser Art ,,spezialisiert” sein, wire
eine ausgeprigte Unterglykosylierung beziiglich der N-glykosidischen Modifikation in ost6A zu
erwarten. Stattdessen war der Glykosylierungsdefekt iibereinstimmend mit den oben erwihnten
Ergebnissen von Knauer ef al. [66] in ost6A eher schwicher ausgeprigt als in ost3A und nur in
der Doppeldisruptante ost3A ost6A besonders deutlich.

Weitere Kandidaten, die alle sowohl stark O-, als auch N-glykosyliert sind oder sein konnten
(unter Beriicksichtigung der in [4, 28, 89, 107] benannten Parameter) und periplasmatisch sehr
wahrscheinlich am Umbau oder der Vernetzung von Zellwandkomponenten beteiligt sind, kiimen
als ,,Ost6p-spezifisch® in Frage, ohne aber speziell die Coffein-Sensitivitit erkldren zu konnen.
Zunichst ist das GPI-Zellwandprotein Gasl zu nennen, eine Endotransglykosylase, nachweislich
sowohl N- als auch O-glykosyliert [16,63]. Desweiteren Crh1p und Crh2p (23.8 % Identitit), bei-
de wahrscheinlich sowohl O- (Polyserin-Bereiche) als auch N-glykosyliert (3 bzw. 5-6 Sequons)
und GPI-Zellwandproteine [97]. Entsprechende Untersuchungen iiber die N-Glykosylierung die-
ser Proteine in 0st6A wurden jedoch noch nicht durchgefiihrt.

Letztlich bleibt also offen, worin die spezielle Funktion des Ost6p und damit des OST6-Komplexes
(siehe I.1.2) liegt. Bemerkenswert jedenfalls erscheint die im Gegensatz zu Ost3p gegebene spezi-
elle Bedeutung fiir die Zellwandintegritit der Hefe.

In der Sauger-OST [58] wurden inzwischen zwei Stt3p-Homologe gefunden, bezeichnet als Stt3-
A und Stt3-B, die unterschiedliche OST-Komplexe zu konstituieren scheinen. Stt3-B ist entwick-
lungsgeschichtlich dlter und entspricht dem Hefe-Stt3-Protein. Der Stt3-B-Komplex weist eine
hohere V,,,, auf und tibertrigt unvollstindig prozessierte LLO-Intermediate mit groferer Effekti-
vitdt. Dagegen sinkt fiir den Stt3-A-Komplex bei LLO-Mang gegeniiber LLO-MangGlcs V. und
der K,-Wert fiir die Peptidbindung ist erhoht. mRNA-Expressionsstudien legen zudem nahe, der
Stt3-A-Komplex konnte vorwiegend IAP, homolog zum S. cerevisiae Ost6p, der Stt3-B-Komplex
dagegen N33-1 enthalten, homolog zum Ost3p aus Hefe. Dabei war die Expression von Stt3-
A besonders hoch in Geweben bzw. Zellinien mit hoher Sekretionsrate. Kénnte hier die Versor-
gung mit Volldngen-LLO eher limitierend werden und damit eine erhohte Selektivitét hinsichtlich
des Vollingen-LLO’s von groBerer Bedeutung sein? Wire Ahnliches auch fiir den Hefe-OST6-
Komplex moglich? Da es hier allerdings nur ein Stt3p gibt, konnten die beiden OST-Komplexe,
OST3- und OST6-Komplex, auch Ausdruck einer vollig anderen Spezialisierung sein. Auch war
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in kinetischen Untersuchungen zur Hefe-OST eine weniger stark ausgeprigte Anderung des K,
in Abhiéngigkeit vom LLO-Substrat festzustellen (1.5-fach hoher bei DolPP-GIcNAcsMang versus
DolPP-GlcNAcoMangGlces) [52].

I.1.2 Ost3p und Ost6p — strukturell dhnliche Untereinheiten der OST:
Untersuchungen zu moglichen Auswirkungen von deren Uberexpres-
sion bzw. Deletion auf die Zusammensetzung des Komplexes

1.1.2.1 ,,SDS-PAGE“und,,Western*“-Analyse: Die Uberexpression von OST3 fiihrt zum fast
vollstindigen Verschwinden von Ost6p — in Umkehrung nur stark abgeschwécht

Wie unter 1.1.1 bereits angedeutet, scheint eine Uberexpression von OST3 in der ost3-Disruptante
Ost6p aus dem Komplex zu verdriangen. Anders war jedenfalls der in Abb. I.1 beobachtete Wachs-
tumsphéinotyp kaum zu interpretieren. Um dies auf Proteinebene zu untersuchen, dariiber hinaus
auch noch den komplementiren Fall, eine mogliche Verdringung von Ost3p durch Uberexpres-
sion von OST6 in ost6A zu betrachten, wurden die entsprechenden Stimme in Selektivmedium
auf ODj57g zwischen 8 und 9 angezogen, Membranen isoliert und je 25ug Protein auf einem SDS-
Polyacrylamidgel (10 %) aufgetrennt und iiber Western-Analyse analysiert (Abb. 1.2, 1.3).
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Abbildung 1.2: Auswirkungen der Uber-
expression bzw. Deletion von OST6 auf
Ost3p

SS330 ist der isogene WT zu ost6A. Spur

Abbildung 1.3: Auswirkungen der Uber-
expression bzw. Deletion von OST3 auf
Ostép

SS328 ist der isogene WT zu ost3A.

ost3A - hier nicht gezeigt - war ohne jedes
Signal.

Die mittels Bio-Rad Multi-Analyst”/PC Version 1.1 durchgefiihrte Quantifizierung ist in Tabelle
I.1 wiedergegeben.

Folgendes 148t sich klar erkennen: Wie bereits aus den Wachstumstests gemutmaft, scheint eine
Uberexpression von Ost3p in ost3A das Ost6p bis auf 20 % zu verdringen. Hingegen wirkt sich
eine Uberexpression von Ost6p auf den Ost3p-Spiegel in nur viel geringerem Umfange aus: In
ost6 A + pOST6 finden sich immerhin noch ca. 60 % Ost3p. Reziprok dazu nimmt die Menge an
Ost6p im Vergleich zum WT um ca. 40 % zu und sollte daher im Komplex gebunden sein. Dage-
gen ist wohl freies Ost6p instabil und damit nicht detektierbar. Denn daf infolge Uberexpression
bedeutend mehr Ost6p in der Zelle entsteht, als die hier beobachtete Zunahme um nur 40 %, geht
aus der Uberexpression von Ost6p in 0st3A hervor: Da das Ost6p strukturell Ost3p sehr dhnlich
ist, kann es in ost3A auch die ,,Fehlstellen* im OST-Komplex besetzen, die das Nichtvorhanden-
sein von Ost3p nach sich zieht. Folgerichtig bemift sich die hier bestimmte Menge an Ost6p auf
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Tabelle I.1: Quantifizierung der Western-Analyse von Ost3p bzw. Ost6p
Die hier prisentierten Ergebnisse stimmen im Wesentlichen mit jeweils zwei weiteren Untersuchungen {iber-
ein.

| Membranen | % Ost3p | & Wildtyp | Membranen | % Ost6p | + Wildtyp |

SS330 (WT) 100 0 SS328 (WT) 100 0
ost6 A 112 +12 ost3A 127 + 27
ostoA + pOST6 59 -41 ost3A + pOST3 20 - 80
ost3A + pOST3 514 +414 ost6A + pOST6 138 + 38
- - - ost3A + pOST6 242 + 142

142 % relativ zum WT. Bel natiirlicherweise gleicher Menge an Ost3p und Ost6p und totaler In-
stabilitit der freien Ost6-Untereinheit wire ein Plus von ca. 100 % zu erwarten. Es wird noch zu
diskutieren sein, ob es einen Komplex mit sowohl Ost3p als auch Ost6p oder nicht vielmehr zwei
unterschiedliche Komplexe mit je einer dieser Untereinheiten gibt; wobei in letzterem Falle diese
beiden Komplexe natiirlich nicht zwingend im gleichen Umfang in der Zelle vorhanden sein miis-
sen. So kann die beobachtete Zunahme von Ost6p um 142 % bzgl. des Wildtyps sowohl auf einen
doch unvollstindigen Abbau freier Untereinheiten als auch auf einen Uberschuf} des zu postulie-
renden OST3-Komplexes gegeniiber dem prospektiven OST6-Komplex hinweisen.

Nach diesen Ergebnissen scheint also Ost3p deutlich affiner an den OST-Komplex zu binden als
Ost6p. Auch hinsichtlich der Stabilitét in freiem Zustand scheinen Unterschiede zu bestehen: Die
Uberexpression von Ost3p in ost3A fiihrt rund zu einer Verfiinffachung der im WT gemessenen
Menge. Fiir den Fall, dal Ost3p und Ost6p in gleichen Mengen im oder in den OST-Komplex(en)
vertreten wiren, blieben noch 80 % abzuziehen, die Grolenordnung, in der Ost6p aus dem Kom-
plex verdrdangt wird. 100 % sitzen an den nativen Ost3-Positionen. Es bleiben noch mindestens
320 % UberschuB, der aller Wahrscheinlichkeit nach frei, das heifit nicht komplexgebunden, in
der Membran vorhanden zu sein scheint. Ost3p ist wohl also in nicht komplexgebundener Form
ungleich stabiler als Ost6p. Dabei handelt es sich jedoch moglicherweise nur um eine relative
Stabilitit, denn ein Abbau scheint auch hier, bei geringerer Menge, sehr wohl statt zu finden: Im
Stamm ost6A + pOST6 geht die Menge an Ost3p ja gegeniiber dem WT um 41 % zuriick. Wire
freies Ost3p dhnlich stabil wie komplexgebundenes, wire kein so groBer Riickgang zu erwarten.

Ziemlich sicher scheint also iiberexprimiertes Ostop in Abwesenheit von Ost3p sidmtliche Fehl-
stellen besetzen zu konnen (siehe ost3A + pOST6). Ein analoges Experiment fiir Ost3p fehlt zwar,
doch dessen Vermogen sogar in Anwesenheit von Ost6p dieses auf nur 20 % Restbestand zu ver-
driangen, spricht fiir mindestens die gleiche Fahigkeit, unbesetzte ,,Ost6p-Plitze* einnehmen zu
konnen. Um verldBlichere Aussagen iiber die Komplexbindung der hier untersuchten Untereinhei-
ten sowie zum Thema ein Komplex mit beiden Untereinheiten oder zwei Komplexe mit jeweils
nur einer der beiden Untereinheiten zu erhalten, wurde im Folgenden der Gesamtkomplex iiber
Nativgelelektrophorese untersucht.
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I.1.2.2 ,,Blue Native PAGE** und ,,Western‘-Analyse des OST-Gesamtkomplexes:
Hinweise auf die Existenz ausschlieBlich Ost3p und ausschlieBlich Ost6p enthalten-
der OST-Komplexe

Um mehr Sicherheit beziiglich der obigen Interpretationen zu gewinnen, was die gegenseitige Ver-
driangung/Ersetzung der komplementiren Untereinheiten Ost3p und Ost6p im Komplex anlangt,
und Aussagen hinsichtlich der Komplexorganisation (beide Untereinheiten in einem Komplex,
oder zwei distinkte Komplexe) zu erhalten, werden hier nicht publizierte ,,Blue Native PAGE*
-Daten von Herrn Dr. Roland Knauer herangezogen und interpretiert.

Zunichst soll dies hinsichtlich der zweiten Frage geschehen, ob es zwei separate OST-Komplexe,
einen mit Ost3p, einen mit Ost6p, oder aber einen einzigen Komplex mit beiden Untereinheiten im
dquimolaren Verhiltnis gibt.
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Abbildung 1.4: ,,Blue native PAGE* und ,,Western Blot* -Analyse von Wildtyp (WT), ost3A,
ost6A sowie ost3A ost6A mit den angegebenen Antikorpern: Jede waagerechte Reihe spiegelt
eine Dekoration desselben Blot-Paares wider, das dann nach ,,Stripping* mit dem nichsten Anti-
korper dekoriert wurde (2. bzw. 3. Reihe)

In Abb. 1.4 werden sowohl die Einzeldisruptanten als auch die Doppeldisruptante ost3A ost6A im
Vergleich zum Wildtyp (WT) hinsichtlich des Molekulargewichts des Gesamtkomplexes und des
Vorhandenseins verschiedener Untereinheiten untersucht. In der ersten waagerechten Reihe ist die
Detektion von Ost3p bzw. Ost6p dargestellt. Sowohl beim WT wie den Einzeldisruptanten ist eine
distinkte Bande eines apparenten Molekulargewichts von etwa 255 kDa nachzuweisen. Das heif3t,
in 0st6 A bzw. ost3A liegen OST-Komplexe von WT-Molekulargewicht vor.

Dies bedeutet, da3 — fiir die Annahme eines Komplexes mit natiirlicherweise beiden Untereinhei-
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ten — augenscheinlich nur OST-Komplexe ohne Fehlstellen stabil sind, das heift in denen beide,
die Ost3p- und die Ost6p-Postion, nunmehr mit der noch vorhandenen Untereinheit besetzt sind.
Oder aber es handelt sich um zwei distinkte Komplexe mit jeweils einer der komplementéiren Un-
tereinheiten, von denen bei Detektion mit Anti-Ost3p bzw. Anti-Ost6p eben nur der mit der jeweils
vorhandenen Untereinheit detektiert wird.

Diese letztere Moglichkeit manifestiert sich bei Analyse der zweiten und dritten Reihe aus Abb.
I.4. Hier erfolgt die Detektion mit Antikérpern gegen Untereinheiten, die unabhingig von Ost3p
und Ost6p in jedem Falle Bestandteil des Komplexes sein sollten: Anti-Ost1, Anti-Wbp1 und Anti-
Stt3. In der Doppeldisruptante ist nun ein Shift um ca. 38 kDa hinsichtlich des WT (auf ca. 217
kDa) zu beobachten. Das entspricht in etwa dem kalkulierten Molekulargewicht sowohl von Ost3p
als auch Ost6p (37 kDa), wiirde also in jedem Fall fiir den Verlust nur einer Untereinheit sprechen.
Bei ost3A existieren im Gegensatz zum WT scheinbar zwei Komplexe: Einer vollstindigen Mole-
kulargewichts — in Form einer scharfen, etwas dominanteren Bande — und einer von etwa 217 kDa,
ebendesselben Gewichts des Komplexes der Doppeldisruptante. Da der Komplex vollstindigen
Gewichts (die Bande also bei 255 kDa) bei Dekoration mit Ost6p-Antikorper als einzige detek-
tierbare Bande und dabei von WT-Molekulargewicht auftritt, muf3 es sich um einen vollstindigen
Komplex mit ausschlieflich der Ost6p-Untereinheit handeln. Was deutlich gegen einen Komplex
mit beiden Untereinheiten spricht.

Dies wird weiter erhértet durch die in Abb. 1.5 und 1.6 jeweils im linken Teil (Aost3) dargestellten
Ergebnisse. Wie bereits in Abb. 1.4 ist auch hier bei Detektion mit dem Ost6p-Antikorper nur ei-
ne Bande von WT-Molekulargewicht (ca. 255 kDa), dagegen bei Verwendung von Anti-Wbp und
Anti-Ost1 zusitzlich eine zweite, leichtere, etwas verwaschenere Bande bei ca. 217 kDa vorhan-
den.

Im Weiteren soll nun zunéchst der Frage nachgegangen werden, in wieweit eine gegenseitige Er-
setzung/Verdrangung in Hinsicht auf die beiden komplementiren Untereinheiten Ost3p und Ost6p
moglich ist. Die Auswirkung einer Uberexpression von Ost3p in der Einfachdisruptante ost3A ist
in Abb. 1.5 zu sehen: Die in 0st3A links durch Anti-Wbp1 und Anti-Ost1 nachzuweisende leichtere
Bande von etwa 217 kDa verschwindet bei Uberexpression von OST3 iiber ein Multicopyvektor-
Konstrukt zugunsten der 255 kDa-Bande, die nun auch durch Anti-Ost3 nachweisbar wird. Dem-
nach wurde erwartungsgemil} der Ost3p entbehrende 217 kDa-Komplex durch das vektorexpri-
mierte Ost3p zum vollstindigen Komplex ergénzt.

Doch bestitigt sich nun auch hier, bei Untersuchung des nativen Komplexes, die aus den Ergeb-
nissen unter denaturierenden Bedingungen (Abb. 1.3) zuvor gefolgerte Verdringung von nativem
Ost6p aus dem Komplex durch iiberexprimiertes Ost3p? Trotz aller Problematik der Quantifizie-
rung von ,,Western Blots* aus ,,Blue native PAGE* scheint das hier doch zu bejahen. Bei Vergleich
des Ost6p-Signals in 0st3A mit 0st3A+pOST3 wird offenkundig, da3 die Intensitét des bei Ost3p-
Uberexpression beobachteten Signals nur noch einen Bruchteil des Signals von ost3A darstellt.
Wogegen die hier in gewisser Weise als ,,Kontrolle* anzusehenden Banden von Anti-Wbp/Anti-
Ost1 im Falle der Uberexpression von Ost3p sogar intensiver sind.

Die Verdriangung von Ost6p durch iiberexprimiertes Ost3p aus dem Komplex, wie sie sowohl aus
der denaturierenden ,,PAGE/Western Blot“-Analyse als auch aus den Wachstumstests (Abb. 1.1)
abgeleitet wurde, bestitigt sich also auch fiir den nativen Komplex.
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AoSt3 + pOST3 ——

Abbildung 1.5: ,,Blue native PAGE* und ,,Western Blot* -Analyse von ost3A sowie der Uberex-
pression von Ost3p in ost3A mit den angegebenen Antikdrpern

Nun zur Frage, ob Ost6p in Uberexpression, wie bereits aus der denaturierenden PAGE/Western
Blot-Untersuchung in Abb. 1.3 (0st3A+pOST6) abgeleitet, tatsichlich auch im Komplex fehlendes
Ost3p in einer ost3A ost6A-Doppeldisruptante ersetzen kann. Abbildung 1.6 gibt dariiber Auf-
schluf3:

\\'
vé\
%
255 kDa ?“’ o '
217 kDo — '

L AOSI3 S AOSI3 AOST6 _
+pOST6

Abbildung 1.6: ,,Blue native PAGE* und ,,Western Blot* -Analyse von ost3A sowie der Uberex-
pression von Ost6p in ost3A ost6A mit den angegebenen Antikorpern

Das Bild fiir osz3A ist vollkommen deckungsgleich mit dem entsprechenden Teil aus Abb. 1.5
und bedarf keiner weiteren Interpretation. Die Uberexpression von Ost6p in der Doppeldisruptan-
te fiihrt nun zum vollstandigen Verschwinden der leichteren Bande von 217 kDa. Allein die 255
kDa-Bande des vollstindigen OST-Komplexes ist vorhanden. Dazu erscheint sie besonders inten-
siv (mehr als doppelte Intensitit) im Falle der Ost6p Uberexpression und Anti-Ost6-Dekoration im
Vergleich zu ost3A. Beides deutet stark darauf hin, daB das im Uberschu vorhandene Ost6p nun
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auch die ,,Fehlstellen* von Ost3p besetzt hat: Es gibt nurmehr ausschlielich vollstandige Kom-
plexe, und der zuvor Ost3p entbehrende, leichtere Part, nun von Ost6p vervollstindigt, verstirkt
entsprechend das Ost6p-Signal in der Anti-Ost6-Dekoration.

Auch die Nativgelelektrophorese bestitigt also die ,,Ersetzbarkeit* von Ost3p durch Ost6p, wenn
ersteres nicht vorhanden und letzteres tiberexprimiert vorliegt.

Folgende Argumente sprechen nun also fiir die Existenz zweier distinkter OST-Komplexe, die sich
durch den Besitz von entweder Ost3p oder Ost6p unterscheiden:

e In der Doppeldisruptante ost3A ost6A lauft der Komplex bei einem Molekulargewicht von
etwa 217 kDa, also ca. 38 kDa leichter als der Wildtyp. Da Ost3p wie Ostbp jeweils ein
kalkuliertes Molekulargewicht von etwa 37 kDa haben sollen, entspricht dieser Shift dem
Fehlen nur einer Untereinheit.

e ost3A zeigt bei Dekoration mit Anti-Ost6p nur eine Bande und zwar von WT-Molekularge-
wicht (255 kDa). Das heifit, Ost6p befindet sich ausschlieflich in dieser Fraktion. Bei De-
koration mit Antikorpern gegen andere OST-Untereinheiten hingegen erscheint eine zweite
Bande von ca. 217 kDa, also etwa 38 kDa leichter als der vollstindige OST-Komplex, was
dem Fehlgewicht von einer Untereinheit entspricht. Gibe es einen Komplex mit beiden Un-
tereinheiten — nur eine Bande mit ca. 37 kDa Fehlgewicht zum Vollkomplex wére zu erwar-
ten, die sowohl mit Anti-Ost6 wie mit Antikdrpern gegen andere Untereinheiten auer Ost3p
zu dekorieren sein sollte.

e Bei der leichteren Bande aus ost3A handelt es sich mit Sicherheit um eine OST-Fraktion,
die dieser Untereinheit entbehrt: Bei Uberexpression von Ost3p im gleichen Stamm ver-
schwindet diese Bande zugunsten des vollstindigen Komplexes. Auch die Uberexpression
von Ost6p vermag die leichtere Bande vollstindig zum 255 kDa-Komplex zu shiften.

Bleibt die Frage, warum nicht auch bei ost6A, wie bei ost3A, die Dekoration mit Antikorpern
gegen Untereinheiten verschieden von Ost3/6p zum Nachweis auch einer leichteren Bande fiihrt.
Zunichst existieren Hinweise darauf, dal der OST6-Komplex gegeniiber dem OST3-Komplex im
Unterschuf} vorhanden ist. Vergleicht man in Abb. 1.4 in den drei verschiedenen Antikorperdeko-
rationen Anti-Ostl, Anti-Wbp1 und Anti-Stt3 jeweils ost3A (spiegelt - siche oben - mit der 255
kDa-Bande den Anteil OST6-Komplex wider) mit ost6A (spiegelt mit der 255 kDa-Bande den
Anteil OST3-Komplex wider), gilt fiir alle drei Dekorationen, dafl die Komplexbande von ost6 A
ungleich intensiver ist als die 255 kDa-Bande von ost3A. Was nichts anderes als einen deutli-
chen Uberschufl an OST3-Komplex gegeniiber dem OST6-Komplex bedeuten kann. Auch aus der
SDS-PAGE (Abb. 1.3) LiBt sich Ahnliches ableiten: Es war gefolgert worden, Ost6p wiire frei, d.
h. nicht komplexgebunden, sehr instabil und damit nicht nachweisbar. Im Falle von 0st3A+pOST6
jedoch war gegeniiber dem WT eine Zunahme um + 142 % zu beobachten. Also wiirden diese +
142 % der Anzahl an OST3-Komplexen entsprechen, da in diesem Stamm nun Ost6p die Stelle
des fehlenden Ost3-Proteins einnimmt. Bei einem Verhéltnis von Ost3p/Ost6p = 1/1 wiren + 100
% im Vergleich zum WT zu erwarten gewesen. Dies konnte bedeuten, dal der OST6-Komplex
gegeniiber dem OST3-Komplex um etwa 30 % im Unterschuf3 vorliegt (fiir 142 = 100 % Ost3p,
100/1,42 = 70,4 % Ost6p). Exakte quantitative Aussagen lassen diese Beobachtungen zwar nicht
zu, doch liegt die Annahme nahe, daf} der postulierte OST3-Komplex gegeniiber dem postulierten
OST6-Komplex in nicht zu vernachlissigendem UberschuB vorliegt.
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Eine weitere Annahme scheint ebenfalls zuldssig: OST-Komplexe mit unbesetzter Ost3- bzw. Ost6-
Position sind instabiler als komplette Komplexe und werden entweder bereits in der Zelle schneller
abgebaut oder aber zerfallen teilweise wihrend der Elektrophorese. Letztere Annahme ist weni-
ger wahrscheinlich, da abgesehen von der etwas diffuseren 217 kDa-Bande kein ,,Schmier hin
zu leichterem Molekulargewicht zu beobachten ist. Der leichteste Standard am unteren Gel-Ende
war das BSA-Monomer mit 66 kDa, d. h. nur Aggregate kleiner als 66 kDa konnten ,,ausgelaufen®
sein.

Die Grundlage fiir diese ,,Instabilitits-Annahme* ist der Vergleich der Intensitit der 217 kDa-
Bande der Doppeldisruptante in Abb. 1.4 mit der des Wildtyps: Das Signal ist um etliches schwi-
cher und sollte doch theoretisch bei gleichem Antikorper dhnlich intensiv sein. Dies ist fiir drei
verschiedene Antikorper (diese Abb.) sowie drei verschiedene ,,Western Blots* gezeigt. Auch soll-
ten theoretisch die 217 kDa- und die 255 kDa-Bande in 0st3A zusammengenommen eine dhnliche
Intensitédt wie die 255 kDa-Bande des WT ergeben, was ebensowenig der Fall ist (Abb. 1.4). Po-
stuliert man die Reduzierung der 217 kDa-Bande durch Abbau, kommt das Bild wieder ins Lot.

Beide Hypothesen zusammen genommen konnen nun die Abwesenheit einer leichteren Bande
bei ost6 A plausibel machen:

Die normalerweise Ost6p enthaltende Komplexfraktion, die ja in ost6A die (nicht vorhandene)
217 kDa-Fraktion stellen sollte, ist, wie oben abgleitet, ohnehin im Unterschuf} relativ zum OST3-
Komplex vorhanden. Dazu kommt nun ein verstéirkter Abbau dieser unvollstindig besetzten OST-
Fraktion. Gemeinsam konnte dies die Reduktion der 217 kDa-Fraktion bis unter die Nachweisgren-
ze bedingen. Dagegen konnte gerade in ost3A, wo ja die 217 kDa-Fraktion auftritt, selbige durch
einen weiteren Effekt stabilisiert werden: Wie aus den Verdrangungsexperimenten aus Unterkapi-
tel I.1.2.1 hervorgeht, besitzt Ost3p eine ungleich groere Komplexaffinitit als Ost6p, letzteres ist
also weniger fest mit dem Komplex assoziiert. In ost3A sind nun zwar die Ost6p-Untereinheiten
,Mangelware®, konnen also bei weitem nicht alle OST-Komplexe bedienen. Andererseits folgt
aus der wohl grofleren Dissoziationskonstante die Moglichkeit eines ausgeprigteren ,,Komplex-
Hoppings* , was zu begrenzter Stabilisierung der an sich relativ instabilen, weder von Ost3p noch
von Ost6p besetzen Komplexfraktion fithren konnte. Andererseits ist, wie ebenfalls unter 1.1.2.1
abgeleitet, Ost3p in freiem Zustand sehr stabil, ganz im Gegensatz zu Ost6p. Im ER konnte daher
ein gewisser ,,Ost3p-Puffer” an freien Untereinheiten vorliegen, der im Falle von ost6A einen Teil
der unbesetzten OST6-Komplexe* auffingt, die dann als OST3-Komplex in die 255 kDa-Fraktion
mit eingingen (und natiirlich so einen hoheren OST3-Komplex -Anteil, als er im WT vorliegt, vor-
tduschen konnten).

So kidmen also moglicherweise einmal der per se geringere Anteil an OST6-Komplex, die Insta-
bilitdt des 217 kDa-Komplexes und das moglicherweise vorhandene Pufferpotential freier Ost3p-
Untereinheiten im ER zusammen und fiihrten in ost6A zur Reduktion des 217 kDa-Komplexes
bis unter die Nachweisgrenze. Andererseits konnte ein aufgrund geringerer Komplexaffinitit der
Ost6p-Untereinheit im Vergleich zu Ost3p in ost3A durch ,,Komplex-Hopping* zu einer gewissen
Stabilisierung der 217 kDa-Fraktion fiihren (die in diesem Falle aufgrund des Uberwiegens des
OST3-Komplexes ohnehin massiver vorhanden ist als in ost6A).
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I.2 Ein neues Solubilisierungsverfahren fiir den OST-Komplex
aus Saccharomyces cerevisiae

Fiir weitere Untersuchungen am OST-Komplex (Crosslinking-Experimente) sollte ein besonders
aktives und vor allem auch stabiles Solubilisat zur Verfiigung stehen. Das von R. Knauer [64,
65] tibernommene und noch etwas optimierte Verfahren ([Pl sowpitisierung = 9.1 pg/pl; Nik-
kol/Protein = 2.04 nmol/ug; [KC1] = 0.5 M; 1.8 mM PC) lieferte zwar zufriedenstellende Aktivitit,
erwies sich aber bei 4°C als wenig stabil. Die Oligosaccharyltransferaseaktivitidt des Solubilisats
war nach 24 Stunden auf 10 % Restaktivitit zuriickgegangen.

Aus diesem Grunde wurde in den umfangreichen Solubilisierungsexperimenten mit DHPC zur
Gewinnung von DolPPGIcNAc; (siehe I1.2.2) jeweils auch ein OST-Experiment durchgefiihrt.

Tabelle 1.2: Solubilisierungseffizienz in Abhingigkeit vom DHPC zu Protein-Verhiltnis sowie der
Salz-Konzentration.

Die Solubilisierungen erfolgten jeweils bei [P] = 6.47 ug/ul. Je Reaktion (50 pl Endvol.) wurde Solu-
bilisat aus 194.4 pg Membranprotein (30 pl), 4000 cpm DolPP-[14C]GIcNAc, sowie 4 mM Hexapeptid
(YNLTSV) eingesetzt und 10 Minuten bei 24°C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktionen und weitere
experimentelle Details sind unter A.2.10.2 beschrieben. Entstandenes Glykopeptid wurde iiber Szintillati-
onszdhlung quantifiziert.

OST-Aktivitit [cpm]

DHPC/Protein [nmol/ug]
Salz[M] |59 | 2 [156[15] 1 | 07 [05][045]04
KCI0.5 50
NaCl0.15 || 108 269
NaCl0.5 || 35 |56 | 139 | 267 | 135
NaCl 0.8 660 | 963 | 998 | 873
NaCl 1.0 1107 | 1054
NaCl 1.2 1109 999 877
NaCl 1.5 919

Aus der Ubersicht iiber die durchgefiihrten Experimente in Tab. 1.2 lassen sich folgende Tendenzen
erkennen:

1. Wie schon fiir die Aktivitit von Alg7p zu beobachten war (vgl. Tab. II.1 und Text dazu),
scheint KCI in Verbindung mit DHPC auch fiir die OST nicht vorteilhaft, es fand praktisch
kein Umsatz statt. Fiir eine Diskussion dieser Beobachtung siehe 11.2.2.

2. Bei hohen Detergenskonzentrationen (D/P = 5.9 - 1.56) sind hohe Salzkonzentrationen ab-
traglich. Hier spiegelt sich wohl die fiir DHPC beschriebene cmc-Erniedrigung mit stei-
gender Salzkonzentration wider [30] (vgl. I1.2.2). Bei niedrigeren Detergenskonzentrationen
kehrt sich dieser Effekt um.

3. Bis zu einer Erniedrigung des DHPC/Protein- Verhéltnisses auf 1 und gleichzeitig steigender
Salzkonzentration steigt die OST-Aktivitdt. Auch bei hohen Salzkonzentrationen wirkt sich
eine weitere DHPC-Reduzierung negativ aus.
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4. Das Optimum der Salzkonzentration scheint bei 1.2 M erreicht zu sein. Bei 1.5 M geht
jedenfalls fir DHPC/Protein = 0.5 die Aktivitéit wieder leicht zuriick.

Das Aktivititsoptimum bei 1.2 M NaCl und DHPC/Protein = 1 von 1109 cpm war zwar interessant
insofern, als da3 auch die OST auf Hochsalzbedingungen positiv reagiert. Eine etwas hohere Ak-
tivitdat wére jedoch noch wiinschenswert gewesen. Deshalb wurde nun das Optimum fiir die Salz-
konzentration beibehalten (1.2 M), dagegen unter diesen Bedingungen eine Nikkol-Solubilisierung
(D/P = 3.1 nmol/ug und 1.8 mM PC [65]) mit einer NP40-Solubilisierung (D/P = 1.66 nmol/ug)
verglichen. Sonst waren die Reaktionsbedingungen wie in Tab. 1.2 beschrieben.

e 1.2 M NaCl, Nikkol/P = 3.1, 1.8 mM PC: 541 cpm,;
e 1.2 M NaCl, NP40/P = 1.66: 1597 cpm;

Demnach ist das Ergebnis der Nikkol-Solubilisierung unbefriedigend. Wie ebenfalls unter 11.2.2
diskutiert, sind moglicherweise fiir eine Nikkol-Solubilisierung K*-Tonen besser geeignet als Na™ -
Ionen. Oder aber es wirkt sich die hohe Detergensmenge unter gleichzeitig hohen Salzkonzentra-
tionen negativ aus.

Der Einsatz von NP40 (D/P = 1.66) dagegen war ein Erfolg. Rund 1600 cpm gebildetes Glyko-
peptid entspricht mindestens der Aktivitédt im bisher iiber Nikkol/KCl-Solubilisierung gewonnenen
Enzymextrakt. Dabei allerdings war die Proteinkonzentration zur Solubilisierung 9.1 ug/ul, wo-
gegen hier nur 6.47 pug/ul Membranprotein eingesetz worden waren. Dariiber hinaus erfolgte hier
kein Zusatz von Phosphatidylcholin (PC).

Nachdem nun eine alternative Solubilisierungsmethode mit hoher Aktivitét entwickelt worden war,
interessierte die Stabilitdit dieser Enzympriparation bei 4°C. Daher wurde die Entwicklung der Ak-
tivitdat im beschriebenen NP40/NaCl-Solubilisat iiber 3 Tage (72 Stunden) bei 4°C verfolgt (Abb.
1.7). Die Enzympriparation zeigt sich hoch stabil: Nach zwei Tagen bei 4°C wurden relativ zum
Ausgangspunkt noch immer 81 % Aktivitit gemessen, nach 3 Tagen noch 78 % Restaktivitit. Und
dies ohne jede Stabilisierung durch exogen zugesetzte Phospholipide. Eine weitere Steigerung der
Aktivitdt des Enzymextraktes lief sich durch Solubilisierung bei einer Proteinkonzentration von
11.55 statt 6.47 pg/pl bei gleichem D/P-Verhiltnis (1.66 nmol/ug) und gleicher Salzkonzentration
(1.2 M NaCl) erzielen. Mit nur 16 ul Solubilisat war bereits nach 10 Minuten ein quantitativer
Umsatz erfolgt. Fiir die experimentellen Details zur Solubilisierung siehe A.2.10.1.

Wie 148t sich nun das obsolet werden einer Lipidstabilisierung durch exogenes PC bei gleichzeitig
wesentlich besserer Enzymstabilitét erkldren? Zwei miteinander vereinbare Moglichkeiten kom-
men in Betracht, die beide (vgl. I11.2.2) auf der hohen NaCl-Konzentration beruhen.

Einmal konnte die Intensivierung hydrophober Wechselwirkungen durch die hohe Ionenstirke da-
zu fiihren, dafl die native Lipidumgebung des Komplexes erst gar nicht abhanden kommt. Denn
obgleich sich PC in vitro giinstig auswirken mag: Die native Lipidzusammensetzung ist sicher-
lich ungleich komplexer und wird die Katalyse wirkungsvoller unterstiitzen. Aufschluf} iiber die
Vielzahl von Parametern, die dabei eine Rolle spielen, gibt eine Veroffentlichung von Jensen
und Schutzbach zur Rekonstitution der «1,3-Mannosyltransferase aus Kaninchenleber (Alg2p-
Homolog) [49]. Der Grad der Aktivierung des Enzyms war bei Rekonstitution in Liposomen
einer einzigen Lipidspezies gleichzeitig von Kopfgruppe und Fettsidurerest abhéngig. Allem An-
schein nach fand eine Enzymstimulierung nur statt, wenn das Lipid bei der gegebenen Testtem-
peratur in der Gelphase war. Beim Ubergang zur fliissig kristallinen Phase verlor das Enzym sei-
ne Aktivitit. Die Phaseniibergangstemperatur eines reinen Lipids hingt sowohl von Kopfgruppe
als auch Fettsdurerest ab. Noch komplizierter gestaltet sich das Verhalten der Enzymaktivitit im
Zweikomponenten-Lipidsystem aus Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylcholin: Obgleich
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Abbildung I.7: Stabilitdt des OST-Extraktes aus NP40/NaCl-Solubilisierung bei 4°C
Solubilisierung: [P] = 6.47 pg/ul; NP40/P = 1.66 nmol/ug; [NaCl] = 1.2 M. OST-Reaktion: 30 ul Solu-
bilisat wurden mit 4000 cpm DolPP[4C]GIcNAcy und 3 mM 14er-Peptid in einem Endvolumen von 50 ul
10 Minuten bei 24°C inkubiert.

beide mit den jeweils geeigneten Fettsdureresten fiir sich die Enzymaktivitdt stark stimulierten
(100 % bzw. 86 %), ergab eine Mischung von 1:1 nurmehr 50 %, von 1:5 nurmehr 35 % Aktivitit.
Ein Erhalt der spezifischen Lipidumgebung aufgrund der hohen Ionenstéirke konnte also durchaus
ein Grund fiir die hohe und stabile Aktivitit sein.

In die gleiche Richtung geht die zweite Moglichkeit: Auch der Zusammenhalt des sonst fest in
der ER-Membran verankerten Komplexes aus 9 (bzw. 8 fiir distinkte OST3/OST6-Komplexe, vgl.
1.1.2.2) Untereinheiten [67] konnte durch die hohe Ionenstirke stabilisiert werden. Denn auch hier
spricht viel dafiir, da3 zumindest auch hydrophobe Wechselwirkungen im Spiel sind. Deletiert
man nidmlich OST4, das Gen fiir die kleinste, praktisch nur aus einer Transmembranhelix beste-
hende Untereinheit, so zerfillt der postulierte aus Stt3p, Ost3p und Ost4p bestehende Subkomplex
(keine Koimmunoprizipitation mehr moglich [51, 61]). Dieser augenscheinliche Verlust an Zu-
sammenhalt der Untereinheiten tritt auch ein, wenn Einzelaminosdureaustausche von hydropho-
ben/neutralen AS zu Lysin in einem 7-AS langen Abschnitt (Teil der postulierten Transmembran-
domiine) erfolgten. Dabei erwiesen sich AS-Austausche, die eine Reduktion der Transferaseaktivi-
tat und Temperatursensitivitit bedingten (wie dies auch fiir ost4A der Fall ist), als komplexdestabi-
lisierend, wohingegen Austausche, die phéanotypisch folgenlos blieben, auch in der Koimmunopra-
zipitation erfolgreich waren [61]. Viel spricht also dafiir, dal Ost4p allein durch Wechselwirkung
seiner Transmembranhelix mit wahrscheinlich Ost3p und Stt3p zur Komplexstabilitit entscheidend
beitridgt. Detergens wiirde nun gerade diese wohl auf hydrophoben Wechselwirkungen beruhenden
Interaktionen schwichen. Hohe Ionenstédrke im Solubilisat konnte dem entgegen wirken.






Kapitel 11

Synthese von Lipid gebundenen
Oligosacchariden in Hefe

II.1 Optimierung der DolPP-GlcNA c,-Synthese

Da DolPP-GlcNAc, zum einen das Standardsubstrat (Minimal-Donorsubstrat) fiir den Oligosac-
charyltransferasetest, andererseits das Akzeptorsubstrat fiir die LLOM;-Synthese bzw. fiir die
Mannosyltransferasetests mit GDP-Man als Donor bis LLOMj darstellt, ist eine effektive bio-
chemische Synthese sowie ein hoher Reinheitsgrad duBerst wichtig. Das erste dabei aktive Enzym
ist die Phosphoglykosyltransferase GPT, kodiert von ALG7, gefolgt von der Glykosyltransferase
GNT, deren Gen bislang unbekannt ist (vgl. Einleitung).

Bei der bisherigen Methode, einen NP40-haltigen Primix aus DolP und UDP-[**C]GIcNAc mit
Rohmembranen aus WT-Zellen umzusetzen, fiel neben dem Produkt auch immer noch unprozes-
siertes DolPP-GIcNAc; sowie ein als Intermediat der GPI-Ankersynthese eingestuftes Nebenpro-
dukt an. Beispielsweise schwankte das Verhiltnis der erwédhnten Intermediate im Stamm W303a/«
(dieser wies aus vier getesteten Wildtyp-Stimmen den hochsten Anteil an DolPP-GlcNAc, auf)
zwischen 42 und 46 % DolPP-GIcNAc,, 9 und 22 % DolPP-GIcNAc; sowie 49 und 32 % GPI-
Ankerlipid.

II.1.1 Kinetik der Reaktionen im NP40-Solubilisat und Verwendung des
gpil-1-Stamms

Um die beschriebenen Nebenprodukte zu Gunsten von DolPP-GIcNAc, zuriickzudringen, wur-
de zunidchst ein Versuch unternommen, die gewiinschten Enzymaktivitéiten iiber Solubilisierung
spezifisch anzureichern. Natriumdesoxycholat erwies sich als ungeeignet, mit NP40 konnten posi-
tive Resultate erzielt werden. Insbesondere war die Menge des GPI-Ankerlipids deutlich reduziert,
wenn darauf geachtet wurde, nur das klare Solubilisat ohne die iiber dem Pellet befindliche ,,Gel-
phase* abzunehmen und in der Reaktion zu verwenden.

Zur Ermittlung des optimalen Zeitfensters wurden zwei Kinetiken mit NP40-Solubilisat durch-
gefiihrt. Die erste war bei NP40/P = 0.26, die zweite bei NP40/P = 0.44 nmol/pg durchgefiihrt
worden (siche Abb. II.1).

Aus beiden Kinetiken wird deutlich, dafl zwar bis 80 bzw. 60 Minuten der DolPP-GIcNAc-Anteil
noch stetig abnimmt, was ja gewollt wire, allerdings ab etwa 40 Minuten bereits der DolPP-
GlcNAc,-Anteil zu sinken beginnt. Dies konnte auf einer Hydrolyse des Produkts durch die von
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Abbildung II.1: Kinetik DolPP-GlcNAc,-Bildung, jeweils bei 0.025 ;Ci UDP-[**C]GlcNAc und
3.5 pg DolP je Reaktion: Oben: NP40/Protein = 0.26 nmol/ug unten: NP40/Protein = 0.44
nmol/ug

Belard et al. [5] beschriebene Oligosaccharid-PP-Dol-spezifische Pyrophosphatase beruhen (vgl.
I1.4.2), deren Aktivitit natiirlich besonders dann ins Gewicht fillt, wenn die Syntheserate nach-
zulassen beginnt. Ferner kann auch eine Ubertragung des GIcNAc,-Restes auf endogene Proteine
durch im Solubilisat vorhandene OST-Aktivitét nicht vollig ausgeschlossen werden. Doch meinen
Erfahrungen zufolge findet dies in nur sehr geringem Umfang statt.

Andererseits nimmt in beiden Experimenten die Menge des GPI-Ankerlipids bis 60 Minuten zu.
Der wesentlich hohere Anteil an GPI-Ankerlipid bei NP40/P = 0.44 nmol/ug (untere Abb.) hat
nichts mit der hoheren Detergenskonzentration zu tun. Vielmehr wurde noch nicht geniigend dar-
auf geachtet, die Gel-Phase zwischen fliissigem, klaren Solubilisat und festem Pellet zu meiden.
Hier scheint die entsprechende Transferase besonders konzentriert zu sein.

Was die Kinetiken klar unterscheidet, ist die niedrigere Ausgangsmenge an DolPP-GIcNAc; im
unteren Bild, die durchaus auf dem hdoheren NP40/Protein-Verhiltnis beruhen konnte. Das verant-
wortliche Enzym, Alg7p, ist detergenssensitiv. Die Aktivitit ist aber noch vollig ausreichend, um
bei weniger DolPP-GIcNAc; -Hintergrund zur Zeit 40 Minuten sogar noch mehr DolPP-GIcNAc,
zu erhalten als bei der geringeren Detergenskonzentration (obere Abb.), was auch mit einer effek-
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tiveren Solubilisierung der GNT bei hoherer Detergensmenge zusammenhéngen konnte.

In der Abbildung oben sind noch fiir die Zeit 40 Minuten die cpm der jeweiligen Produkte fiir
die doppelte Menge radioaktiven Zuckernukleotids, also 0.05 pCi, aufgetragen. Erkennbar wird,
daf sich vor allem das Verhiltnis DolPP-GIcNAcsy zu DolPP-GIcNAc; deutlich vergroBert, aber
auch die Absolutmenge an DolPP-GlcNAc,.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten:

Bei etwa 40 min Inkubationszeit ist die maximale Menge an DolPP-GlcNAc, entstanden, die dann
im Zeitverlauf wieder sinkt. Dagegen steigt die Menge des einen unerwiinschten Nebenprodukts,
des GPI-Ankerlipids, noch weiter an.

Durch Einsatz der doppelten Menge radioaktiven Zuckernukleotids wird nicht nur die Absolut-
menge an Endprodukt, sondern auch das Verhiltnis DolPP-GIcNAc, zu DolPP-GIcNAc; giinstig
beeinfluf3t.

Eine hohere Detergensmenge (Abb. II.1 unten) fiihrt zu einer geringeren Aktivitdt der ersten Trans-
ferase, GPT, und damit zu weniger ungewolltem DolPP-GIcNAc, dabei aber sogar zu einer hohe-
ren Ausbeute an DolPP-GIcNAc,, dem gewiinschten Produkt.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in den folgenden Experimenten die Inkubationszeit auf etwa
40 Minuten beschrinkt sowie 0.05 ©Ci UDP-GIcNAc in die Reaktionen eingesetzt. Dariiber hin-
aus wurde die Detergensmenge systematisch optimiert (vgl. I1.1.2).

Verringerung der DolPP-GlcNAc;-Menge iiber ,,Chase* mit kaltem UDP-GIcNAc Ziel war
es, durch spites Zusetzen von kaltem UDP-GIcNAc eine Verlidngerung der vorhandenen DolPP-
[*“C]GIcNAc; -Fraktion zu DolPP-[**C]GIcNAc, zu erreichen, ohne jedoch wesentliche Mengen
an kaltem DolPP-GIcNAc; /; zu produzieren und damit die spezifische Radioaktivitit zu senken.
Optimale Ergebnisse wurden bei einer Inkubation von 35 Minuten bei 24°C und einem sich an-
schlieBenden ,,Chase* mit 83 uM UDP-GIcNAcy,;; iiber weitere 10 Minuten erreicht (Gesamtin-
kubationszeit 45 Minuten).

Vermeidung des GPI-Anker-Nebenprodukts durch Einsatz des gpil-8-Stamms Der erste
Schritt in der GPI-Ankersynthese ist die Bildung von N-Acetylglucosaminyl-Phosphatidylinositol.
Dieser Schritt fithrt zum dann in Abb. II.1 detektierten, unerwiinschten Nebenprodukt.

Um dies zu verhindern, wurde auf eine Hefemutante mit einem Defekt in diesem Schritt der GPI-
Ankersynthese zuriickgegriffen, ndmlich gpi/-8 [80-82]. Dieser Stamm ist konditional letal und
wichst auch bei der permissiven Temperatur von 25°C duflerst langsam. Auch ohne Induktion bei
hoheren Temperaturen weist das NP40-Solubilisat aus Membranen dieses Stamms keine in vitro-
Aktivitdt mehr hinsichtlich des unerwiinschten GPI-Anker Intermediates auf.

Alle weiteren Synthesen von DolPP-GlcNAc,; wurden deshalb mit Solubilisat aus Membranen
dieses Stamms durchgefiihrt.

I1.1.2 Ermittlung des optimalen Detergens/Protein-Verhéltnisses

Um nun einerseits die Ausbeute noch weiter zu steigern, andererseits das Verhéltnis DolPP-GIcNAcy/
DolPP-GIcNAc; zu verbessern (vgl. Abb. II.1 oben — NP40/P = 0.26 — mit unten — NP40/P = 0.44
nmol/pg), wurde systematisch das Detergens zu Protein-Verhiltnis gesteigert:
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Angefangen von NP40/P = 0.99 nmol/ug bis NP40/P = 2.9 nmol/ug. Die Inkubationszeit belief
sich auf 45 Minuten, allerdings wurde hier kein ,,Chase* mit kaltem UDP-GlcNAc durchgefiihrt.
Zunichst sollte der Umsatz radioaktiven Zuckernukleotids optimiert werden, unbeeinflulit vom
schwer abschitzbaren Einbau kalten Substrats. In Abb. I1.2 sind nun die Ergebnisse dargestellt:

[ ] DolPPGIcNAc1/2
Il DolPPGIcNACc2

Prozent DolPPGIcNAC2 [ ] DolPPGIcNACc1
6000 57,9% 87,6% 93,3% 96.8%.
5000 .................................................
4000 -, | | |
E 3000
o
ke
2000
1000 4 I
N [ - =
123 A2 23 2%
A A [ AN
Q,QQ Z7<5’ 2‘9‘9 <o

Abbildung II.2: Solubilisierung und Substratgewinnung: Optimierung des NP40/Protein-
Verhiltnisses zur DolPP-GIcNAc,-Synthese

0.05 uCi UDP-["*C]GIcNAc sowie 3.5 g DolP je Reaktion. Inkubation 45 Minuten bei 24°C. Lower phase-
Extrakte, Diinnschicht Silica G60, Laufmitte]l C/M/H 65:25:4; Quantifizierung iiber Proportionalzihler. D/P
= NP40/Protein [nmol/ug]

Nicht nur die Ausbeute an DolPP-GIcNAc, lie3 sich so um mindestens das Vierfache steigern (D/P
= 0.99 verglichen mit D/P = 2.9 nmol/ug), gleichzeitig ging der Anteil DolPP-GIcNAc; von 42 %
bei D/P = 0.99 auf 3 % fiir D/P = 2.9 nmol/ug zuriick.

Eine analoge Detergensabhiingigkeit wurde noch fiir eine Inkubationszeit von 21 Minuten durch-
gefiihrt (nicht gezeigt). Hier war die Ausbeute von DolPP-GlcNAcs beim hochsten D/P-Verhiltnis
von 2.9 bereits wieder geringfiigig schlechter als bei 1.98 nmol/ug.

Grund fiir diesen iiberraschend positiven Effekt einer gesteigerten Detergensmenge ist sicher ein-
mal eine vollstindigere Solubilisierung der beiden Transferasen, zum anderen aber der schon bei
Vergleich der Abb. I1.1 oben mit I1.1 unten erkennbare Inaktivierungseftekt hoherer NP40-Mengen
auf die Katalyse des ersten Enzyms (Alg7p = GPT). Die Reaktion zu DolPP-GlcNAc; wird da-
durch zum Nadelohr der Reaktionsfolge, so daf praktisch sdmtliches entstehende DolPP-GlcNAc,
sofort von der GNT (die hohe NP40-Mengen gut vertrigt, siche 11.3) zum Endprodukt prozessiert
wird.

Bei der hochsten Detergensmenge schlieSlich wird die limitierende erste Reaktion so langsam,
daf erst bei 45 Minuten Inkubationszeit das in Abb. I1.2 gezeigte Optimum an Ausbeute erreicht
wird. Denn in dem unter gleichen Reaktionsbedingungen durchgefiihrten Experiment von nur 21
Minuten Inkubation lag die optimale Detergensmenge bei D/P = 1.98 nmol/ug — bei D/P = 2.9
nmol/ug war die Zeit fiir das Alg7p demnach wohl zu kurz, um bei diesen schon stark inhibierend
wirkenden Bedingungen vergleichbar viel DolPP-GIcNAc; zu synthetisieren.
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Aufgrund der zuletzt erwihnten Beobachtung wurde fiir das nunmehr standardisierte Protokoll
zur DolPP-GlcNAc,-Synthese aus gpil-8-Solubilisat (siche A.2.10.4) ein etwas niedrigeres D/P-
Verhiltnis von 2.5 nmol/ug gewihlt. Eine Reaktionszeit von 35 Minuten bei 24°C wird um einen
Chase mit 83 M kaltem UDP-GIcNAc von 10 Minuten auf insgesamt 45 Minuten verldngert. Von
der eingesetzten Radioaktivitit finden sich nach dieser Methode etwa 55 % in DolPP-GIcNAc,
wieder — mit DolPP-GIcNAc,-Mengen, die an der Nachweisgrenze liegen.

I1.2 Entwicklung einer Methode zur selektiven und praparati-
ven Dol-PP-GlcNAc;-Synthese

Da bisher (auch in Hefe) das Gen fiir die GlcNAc-Transferase GNT, welche die Reaktion DolPP-
GlcNAc, + UDP-GIcNAc — DolPP-GlcNAcs + UDP katalysiert, noch nicht bekannt ist, bestand
die Absicht, das Protein zu reinigen, anzusequenzieren und so Zugang zur Klonierung des ent-
sprechende Gens zu bekommen. Voraussetzung dafiir war aber ein effektives Testsystem mit dem
spezifischen Akzeptorsubstrat DolPP-GIcNAc;. Dieses Substrat war auch notig, um Fibroblasten
aus CDG-Patienten spezifisch auf die Aktivitit der zweiten Transferase (GNT) hin zu testen.

In Membranen wie auch im NP40-Solubilisierungssystem (siehe oben) war eine effektive Gewin-
nung von DolPP-GlcNAc; nicht mdglich: Bei niedrigen NP40-Konzentrationen und kurzen Inku-
bationszeiten war zwar DolPP-GlcNAc; gegeniiber DolPP-GIcNAc, auf ca. 1 3/4 angereichert,
jedoch bei dulerst niedrigen Gesamtausbeuten. Auch der Versuch, durch Reduzierung der Magne-
siumkonzentration, des fiir beide Reaktionen notigen Kofaktors, eventuell die zweite Transferase
stirker zu treffen, schlug fehl.

I1.2.1 Inhibition der GlcNAc-Transferase (GNT) durch UDP

Untersuchungen von Sharma et al. [109] zufolge ist der Transfer des zweiten GIcNAc-Restes be-
sonders stark durch UDP zu hemmen, das ja entsprechend der Reaktion UDP-GIcNAc + Dol-
PP-GIcNAcy — Dol-PP-GlcNAcs + UDP frei wird. 0.1 mM UDP hatte bei diesem Enzym eine
Inhibition von 62 % zur Folge.

Die GIcNAcP-Transferase hingegen (Alg7p/GPT), die die Reaktion UDP-GIcNAc + DolP =
DolPP-GlcNAc; + UMP katalysiert, ist diesen Untersuchungen zufolge bei 1 mM UDP zu nur
45 % zu hemmen, also etwa um den Faktor 14 weniger sensitiv gegeniiber UDP. Das sollte zur
spezifischen Hemmung des zweiten Enzyms genutzt werden.

Getestet wurden unter Verwendung von NP40-Solubilisat 20, 5 und 2.5 mM UDP in einer 15
Minuten-Inkubation. Eine 5 Minuten-Reaktion ohne UDP diente als Bezugswert. Unter diesen
Bedingungen (NP40/P = 1.66 und Inkubationszeit 5 Minuten) war in den oben angesprochenen
Vorversuchen noch immer der hochste Anteil an DolPP-GlcNAc; zu erzielen gewesen.

In Abb. I1.3 sind Kontrolle, die 20 mM und die 2.5 mM UDP-Inkubation zu sehen. In der Kon-
trollreaktion sind nach 5 Minuten 794 cpm DolPP-GIcNAc; entstanden (oben, Peak 2), was knapp
60 % entspricht. Unter UDP-Zugabe wird die erste Transferase (GPT) unerwartet stark inhibiert,
wihrend die Aktivitét der zweiten Transferase weniger als erwartet durch UDP beeinfluft wird. Bei
20 mM UDRP tritt zwar praktisch kein DolPP-GIcNAc, mehr auf, das gebildete DolPP-GIcNAc,
(Mitte) aber ist mit 14 cpm nahe an der Detektionsgrenze. Verringert man nun die Konzentra-
tion an UDP, verschiebt sich der Anteil DolPP-GlcNAc; schneller zum Schlechteren, als sich
die Gesamtmenge steigert. Bereits bei 5 mM UDP (nicht dargestellt) treten wieder knapp 30 %



42 IT Synthese von Lipid gebundenen Oligosacchariden in Hefe

Xontrolle, 3° Abgel. Zeit :01100:00

1719 Caataatti

[cts] 2

[em]

Abbildung II.3: Versuch der gezielten Hemmung der zweiten GIcNAc-Transferase durch UDP
Der Peak zwischen 4 und 5 cm entspricht DolPP-GIcNAc», der Peak zwischen 6 und 7 cm DolPP-GlcNAc; .
Oben: Kontrollreaktion ohne UDP, 5 Minuten Inkubation 24°C; Mitte: 20 mM UDP, 15 Minuten Inkubation
24°C; unten: 2.5 mM UDP, 15 Minuten Inkubation 24°C. Je Reaktion 0.05 uCi UDP-[**C]GIcNAc, 3.5 ue
DolP und 60 pl Solubilisat bei 18 mM MgCl; im Endvolumen. ,,Lower phase‘-Extrakte, Diinnschicht Silica
G60, Laufmitte]l C/M/H 65:25:4; Auswertung iiber Proportionalzihlrohr, jew. 1 h gezihlt. Solubilisierung:
NP40/Protein = 1.66 [nmol/ug]

DolPP-GIcNAc, auf, bei 2.5 mM bereits knapp 40 % (unten, Peak 1), obgleich sich die Menge
an DolPP-GIcNAc; mit 39 bzw. 48 cpm (unten, Peak 2) nur unwesentlich vergroBlert. Damit kam
diese Strategie zur Erzeugung von DolPP-GIcNAc; nicht in Betracht.

I1.2.2 Synthese von Dol-PP-GlcNAc; iiber DHPC/Hochsalz-Solubilisierung

Da sich aus Abb. II.1 und II.2 bereits eine relativ starke Detergenssensitivitdt des Alg7p ableiten
1aBt, dabei mit weniger Detergens zwar der Anteil an DolPP-GIcNAc; zunahm, die Gesamtaus-
beute aber zuriickging, wurde nach neuen Wegen gesucht. Die Idee war, ein moglichst lipiddhnli-
ches Detergens zu finden, das wesentlich schonender zu einer effektiven Solubilisierung der ersten
Transferase fiihrte. In einem Review berichtet H. Hauser iiber kurzkettige Diacylphosphatidylcho-
line als potentielle Detergenzien [30]. Im Gegensatz zu den langkettigen Varianten, die ja die typi-
schen Phospholipide von Biomembranen stellen und — dispergiert in Wasser — priferentiell Bilayer
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bilden, ist die bevorzugte Phase der kurzkettigen Phosphatidylcholine (PC) die mizellare. Die so-
lubilisierende Wirkung in Hinsicht auf Membranproteine scheint in erster Linie auf Interaktion mit
der Lipiddoppelschicht von Biomembranen zu beruhen. Die Solubilisierungskurven fiir verschie-
dene Proteine zeigten sich unabhingig von der Proteinkonzentration, waren jedoch abhéngig von
der jeweiligen Lipidmenge. So wiirde die native Lipidumgebung der Membranproteine erhalten,
es entstiinden gemischte Mizellen aus integralem Membranprotein, intrinsischen Membranlipiden
sowie kurzkettigem PC.

Kessi et al. [59] hatten bereits erfolgreich Diheptanoylphosphatidylcholin (DHPC) eingesetzt, um
verschiedene Membranproteine zu solubilisieren. Die Detergens zu Protein-Verhiltnisse betrugen
dabei zwischen 1 und 6 nmol/ug in Gegenwart von 150 mM NacCl. In einem Fall (Erythrocyten-
Membranen) stieg die Ausbeute an solubilisiertem Protein wesentlich unter Hochsalzbedingungen
(800 mM). Eine hohe Salzkonzentration wirkt sich in zweierlei Hinsicht aus: Einerseits wird die
kritische mizellare Konzentration gesenkt, die fiir DHPC bei 1.4 mM liegt [30, 59]. Andererseits
war gezeigt worden, dal hohe Ionenstdrke zur Dissoziation des Cytoskeletts aus Erythrocyten-
membranen fiihrt [6]. Allgemein jedenfalls werden ionische Wechselwirkungen gebrochen, die
moglicherweise auch ER-Membranproteine wie die hier zu solubilisierende GlcNAc-Transferase
derart an Strukturelementen verankern, daf3 eine Solubilisierung bei niedrigen Detergenskonzen-
trationen nicht oder nur unzureichend gelingt.

Infolgedessen wurde eine Solubilisierungsreihe gestartet, in der systematisch einerseits das
DHPC/Protein-Verhiltnis, ausgehend von 5.9, bis auf 0.4 gesenkt, andererseits die Salzkonzen-
tration, ausgehend von 150 mM, bis auf 1.5 M gesteigert wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle
II.1 zusammengefalt.

Die Art der Mizellen, die bei der Solubilisierung mit DHPC entstehen, hingt vom Phasenzu-
stand der Membranlipide ab. Kleine, unilamellare Vesikel entstehen beim Mischen von Lipiden
in der Gelphase (d. h. auf Eis oder unterhalb der Raumtemperatur), gro3ere unilamellare Vesi-
kel, die oft noch Reste multilamellarer Strukturen aufweisen, beim Mischen mit Lipiden in der
fliissig-kristallinen Phase, d. h. oberhalb der Raumtemperatur [30]. Daher wurde fiir den Wert
DHPC/Protein = 1.5 und [NaCl] = 0.5 M eine Solubilisierung mit zweimal 5 Minuten bei 23°C
und leichtem Schiitteln im Eppendorfinkubator versucht. Die restliche Zeit wurde auf Eis inkubiert
(20 Minuten gesamt). Im Unterschied zur in der Tabelle vermerkten Solubilisierung ausschlieSlich
auf Eis war keine Aktivitidt nachweisbar, dieser Ansatz daher nicht weiter verfolgt worden.

Aus diesen Experimenten lassen sich folgende Tendenzen ablesen:

1. Bei zunehmender Salzkonzentration nimmt die Aktivitit der Alg7-Transferase zu.

2. Bei zunehmender Salzkonzentration nimmt die Aktivitit der zweiten GlcNAc-Transferase,
d. h. der Anteil DolPP-GlcNAc,, ab.

3. Mit abnehmendem DHPC/Protein-Verhiltnis nimmt die Aktivitit des ersten Enzyms (Alg7p)

zu. Hinsichtlich des zweiten Enzyms ist das Bild uneinheitlich (vgl. prozentualen Anteil
DolPP-GIcNAc,).

Hohe Salzkonzentrationen kommen also der GIcNAcP-Transferase (GPT) entgegen, scheinen da-
gegen der GlcNAc-Transferase (GNT) abtrédglich zu sein. Andererseits zeigt sich die GPT auch
gegeniiber DHPC detergenssensitiv. Die Hochsalzbedingungen modgen nun einerseits dazu fiih-
ren, bei geringen Detergenskonzentrationen noch eine effektive Solubilisierung zu ermoglichen
(Senkung der CMC, Brechen ionischer Wechselwirkungen mit Geriistelementen), andererseits das
Enzym im solubilisierten Zustand zu stabilisieren. In Medien hoher Ionenstérke ist bekannterma-
Ben die hydrophobe Wechselwirkung stark. Einerseits mag dies zur Aufrechterhaltung der nativen
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Lipidumgebung beitragen, die gerade bei diesem Enzym sehr wichtig erscheint. Nach den bisheri-
gen Erkenntnissen weist das homologe Hamster-Enzym 10 Membranspannen auf und kann durch
Phosphatidylglycerol stabilisiert werden [14, 15]. Fiir das Hefeenzym wurde von Palamarczyk et
al. ein effektiver Schutz gegen NP40-Inaktivierung durch Dolicholphosphat (C14g) (88 % Restak-
tivitdt gegeniiber 3 % ohne DolP), dem Lipidsubstrat also, gezeigt [91].

Andererseits zeigen Lehrman et al. [15] eine Oligomerisierung des Hamsterenzyms, mit funk-
tionellen Konsequenzen: In COS-6 Zellen wird bei gleichzeitig neben dem nativen Gen stattfin-
dender stabiler Expression einer im cytosolischen, katalytisch wichtigen, Loop mutierten Variante
(Arg303Lys), die keine Aktivitit, jedoch stabile Expression und Faltung aufweist, die endogene
Wildtypaktivitit inhibiert.

Und weiter schildern Sharma et al. fiir das solubilisierte Hefeenzym eine starke Sensitivitét hin-
sichtlich Verdiinnung. Eine 1:4-Verdiinnung zog einen Aktivititsverlust von 65 % nach sich [109].
Dies wiirde gut ins Bild einer Oligomerenbildung auch fiir das Hefeenzym passen — unter Deter-
genseinwirkung und gleichzeitiger Verdiinnung kiime es zur Monomerisierung und damit zum Ak-
tivitdtsverlust. Nun konnte eine Dimerisierung oder Oligomerisierung eines 10-Membranspannen-
Enzyms sehr wohl auf hydrophoben Wechselwirkungen der Transmembranspannen-Helices beru-
hen und wiederum in Medien hoher Ionenstirke stabilisiert werden. Mithin ein weiterer moglicher
Grund fiir die hohere Aktivitit bei hohen Salzkonzentrationen.

Bemerkenswert ist weiter, da3 zwischen Salz und Salz ein bedeutender Unterschied besteht: Mit
0.5 M KCI konnte — im Gegensatz zu 0.5 M NaCl — keine Enzymaktivitit erzielt werden. Da
parallel fiir alle Solubilisierungsversuche in Tab. II.1 auch die OST-Aktivitdt untersucht wurde,
war der gleiche Effekt auch hier zu bestidtigen: Mit Standardhexapeptid (4 mM) sowie DolPP-
[1“C]GIcNAc, als Minimalsubstrat (4000 cpm) und 10 Minuten Reaktion konnten bei D/P = 1.5
und 0.5 M NaCl 270 cpm Glykopeptid, bei 0.5 M KCI hingegen praktisch kein Umsatz erzielt
werden. Doch ist bei einer Nikkol-Solubilisierung Knauer zufolge (und eigene Ergebnisse) 0.5 M
KCl erfolgreich [65]. Eine Nikkol-Solubilisierung bei gleichem D/P-Verhiltnis (3.1 nmol/ug) und
1 M NaCl allerdings lieferte nur bescheidene 540 cpm bei 10 Minuten Reaktion und Bedingungen
wie oben (eigene Ergebnisse). Dall hier nicht die hohere Salzkonzentration an sich Ursache war,
belegt das parallel mit NP40 (D/P = 1.66) und 1.2 M NaCl durchgefiihrte Experiment: Mit 1600
cpm etwa drei mal so viel Aktivitit (fiir weitere Daten zur OST, siehe 1.2).

Ein Solubilisat der OST mit NP40/KClI hingegen war wieder von niedriger Enzymaktivitit (25 %
Aktivitét solubilisiert im Vergleich zu 65 % mit Nikkol unter sonst gleichen Bedingungen [64]).
Das heil3t, abhidngig vom eingesetzten Detergens scheint die Groe oder Ladungsdichte des vor-
handenen Alkali-Ions von entscheidender Bedeutung zu sein. Interessant fiir die DHPC-Solubilisie-
rung wire deshalb die Fortfiihrung der Experimente mit dem néchst kleineren Alkali-Ion, also dem
Einsatz von LiCl statt NaCl. Entsprechende Experimente fanden noch nicht statt.

Die oben erwihnte Nikkol-Solubilisierung erwies sich fiir die DolPP-GIcNAc,-Synthese als vol-
lig ungeeignet: Produkt war ausschlieBlich DolPP-GlcNAc; in geringster Ausbeute (5 cpm). Auch
die beschriebene NP40-Solubilisierung — effektiv fiir die OST — war, wie zu erwarten, ungeeignet:
lediglich 52 % DolPP-GIcNAc; bei nur 35 cpm. Ergiinzend sei hier angemerkt, daf3 die Ausbeu-
te bei Analyse von Diinnschichtchromatogrammen mit dem Proportionalzihlrohr hinsichtlich *C
nur 5-9 % betragt und iiber 1 Stunde integriert wurde.



Tabelle II.1: Solubilisierungseffizienz in Abhéingigkeit vom DHPC zu Protein-Verhiltnis sowie der Salz-Konzentration.

Die Solubilisierungen erfolgten jeweils bei [P] = 6.47 ug/ul; je Reaktion (67.2 pl Endvol.) wurde Solubilisat aus 324 ug Membranprotein eingesetzt, 0.05
pCi UDP-[*C]GIcNAc sowie 0.052 pg/pl DolP. Fett gedruckt sind die Werte aus der dann durchgefiihrten priparativen DolPP-GIcNAc ;-Synthese (Aqui-
valent einer Einzelreaktion analysiert). Hier kamen allerdings 0.078 ug/ul DolP zum Einsatz.

Das Abstoppen der Reaktionen, die Aufarbeitung sowie die Diinnschichtchromatographie erfolgten wie unter A.2.11.2 beschrieben. Die DolPP-
[1%C]GlcNAc; -Fraktion wurde iiber ein Proportionalzédhlrohr quantifiziert. Neben DolPP-GIcNAc entstand nur noch DolPP-GlcNAcy, vgl. Prozentangabe.

DHPC/Protein [nmol/zzg] || 5.9 | 2 [ 156 |15] 1 0.7 | 05 ] 045 | 04 | 04
Salz [M] Reaktionszeit [min] 10 [10] 10 |30 | 30 | 30 | 30 | 45 | 30 | 60
KC105 | DolPP-GlcNAc, — L7 0
[cpm] 0
NaCl 0.15 | DolPP-GlcNAc, — 21| O 0
[cpm] 0 0
% [ O0]0] 0 ]85]51
NaCl 0.5 | DolPP-GlcNA
¢ © R Tepml [0 [0 0 |11 ] 17
[%] 791 65 | 71 | 81
NaCl0.8 | DolPP-GlcNA
aCl0.8 | DolPP-GleNAe, —r o, 25 | 95 | 410 | 685
[%] 81 | 77
NaCl 1.0 | DolPP-GlcNA
a © AT T epm] 158 | 581
[%] 38 32 87
NaCl 1.2 | DolPP-GleNA
¢ © A T eom] 251 015 1039
[%] 2 | 87 100
NaCl 1.5 | DolPP-GIcNA
aClL5 | DolPP-GleNAer — oy 1105 | 1280 1001
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Die préparative Synthese von DolPP-GlcNAc; wurde daher bei DHPC/P = 0.45 und 1.5 M NaCl
sowie unter Einsatz der 1.5-fache Menge an DolP (0.078 pg/ul) durchgefiihrt. Fiir die experimen-
tellen Details siehe A.2.10.3. Die Analyse eines einer Einzelreaktion entsprechenden Aliquots ist
in Abb. I1.4 gezeigt.

Spur: DPPGlcNAcL~Prod Abgel. Zeit :01:00:00
Geglaett:0
.3
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Abbildung 11.4: Priparative DolPP-GlcNAc; -Produktion

45 Minuten Inkubation 24°C; 17.2 i Primix (0.05 Ci UDP-[*C]GIcNAc sowie 5.25 g DolP je Reaktion)
wurden mit 50 ul Solubilisat zur Reaktion gebracht (fiir Einzelinkubation — tatséchlich 5x Inkubationen).
Analyse eines Lower phase-Volumens entsprechend einer Einzelinkubation: Diinnschicht Silica G60, Lauf-
mittel C/M/H 65:25:4; Auswertung iiber Proportionalzihlrohr, 1 h gezéhlt. Solubilisierung: DHPC/Protein
= 0.45 [nmol/ug], [NaCl] = 1.5 M, [P] = 6.48 ug/ul;

Der Peak 3 (zwischen 8 und 10 cm) stellt DolPP-GlcNAc, dar, der Peak 2 (zwischen 5 und 6.5 cm)
DolPP-GIcNAc,. Die Gesamtausbeute betrug etwa 15.5 % der in Form von UDP-[**C]GIcNAc
eingesetzten Radioaktivitiit. Aus Tabelle 1.1 148t sich eine Einordnung in die zuvor durchgefiihrten
Optimierungsexperimente vornehmen. Folgendes ist anzumerken:

e Die Steigerung der DolP-Menge auf das 1.5-fache der sonst iiblichen Konzentration, also
von 0.052 auf 0.078 pg/ul, brachte praktisch keine Verbesserung. Fiir kiinftige praparative
Synthesen sollte daher zur geringeren Konzentration zuriickgekehrt werden.

e Die bei DHPC/Protein = 0.45 nmol/ug und 1.5 M NaCl geringfiigig hohere Ausbeute an
DolPP-GIcNAc; ist im Vergleich zur 60 Minuten-Inkubation bei gleicher Salzkonzentration
und DHPC/Protein = 0.4 nmol/ug mit geringerer Reinheit (86.6 versus 100 %) verbunden.
Kiinftige priparative Synthesen sollten daher besser bei DHPC/Protein = 0.4 und 1.5 M NaCl
durchgefiihrt werden.

e Die 60 Minuten-Inkubation bei D/P = 0.4 nmol/ug und 1.5 M NaCl war wahrscheinlich zu
lang. Moglicherweise erfolgte gar schon ein Riickgang der Ausbeute aufgrund von Pyro-
phosphataseaktivtit (vgl. Abb. II.1). Dafiir spricht auch der Wert (in cpm) bei D/P = 0.4,
1.2 M NaCl und 30 Minuten: Bei allen Experimenten hatte eine hohere Salzkonzentration
bei gleichem D/P-Verhiltnis eine deutliche Steigerung der Ausbeute zur Folge. Auch die-
ser Aspekt legt die Durchfiihrung kiinftiger praparativer Synthesen unter jenen Parametern,
allerdings tiber nur 40-45 statt 60 Minuten, nahe.
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II.3 Optimierung der Solubilisierung der UDP-GIcNAc:
GlcNAc;-PP-Dol GlcNAc-Transferase-Aktivitat (GNT)
sowie Charakterisierung des Enzyms

Aus Abb. II.1 und II.2 wurde klar, daf} mit steigendem NP40/Protein-Verhiltnis die Aktivitét der
GNT immer noch zunahm. Fiir die DolPP-GlcNAc,-Synthese konnte die Detergensmenge nicht
tiber D/P = 2.5 nmol/ug erhoht werden, um noch eine Mindestaktivitdt der ersten Transferase
(GPT) zu bewahren. Um jedoch nun allein die Aktivitidt der zweiten Transferase zu maximieren,
war eine weitere Steigerung des NP40/Protein-Verhiltnisses moglich. Eine Solubilisierung bei D/P
= 3.83 nmol/pug und [P] = 6.5 ug/ul sowie einem pH von 6.6 wies, wie im folgenden zu sehen sein
wird, hervorragende Aktivitéit und Stabilitéit auf.

I1.3.1 Proteinabhingigkeit

Der Proteingehalt von Solubilisat, das wie oben bzw. unter A.2.10.5 beschrieben gewonnen wor-
den war, wurde unter Anwendung des Pierce-Bradford-Reagens (vgl. A.2.4) und Korrektur von
Detergenseinfliissen als 4.7 pg/pul bestimmt. Von 18.1 pg (3.85 pul Solubilisat) bis 91.65 ug (19.5
ul) Protein auf jew. 60 pl Reaktionsvolumen wurde nun bei jeweils 10 Minuten Inkubationszeit
die Proteinabhéngigkeit der Reaktion untersucht.

Bei Auftrag des Umsatzes pro 10 min Inkubationszeit in % (100 % = vollstindiger Umsatz des
eingesetzten Substrats zum Produkt) gegen die Proteinkonzentration ergibt sich in Abb. IL.5 eine
sigmoidale Kurve. Der sigmoidale (Boltzman) Fit ist gestrichelt dargestellt. Damit hingt die Reak-
tionsgeschwindigkeit nicht linear von der Proteinkonzentration ab. Vielmehr steigt die Anderung
der Reaktionsgeschwindigkeit Av bis etwa 0.3 pg/ul an. Von 0.3 bis etwa 0.7 pg/ul ist Av dann
konstant und nimmt anschliefend wieder ab.

Der nicht lineare Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit bei niedrigen Proteinkonzentrationen konn-
te fiir eine Di- oder Oligomerisierung der Transferase und Kooperativitit sprechen. Oder einen
stimulierenden Faktor, der erst bei groflerer Solubilisatmenge in ausreichender Konzentration vor-
liegt, um maximal wirksam zu werden.

Der nicht lineare Bereich ab etwa 0.7 ug/ul dagegen — Av nimmt wieder ab — ist sicher auf man-
gelndes Substrat zuriickzufiihren. Bei 0.46 pg/pul werden bereits 50 % des Substrats innerhalb der
Reaktionszeit (10 min) umgesetzt, am Ende des linearen Bereichs (0.7 pug/ul) gar tiber 80 %, so
daB dadurch die beobachtete Kooperativitit eher noch unterschitzt werden konnte.

Da diese GIcNAc-Transferase eine der wenigen ER-lokalisierten Glykosyltransferasen darstellt,
deren Gene noch vollig unbekannt sind, ist ohne weitergehende umfangreichere Untersuchungen
keine sichere Erkldrung dieses Phinomens moglich.

I1.3.2 Stabilitit

Fiir eine eventuelle Reinigung der GNT war die Stabilitit des solubilisierten Enzyms bei 4°C von
duBerster Wichtigkeit. Dementsprechend wurde die Transferaseaktivitiit iiber drei Tage hinweg
getestet, beginnend mit Tag Null. In Abb. I1.6 ist die Aktivitit in % gegen die Aufbewahrungsdauer
bei 4°C aufgetragen.

Im Laufe des ersten Tages war praktisch kein Aktivititsabfall zu beobachten. Am Tag 2 waren
noch immer 97.9 %, am Tag 3 86.2 % Aktivitit zu messen. Sehr gute Voraussetzungen also, um
eine Reinigung des Enzyms in Angriff zu nehmen.



48 IT Synthese von Lipid gebundenen Oligosacchariden in Hefe

100 - e

. N/
' pEsaesceal iR i
c 60 l’
€ ]
o ]
N
w 40
(7]
e
-)
,/’I
TTrTTvTNvaay Ty TTyTag LR EE] LB BB EREREIJ TTrTvTTanyd TrrsvTraTaeyd llllllllll
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Proteinkonzentration [ug/pl]

Abbildung IL.5: Proteinabhingigkeit der GlcNAc-Transferasereaktion

Solubilisierung: NP40/P = 3.83; [P] = 6.5 ug/ul; Reaktion: Die der jeweils angegebenen Proteinkonzen-
tration entsprechende Menge Solubilisat wurde mit 9000 cpm DolPP[4C]GlcNAc;, 100 uM UDP-GIcNAc
und bei [MgCly] = 18 mM 10 Minuten bei 24°C inkubiert. Das jeweilige Endvolumen von 60 pl wurde mit
Membranaufnahmepuffer (A.2.1) erreicht. Fiir weitere Details siehe A.2.10.5.

I1.3.3 Weitere Parameter zur GNT-AKktivitit

pH-Abhingigkeit Eine detaillierte Untersuchung zur pH-Abhéngigkeit wurde noch nicht unter-
nommen. Solubilisat von pH 6.6 (25 mM PIPES) war einmal mit PIPES-Puffer pH 6.6, einmal mit
mit MOPS-Puffer auf die Hélfte verdiinnt und so im letzteren Fall auf pH 7.0 gebracht worden.
Ein Vergleich der jeweiligen Aktivititen zeigte einen Riickgang im auf pH 7.0 gepufferten Ansatz
um 40 %. Die pH-Priferenz der GNT liegt damit im leicht Sauren. Im folgenden wurde daher das
PIPES-System (PK 4 = 6.8) mit pH 6.6 beibehalten.

Glycerin Bei einer Verdiinnung wie oben beschrieben wurde einmal glycerinhaltiger PIPES-
Puffer (35 % Glycerin) verwendet, andererseits eben dieser Puffer ohne Glycerinzusatz. In einer
10 Minuten-Inkubation konnte mit Puffer ohne Glycerin noch 87.5 % der Aktivitit des Parallelan-
satzes erreicht werden. Nach einer 25 h-Lagerung der beiden parallelen Solubilisat-Verdiinnungen
bei 4°C war der Effekt allerdings drastisch: Ohne Glycerin sackte die Aktivitidt um 65 % ab. Gly-
cerin ist also fiir die Langzeitstabilitit der Enzympréparation von entscheidender Bedeutung.
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Abbildung II.6: Stabilitit der solubilisierten GlcNAc-Transferaseaktivitét

Solubilisierung: NP40/P = 3.83; [P] = 6.5 ug/ul; Reaktion: 19.5 ul Solubilisat (91.65 ug Protein) wurde
mit 9000 cpm DolPP['*C]GIcNAcy, 100 uM UDP-GIcNAc und bei [MgCls] = 18 mM 10 Minuten bei 24°C
inkubiert. Das Endvolumen von 60 ul wurde mit Membranaufnahmepuffer (A.2.1) erreicht. Fiir weitere
Details siehe A.2.10.5.

MgCl,-Konzentration Was den fiir dieses Enzym essentiellen Kofaktor Mg?*™ [109] angeht, ist
die Konzentration zwar nicht ausgesprochen kritisch, doch was deutlich iiber 10 mM hinausgeht,
wirkt inhibierend (Abb. I1.7): Ahnliche Resultate erhielten Kean und Niu (1998) fiir das Enzym aus
der Retina von Hithnerembryonen [55]. Allerdings sei fiir dieses Enzym eine Konzentration von 6.7
mM MgCl, zwar stimulierend, dagegen nicht essentiell. Im vorliegenden Experiment wurden keine
Konzentrationen unter 13.7 mM getestet, da Sharma et al. [109] von optimaler Aktivitit zwischen
5 und 20 mM berichteten. Insofern ist beziiglich der unbedingten Notwendigkeit von Mg?* als
Kofaktor fiir die GNT der Hefe hier keine unabhiingige Aussage moglich. Diesbeziiglich konnten
sich also das Enzym aus Hefe von dem aus Hiihnerembryonen deutlich unterscheiden. Art und
Umfang der Hemmung hingegen sind erstaunlich dhnlich. Anders, als in [109] berichtet, wirken
sich fiir das Hefeenzym bereits Konzentrationen iiber 13.7 mM MgCl, (und moglichwerweise
sogar noch darunter) negativ aus. Setzt man die von Kean et al. berichteten Werte in Relation zum
dortigen Wert bei 14 mM (als 100 %), so werden fiir 20 mM MgCl; noch 85 % (hier 83 %), fiir 26
mM 75 % (hier 77 %) und fiir 36 mM noch 59 % (hier 60 %) Restaktivitit gemessen. In diesem
Punkt scheinen sich die beiden Enzyme also sehr @hnlich zu sein.
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Abbildung I1.7: Inhibierung der GlcNAc-Transferase durch hohe Mg?*-Konzentrationen
Solubilisierung: NP40/P = 3.83; [P] = 6.5 ug/ul; Reaktion: 7.5 ul Solubilisat (35.25 pg Protein) wurde
mit 3150 cpm DolPP[14C]GIcNAcy, 2 uM UDP-GIcNAc, 0.83 M UDP-[H]GIcNAc (0.6 1Ci) mit jeweils
27 % Glycerin im Reaktionsvolumen bei den angegebenen MgCly-Konzentrationen 5 Minuten bei 24°C
umgesetzt. Die Aufarbeitung erfolgte wie unter A.2.10.5 beschrieben, nur daf hier die ,,Jower phase* in
Szintillationsgldschen vollstdndig eingeblasen, mit Szintillationskocktail in Losung gebracht und im Szin-
tillationszihler das [°H]-Fenster (umgesetztes Substrat) in Verhiltnis zum [14C]-Fenster gesetzt und relativ
zu einer Nullkontrolle der Umsatz bewertet wurde.

1.4 Entwicklung von in vitro-Verfahren fiir die Mannosylie-
rung von DolPP-GlIcNAc,

Versuche, mit Hefemembranen exogen zugefiihrtes DolPP-['*C]GIcNAc, mit GDP-Man zu ver-
langern, schlugen fehl. Dennoch soll hier kurz zusammengefallt werden, was versucht wurde:
Zunichst wurde DolPP-GlcNAcs in Form eines NP40-haltigen Primixes mit Membranen gemischt
und mit GDP-Man versetzt — ohne wesentlichen Umsatz.

Um eine mogliche Hemmung der Aktivitdt durch Detergens zu vermeiden und dennoch zu ei-
ner Integration des Oligosaccharidlipids in Mikrosomen zu gelangen, wurde in C/M 1:1 geldstes
DolPP-GIcNAc, mit N, eingeblasen, in Reaktionspuffer durch Beschallung dispergiert, Membra-
nen zugegeben, erneut kurz beschallt und mit GDP-Man gemischt. Dieser und dhnliche Beschal-
lungsansitze in Gegenwart geringer Mengen Detergens (NP40 oder DHPC) zeigten jedoch keine
Enzymaktivitit.

Da DolPP-GIcNAcyMan; und auch ldangerkettige Oligosaccharidlipide, in Losung gebracht mit
NP40, problemlos in Hefe-Membranen verlidngert werden konnen, allerdings mit Phosphatidyl-
cholin im Ansatz, wurde versucht in Gegenwart dieses Phospholipids (1.13 mM PC) einen Umsatz
von DolPP-GIcNAc, zu erreichen, jedoch ohne Erfolg.
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Ahnliche Versuche, DolPP-GlcNAc; mit Hefemembranen in vitro zu verldngern, waren schon frii-
her gescheitert: Unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen fand nur in solubilisiertem Enzym ein
Umsatz statt. Im Weiteren wurde deshalb an geeigneten Solubilisierungsmethoden gearbeitet.

I1.4.1 DHPC-Solubilisierung und DolPP-GlcNAc,Man;-Produktion

Hier kam zunichst das als besonders mildes Detergens wirkende, kurzkettige Phospholipid Di-
heptanoylphosphatidylcholin (DHPC) zum Einsatz, das sich schon bei der Solubilisierung des S.
cerevisiae Alg7p bewdhrt hatte (I1.2.2). Jeweils 145 ug Protein wurden in 20 mM PIPES pH 6.6,
16 mM MgCl; und ca. 16 % Glycerin bei alternativ 150 mM bzw. 800 mM NaCl sowie drei ver-
schiedenen DHPC-Mengen (D/P = 0.45, 0.9, 1.35 nmol/ug) bei [P] = 2.4 pg/ul solubilisiert. 3000
cpm DolPP-[*C]GlcNAc, (aus C/M 1:1 eingeblasen) wurden mit der Gesamtsolubilisatmenge in
Losung gebracht und die Reaktion mit 5.3 mM GDP-Man gestartet und 30 Minuten bei 24°C in-
kubiert. Reaktionsstop und Aufarbeitung fanden statt wie unter A.2.10.6 beschrieben.

In allen Ansdtzen kam es zu einer Verlangerung, wenn auch unterschiedlich effektiv, (Abb. I1.8).
Das Substrat, DolPP-GIcNAc,, liegt als Doppelbande vor, was auf unterschiedliche Dolichol-
Lingen zuriickzufiihren ist. Offensichtlich spielt beim Laufverhalten des Disaccharidlipids die
Linge des Dol-Rests noch eine grofle Rolle. Ab dem Trisaccharid bestimmt dann in erster Linie
die Oligosaccharidgruppe das Laufverhalten auf der polaren Kieselgelmatrix, so dal meist eine
Einzelbande auftritt. Nach mildsauer Hydrolyse von DolPP-GIcNAc; wandert das freie Disaccha-
rid als homogene Bande (vgl. auch Abb. 11.9).

Aufgrund des Abstands zur DolPP-GIcNAc,-Doppelbande wurde in der neu aufgetretenen Bande
DolPP-GlcNAc,Man; (LLOMan;) vermutet.

O T S
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W - e e > s —— DOPPGIcNACM;

— Ursprung
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Abbildung II.8: Optimierung der DolPP-GlcNAc,;-Man;-Gewinnung aus Hefe-DHPC/NaCl-
Solubilisat
,,JLower phase“-Extrakte, Diinnschichtchromatographie: Laufmittel C/M/H 65:25:4

Die optimalen Solubilisierungsparameter waren also DHPC/P = 1.35 nmol/ug und 800 mM NacCl.
Auf diese Weise wurde im Folgenden eine priparative Synthese durchgefiihrt. Nach Abstoppen
der Reaktionen mit C/M 3:2 erfolgte hier eine getrennte Aufarbeitung von ,Jlower phase® (nach
A.2.10.6) und Interphase/Protein (10:10:3-Extraktion nach A.2.11.9), um eventuell entstehende
lingerkettige Lipidoligosaccharide mit zu erfassen. Uber Szintillationszihlung wurde eine Vertei-
lung der Radioaktivitit mit ca. 81 % auf die ,,Jower phase* und etwa 19 % auf den 10:10:3-Extrakt
ermittelt. Nach mildsaurer Hydrolyse erfolgte die Produktanalyse durch Diinnschichtchromatogra-
phie (nicht gezeigt). Im Gesamtansatz (,,Jower phase* + 10:10:3-Extrakt) sind demnach etwa 25
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% DolPP-GIcNAc,;Mans_5 enthalten, und zwar fast zur Ginze im 10:10:3-Extrakt. Beziiglich der
,Jower phase“ deutete alles auf DolPP-GIcNAc,Man; als die Identitiit des Produkts hin.

Nun stand geniigend Material zur Verfiigung, um sowohl die Identitit des Produkts abzusichern,
als auch schon erste Experimente anzustellen. Da allerdings spiter ein noch effektiveres Verfahren
zur Herstellung von DolPP-GlcNAcsMan; gefunden worden war (vgl. 11.4.2.1), kam das hier be-
schriebene nicht mehr zur Anwendung.

B1,4-Mannosidase Um endgiiltig die Identitdt des erhaltenen ,lower phase‘-

+ - Produktes zu kldren, erfolgte ein enzymatischer Verdau pra-

sumptiven Man/31,4GlcNAc,-PPDol mit Helix pomatia 1-

- <— GlcNAG, 4-Mannosidase (Glyko, UK). Zwei Verfahren wurden gete-
stet:

@B <— GIcNAc,Man;  Einmal wurde versucht, dolicholgebundenes Oligosaccha-
rid ohne vorherige Trennung vom Dolicholrest umzusetzen.
Dazu wurden 6000 cpm des Produkts mit etwas NP40 im
Inkubationspuffer (Citrat/Phosphatpuffer pH 4.0) durch Be-
HT  H2 schallung in Losung gebracht und mit 0.02 U Enzym/pul in
Abbildung 11.9: Produktcharakteri- einem Endvolumen von 30 yl .16 h bei 37°C verdaut.
sierung von DolPP-GlcNAc,Man, Zum andreq erfolgte nach rr‘nldsauref Hydrolyse der Ver-
durch eine B1,4-spezifische Man- dla}lu des‘ freien Ol}gosacc.hand.s. I?afur .‘Wurden 9OQO cpm
nosidase aus Helix pomatia: [**C]Oligosaccharid geteilt: Die eine Hilfte wurde im Re-
Verdau von freiem Oligosaccha- aktionspuffer mit 0.004 U Enzym/yl in einem Endvolumen
rid nach mildsaurer Hydrolyse. von 20 ul bei 37°C 16 h verdaut. Die andere Hiilfte diente
Hl = Oligosaccharid mannosida- unter den gleichen Bedingungen, jedoch ohne Mannosidase,
sebehandelt; H2 = unbehandelte als Kontrollinkubation.
Kontrollinkubation. TLC Silica G60, Fiir weitere experimentelle Details zu beiden Verfahren so-
Aceton/n-Butanol/Hp O 70/15/15,  wie die jeweilige Aufarbeitung siehe A.2.8.4.
zweimal entwickelt. Beide Ansitze wurden iiber Diinnschicht analysiert und wa-
ren erfolgreich. Der Verdau des freien Oligosaccharids ver-
lief sogar quantitativ, wie aus Abb. I1.9 ersichtlich (Spur H1). Auch das an Dolichol gebunde-
ne Oligosaccharid diente der S-Mannosidase als Substrat (Daten nicht gezeigt), wobei allerdings
noch eine Restmenge an unverdautem Edukt zuriick blieb. Die Identitét des hergestellten DolPP-
GlcNAc;Man; -Substrats mit Man/31,4GlcNAc,-PP-Dol war damit eindeutig bestitigt.

I1.4.2 Versuche der Verliingerung von DolPP-GlcNAc; bzw. DolPP-GlcNAc,
Man,

Nun fanden Versuche statt, eine Verldngerung exogen zugefiigten LLO-Substrats (DolPP-GIcNAc,
bzw. DolPP-GIcNAcyMan, ) iber DolPP-GIcNAcysMan; hinaus zu erreichen. Solubilisierungsstra-
tegien wurden dabei angelehnt an Veroffentlichungen von Jensen und Schutzbach (1980, 1981
und 1982) [47-49, 104] (siehe auch III.3.2) entwickelt, die bereits verschiedene Mannosyltrans-
feraseaktivititen erfolgreich aus Schweine- bzw. Kaninchen-Leber solubilisiert hatten. Doch im
Unterschied zu Fibroblasten (vgl. I11.3.2) konnte so keine in vitro- Aktivitit erreicht werden.

Andererseits berichteten Belard et al. (1988) [5] von einer Oligosaccharid-PP-Dol spezifischen
Pyrophosphatase-Aktivitdt in Triton X-100 Hefe-Microsomensolubilisat, die durch Bacitracin
hemmbar war. Da es denkbar erschien, dafl aufgrund einer solchen Aktivitdt im NP40-Solubilisat
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(NP40 unterscheidet sich von Triton X-100 nur um weniger als eine Ethoxy-Gruppe) Hydroly-
se verlangerten Oligosaccharidlipids stattfinden und somit bei der Phasentrennung mit der upper
phase verloren gehen konnte, wurden Experimente mit NP40-Solubilisat (NP40/Protein = 0.35
nmol/ug), NP40 und 10 mM Bacitracin sowie ausschlieBlich mit 10 mM Bacitracin (hat Deter-
genswirkung) unter gleichzeitiger Beriicksichtigung der Ergebnisse von Jensen/Schutzbach durch-
gefiihrt. LLO-Edukt war dabei DolPP-GIcNAcsMan; .

In allen drei Experimenten war der Umsatz zu DolPP-GIcNAcsMan; < 10 %. Desweiteren war
nach Szintillationszdhlung der jeweils gesammelten upper phases (in denen ja durch Pyrophospha-
tase von DolP abgespaltenes, freies Oligosaccharid zu erwarten wére) klar, daf} hier kein wesent-
licher Unterschied zwischen Ansdtzen mit und ohne Bacitracin bestand. Die beschriebene Pyro-
phosphataseaktivitit diirfte somit keine Rolle spielen.

I1.4.2.1 Effiziente Synthese von DolPP-GlcNAc;Man; in GNT-Solubilisat

Wie sich zeigte, konnte im Solubilisat, das die GlcNAc-Transferase-Aktivitit angereichert ent-
hielt (NP40/P = 3.83, A.2.10.5), nicht nur DolPP-[!*C]GIcNAc; in Gegenwart von kaltem UDP-
GlcNAc zu DolPP-GIcNAcs, sondern bei gleichzeitiger Anwesenheit von 3 mM GDP-Man auch
eine sehr effiziente, quantitative Verldngerung zu DolPP-GIcNAc,Man; und dariiber hinaus er-
reicht werden:

e Inder ,lower phase* war als einziges Produkt DolPP-GIcNAcs;Man; zu finden, entsprechend
etwa 75 % des eingesetzten radioaktiven Substrats.

e Im 10:10:3-Extrakt waren immerhin ca. 10 % der Ausgangsradioaktivitit (960 cpm) zu
DolPP-GIcNAcyMang verlidngert worden, etwa 8 % (660 cpm) lagen als Intermediate zwi-
schen DolPP-GlcNAcsMan; und DolPP-GlcNAc,;Mans vor.

Damit also schien das GNT-Solubilisat hervorragend geeignet zur DolPP-GlcNAc;Man; -Gewin-
nung. Daneben stimmten die etwa 18 % Verldngerung iiber DolPP-GIcNAcsMan; hinaus hoft-
nungsvoll: Bei Verzicht auf moglicherweise die «l,3-Transferase hemmendes Glycerin (7.5 %
Glycerin im Reaktionsvolumen, vgl. I11.3.2) wire dies eventuell noch zu steigern.

Im Folgenden fand, ausgehend von DolPP-GIcNAc,, eine priparative DolPP-GlcNAcsMan;-Syn-
these (wie unter A.2.10.6 beschrieben) unter Verwendung des GNT-Solubilisats und zusitzlichen
Glycerins (12.4 % Endkonzentration) statt, um gezielt eine Verlingerung iiber DolPP-GIcNAc;Man;
hinaus zu verhindern. Im Unterschied zu oben wurden nur 1.5 mM GDP-Man eingesetzt. In der Tat
waren praktisch keine langerkettigen Nebenprodukte mehr entstanden und ein vollstandiger Um-
satz zu DolPP-GlcNAc,Man; erfolgt. Mit 88 % Riickgewinnung der eingesetzten Radioaktivitéit
als Produkt trat nahezu kein Substanzverlust auf. Diese Art der DolPP-GlcNAc;Man; -Gewinnung
wurde damit fortan als Standardverfahren beibehalten (vgl. A.2.10.6).

I1.4.2.2 Entwicklung einer ,,Synthetischen Upper phase* fiir das CHCl3;/CH3;OH/H,0 2:1:1-
System (UP 2:1:1)

Ein weiteres denkbares Problem bei der Verldngerung mit GDP-Man iiber DolPP-GlcNAc,Man,
hinaus war die mit zunehmender Oligosaccharidldnge von DolPP-GIcNAc;Man, steigende Hydro-
philie und damit die Gefahr, iiber Waschungen mit synthetischer ,,upper phase* die ldngsten LLO-
Fraktionen am stédrksten abzureichern. Die iibliche synthetische ,,upper phase* (CHCl3/CH3;OH/
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H,0 3:48:48) war konzipiert fiir das CHCl3/CH3OH/H50 3:2:1-System (UP 3:2:1, nach [25]). Fiir
die lidngerkettigen LLOs kam aber das 2:1:1-System zur Anwendung: Ein steileres Gefélle von
unpolarer ,Jower phase* zu polarer ,,upper phase* soll die amphiphilen langerkettigen Oligosac-
charidlipide stirker an der Phasengrenze konzentrieren. Diesen Effekt wiirde aber die ,,falsche®, zu
unpolare synthetische ,,upper phase‘ wieder teilweise zunichte machen. Deshalb erfolgte die Kon-
zeption einer neuartigen synthetischen ,,upper phase* speziell fiir das 2:1:1-System. Dabei wurde
von den folgenden Uberlegungen ausgegangen:

1. Chloroform und Wasser sind praktisch nicht miteinander mischbar, Methanol 16st sich da-
gegen unbegrenzt in beiden. Folglich wird sich Methanol als dritte Komponente, abhéngig
vom Volumenverhiltnis der Chloroform- zu Wasserphase und der jeweils frei werdenden
Mischungsenthalpie, zwischen beiden Phasen verteilen (fiir Methanolanteile die hinreichend
klein sind, so dal keine Phasenhomogenitit eintritt).

2. Da keine protokollierten MeBgroBen fiir diese Losungsmittelsysteme zu finden waren, wur-
de prinzipiell postuliert, dal sich im 3:2:1-System eine Oberphase der Zusammensetzung
C/M/H 3:48:48 einstellt (also der Zusammensetzung der synthetischen ,,upper phase® fiir
dieses System nach [25]) und daraus, zusammen mit dem ersten Postulat, die Verteilungspa-
rameter fiir Methanol zwischen Chloroform und Wasserphase verallgemeinert: Bei Normie-
rung des H,O-Anteils auf 1 wiirde sich damit je Anteil Chloroform 1/6 des jeweils vorhan-
denen Methanols in der Chloroformphase 16sen. Im 2:1:1-System wiirde demnach etwa 1/3
des Methanolanteils zusammen mit den 2 Teilen Chloroform die ,,lower phase‘ bilden, 2/3
wiirden mit 1 Teil Wasser die ,,upper phase* konstituieren. Bei 48 Teilen H,O also 32 Teile
Methanol.

3. Die Beobachtung aus dem C/M/H 3:2:1-System unter Anwendung der synthetischen ,,upper
phase* 3:48:48 war allerdings, dal mit jeder Waschung sich das Volumen der ,lower pha-
se* reduzierte. Folglich war die synthetische ,,upper phase* fiir dieses System ungeniigend
gesittigt mit Chloroform, der Chloroformanteil also nicht der Wirklichkeit entsprechend.
Deshalb wurde dieser Anteil fiir die ,,neue* ,,upper phase‘ knapp unter der Sittigungsgrenze
gewdihlt.

Die so abgeleitete synthetische ,,upper phase“fiir das C/M/H 2:1:1-System (UP 2:1:1) weist ein
Verhiltnis von CHCl3/CH30H/H,0 0.992:32:48 auf. Damit ist der Wasser-Anteil erheblich gro-
Ber, der Methanol-Anteil entsprechend kleiner als in UP 3:2:1 und der Chloroform-Anteil an der
Siattigungsgrenze. Folgerichtig bleibt nun auch bei wiederholten Waschungen mit UP 2:1:1 das
Volumen der ,,Jower phase‘ unverindert.

Um nun die einerseits postulierte verbesserte Retention langkettiger LLOs sowie die andererseits
erwartete effektivere Abreicherung von nicht umgesetzten Zuckernukleotiden bzw. Zuckermono-
meren zu validieren, fand eine Erprobung mit einer aus metabolischer Markierung mit [*H]Mannose
gewonnenen [*H]-LLO Fraktion (iiberwiegend DolPP-GlcNAc,MangyGlcs) statt, die eine relativ
groBe Menge [*H]Mannose enthielt. Dabei wurde einerseits eine effektive Abtrennung des Zucker-
monomers (2:1:1-Verteilung und 2x Waschung mit UP 2:1:1) von 45 % auf etwa 10 % erreicht,
andererseits hielt sich der Verlust an lipidgebundenem Oligosaccharid mit etwa 5 % stark in Gren-
zen. Der LLO-Verlust beim bisherigen Verfahren war wesentlich groer und betrug ca. 30 %.
Daher kam im Folgenden bei Verteilungen nach 2:1:1 stets UP 2:1:1 zur Anwendung.
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11.4.2.3 Zusammenfassung weiterer Solubilisierungsversuche und Schluifolgerungen fiir
kiinftige Experimente

Systematische Steigerung des NP40/Protein-Verhiltnisses Nachdem die NP40-Solubilisie-
rung, angelehnt an die Bedingungen bei Jensen und Schutzbach, keine befriedigenden Ergebnisse
gebracht hatte (vgl. 11.4.2), wurde, ausgehend vom NP40/P-Verhiltnis 2.3 (wie es fiir Fibrobla-
sten etabliert worden war, vgl. II1.3), die Detergensmenge iiber 2.5 und 2.9 bis zu 3.5 nmol/ug
gesteigert. Dabei wurde wieder ohne Glycerin gearbeitet und methodisch wie unter A.2.11.7 ver-
fahren. Es fand jedoch im Falle von DolPP-GlcNAcoMan; als Substrat keine Verldngerung statt,
im Falle von DolPP-GIcNAcs nur bis DolPP-GlcNAc,;Man;. Damit scheint das Spektrum mog-
licher Detergensmengen fiir NP40 weitgehend abgedeckt, dieses Detergens zur Solubilisierung
der Mannosyltransferaseaktivititen DolPP-GIcNAcysMan; bis DolPP-GIcNAcsMans in Hefe also
womdoglich wenig geeignet.

Moglicher Einflul der Wachstumsphase Bei Hefe konnte die Wachstumsphase bei der Zell-
ernte fiir die erfolgreiche Verldngerung von DolPP-GlcNAc,Man; eine Rolle spielen. Bei Stan-
dardmembranpréparationen wurde bei etwa ODgyy von 8 geerntet. Infolgedessen erfolgte ein er-
neuter Versuch mit alg3-Membranen, die bei der Ernte eine ODgyy von 2 hatten. Dabei wurde

1. eine Solubilisierung mit NP40 wie im Falle von Fibroblasten (D/P =2.32 nmol/ug, A.2.11.7)
sowie

2. eine Solubilisierung mit DHPC/NaCl wie fiir Fibroblasten im Experiment I11.3.2 (D/P = 1.35
nmol/pg; 0.8 M NaCl) beschrieben

durchgefiihrt. Jeweils wurden 297.5 pg Membranprotein solubilisiert und im Test die Gesamtmen-
ge an Solubilisat (ca. 40 pul) eingesetzt. Als LLO-Substrat dienten 3000 cpm DolPP-GlcNAcs.
Im Nachhinein betrachtet hitte besser DolPP-GlcNAc;Man; verwendet werden sollen, da augen-
scheinlich die Optima fiir die 31,4-Mannosyltransferase einerseits und die der «-Mannosyltransfe-
rasen DolPP-GIcNAc;Man; bis DolPP-GlcNAc;Mans andere sind. Deshalb nun die Aufschliisse-
lung in einerseits % Radioaktivitit, die zu DolPP-GlcNAcsMan; _5 umgesetzt wurden, und ande-
rerseits (mit dem Anteil DolPP-GIcNAcs;Man;_5 = 100 %) in % Radioaktivitit, die zu DolPP-
GlcNAcyMan,_5 umgesetzt wurden. Inkubiert wurde 20 Minuten bei 26°C.

Tabelle II.2: NP40-Solubilisierung versus DHPC/NaCl von Hefemembranen (jeweils ohne
Glycerin): Verldngerung von DolPP-GlcNAc, mit GDP-Man und Vergleich des Umfangs der tiber
DolPP-GIcNAc;Man; hinaus verldngerten Oligosaccharidlipide

| | NP40 D/P =2.32 | DHPC D/P = 1.35; 0.8 M NaCl
% DolPP-GlcNAc,Man; 5 86.3 31.4

% DolPP-GIcNAc,Many_5 3.5 29.3
(fiir DoIPP-GIcNAcoMan;_5 = 100 %)

Die NP40-Solubilisierung ist also, wie bereits oben beschrieben, sehr gut zur Verldngerung von
DolPP-GIcNAc, zu DolPP-GIcNAcyMan; geeignet. Dagegen scheint DHPC fiir die folgenden a-
Mannosyltransferasen geeigneter zu sein. Ob dabei NaCl in dieser hohen Konzentration wirklich



56 IT Synthese von Lipid gebundenen Oligosacchariden in Hefe

forderlich ist, muf3 noch ermittelt werden.
In jedem Fall scheint die Wachstumsphase der Hefezellen fiir die DolPP-GIcNAc,Man; - Verlinge-
rung nicht von wesentlicher Bedeutung zu sein.

Mboglicher EinfluB der Membranpriparation Der zur Membranpriparation in Hefe standard-
miBig eingesetzte Glasperlenaufschlufl konnte negative Auswirkungen auf die Stabilitét der unter-
suchten Mannosyltransferasen haben. Deshalb wurden Membranen {iiber Spheroblastierung
(A.2.2.2) gewonnen und anschlieend solubilisiert sowie experimentell verfahren nach der bei
Fibroblasten erarbeiteten Standardmethode (A.2.11.7). Davon abweichend betrug die Inkubations-
temperatur 25°C. Neben dem Hefe-Ansatz, der 20 Minuten inkubiert wurde, fand noch eine 15
Minuten Kontrollinkubation mit Fibroblasten-Solubilisat statt. Das Akzeptorsubstrat war jeweils
DolPP-GlcNAcoMan;.

Nur das Fibroblasten-Kontrollexperiment mit Verldngerung bis DolPP-GlcNAcs;Man; war erfolg-
reich. Im Hefe-Solubilisat dagegen kam es zu keinerlei Verlangerung (Daten nicht gezeigt). Damit
kann die Art der Membranpréparation nicht ursidchlich sein fiir das Ausbleiben der Elongation in
Hefe.

Vorschlige fiir kiinftige Experimente, um in Hefe DolPP-GlcNAc;Man; zu verlingern: So-
wohl bei Fibroblasten (II1.3.2) als auch bei Hefe (siehe oben) wurde also die Solubilisierung mit
DHPC/Protein = 1.35 nmol/ug, 0.8 M NaCl sowie pH 7.1 - 7.2 erprobt. Zwar wurden in Fibroblas-
ten unter diesen Bedingungen nur 56 % des eingesetzten DolPP-GlcNAcsMan; -Substrates umge-
setzt, doch war in Hefe diese Art der Solubilisierung die bislang erfolgreichste (vgl. Tab. I1.2).
Womdglich sollte jedoch auf NaCl verzichtet und dafiir das bei Fibroblasten fiir NP40 ermittelte
D/P-Verhiltnis von 2.3 nmol/ug getestet werden.

Da von einem hemmenden Einflu von Glycerin auf die «1,3-Mannosyltransferase auszugehen
war (vgl. I11.3.2) und daher auf eine Anwendung verzichtet wurde, fehlte damit dessen stabili-
sierende Wirkung. Ein Ersatz durch 500 mM Saccharose konnte sich insofern giinstig auswirken.
Saccharose hemmt zumindest im Fibroblastensolubilisat keine der Transferasen (I11.3.2).

Andererseits stellt sich die Frage des pH-Optimums: Denn obwohl im initialen Experiment zur Ver-
langerung von DolPP-GlcNAc; in GNT-Solubilisat immerhin etwa 18 % des eingesetzten DolPP-
GlcNAc,-Substrats iiber DolPP-GIcNAcsMan; hinaus verldngert werden konnten (D/P = 3.83
nmol/pg zur Solubilisierung, 7.5 % Glycerin im Reaktionsvolumen, pH 6.6; vgl. 11.4.2.1), fand
im oben geschilderten Experiment bei einem ganz dhnlichen NP40/P-Verhiltnis (3.5 nmol/ug)
ohne Glycerin und bei pH 7.2 (Tris-Puffer wie im erfolgreichen Test fiir Fibroblasten) keine Ver-
langerung von DolPP-GlcNAc, iiber DolPP-GlcNAcsMan; hinaus statt. Selbst die Verldngerung
von DolPP-GIcNAc, zu DolPP-GlcNAc,Man; verlief nicht ganz quantitativ. Entweder ist fiir die
Hefetransferasen eine Glycerin dquivalente Stabilisierung beispielsweise mit Saccharose erforder-
lich, oder aber das pH-Optimum womoglich aller Mannosyltransferasen ins Saure (pH 6.6 - 6.65)
verschoben. Folgende Experimente erscheinen mir daher zunéchst sinnvoll, um giinstige ,,Stellpa-
rameter” zu ermitteln (alle mit 300 pg Protein zur Solubilisierung, [Plsoupitisierung = 7 pg/pl; in
Reaktion 3000 cpm DolPP-GlcNAc,Man;-Substrat, Solubilisat quantitativ, 10 mM MgCl,, 24°C
30 Minuten):

e DHPC/P = 1.35 nmol/ug, 0.8 M NaCl, pH 7.1 - 7.2 als Referenz;
e DHPC/P = 1.35 nmol/ug, 0.8 M NaCl, pH 6.6;
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e DHPC/P = 2.3 nmol/ug, pH 7.1 - 7.2;
e DHPC/P = 2.3 nmol/ug, 500 mM Saccharose, pH 7.1 - 7.2;
e NP40/P = 3.83 nmol/ug, S00 mM Saccharose, pH 6.6;

Die Solubilisierungsprozedur, der DolPP-GIcNAc,;Man; -PM sowie die Aufarbeitung konnte dabei
nach den fiir Fibroblasten ermittelten Methoden erfolgen (A.2.11.7).






Kapitel 111

Synthese von Lipid gebundenen
Oligosacchariden in humanen Fibroblasten

und ,,Congenital Disorders of
Glycosylation* (CDG)

II1.1 Aufbau eines Tests fiir die humane GPT-Transferase
(Alg7p;.m) aus Fibroblastenmembranen

Um im Rahmen der Aufkldarung von Glykosylierungsstérungen beim Menschen (CDG-Syndrom)
fiir die ER-lokalisierten Glykosylierungsreaktionen Testsysteme zu entwickeln, war auch der se-
lektive Test des humanen Homologs zum S. cerevisiae Alg7p (UDP-GIcNAc:Dolichylphosphat
N-Acetylglucosamin 1-Phosphat Transferase = GPT) von hoher Wichtigkeit. Bisher erfolgte die-
ser Test in Rohmembranen, zwangsldufig gekoppelt mit der weiteren Verldngerung des Reaktions-
produkts von Alg7ppum durch die folgende GlcNAc-Transferase, teilweise auch noch durch die
sich anschlieBende (1,4-Mannosyltransferase. Fiir deren Aktivitit war das wenige, bei der Mem-
branpriparation nicht vollig ausgewaschene endogene GDP-Man ausreichend. Da aber gerade die
frithen Schritte der LLO-Synthese hoch komplex durch Riickkoppelungsmechanismen reguliert
zu sein scheinen [56,79] und damit eine Beeinflussung der untersuchten Reaktion durch in unter-
schiedlichen AusmafBen entstehende Folgeprodukte (DolPP-GIcNAc; sowie DolPP-GlcNAcyMany )
nicht auszuschlieen war, schien eine gezielte Analyse der Alg7ppum,-Aktivitit unter Unterbindung
jeglicher Folgereaktionen von entscheidender Bedeutung. Da in S. cerevisiae ein entsprechender
Ansatz zur biochemischen Synthese von DolPP-GlcNAc; bereits erfolgreich gewesen war (11.2.2),
wurden ausgehend von den dort etablierten Bedingungen Versuche zur entsprechenden Solubili-
sierung in Fibroblastenmembranen begonnen.

III.1.1 Optimierung der Solubilisierungsbedingungen

In Tabelle II1.1 sind die verschiedenen Versuche zur Optimierung der Solubilisierung der Alg7p-
Aktivitdt zusammengefat. Ausgangspunkt war das fiir S. cerevisiae ermittelte Optimum bei 1.5
M NaCl sowie DHPC/Protein = 0.45 nmol/ug. Im Falle von Fibroblasten allerdings konnten bei
diesen Bedingungen nur 30 % der am Ende der Optimierung erreichten Aktivitit gemessen werden.
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Tabelle III.1: Solubilisierungseffizienz in Abhédngigkeit vom DHPC zu Protein-Verhiltnis sowie
der Salz-Konzentration.

Die Solubilisierungen erfolgten jeweils bei [P] = 6.0 ug/ul; je Reaktion (60 pl Endvol.) wurde Solu-
bilisat aus 255 ug Membranprotein eingesetzt (36 pl), um 0.05 pCi UDP-['*C]GIcNAc und 3.5 pg
DolP 30 Minuten bei 24°C umzusetzen. Das Abstoppen der Reaktionen, die Aufarbeitung sowie die
Diinnschichtchromatographie erfolgten wie unter A.2.11.2 beschrieben. Quantifiziert wurde iiber das
Phosphorimaging-System von Packard/Optiquant und die cpm iiber parallel aufgetragene Standards
definierter Aktivitéit bestimmt.

DHPC/Protein [nmol/ug]
NaCIM] | 045 | 05 | 06 | 07 | 085 | 10
1.5 396 578
(30.5%) | (44.6%)
1.25 530 810 903 1206 | 1297
(40.9%) | (62.5%) | (69.6%) | (93%) | (100%)
1.0 738
(60.4%)
cpm
(% beziiglich 1.25 M NaCl, DHPC/Protein = 1.0 nmol/ug)

Aus den getesteten Kombinationen von Salzkonzentration und DHPC/P, bei denen samtlich kein
DolPP-GlcNAcs, nachweisbar war, erwies sich 1.25 M NaCl in Kombination mit DHPC/Protein =
1.0 am effektivsten. Erstaunlicherweise liegt also hier das Detergensoptimum fiir die Solubilisie-
rung weitaus hoher als in S. cerevisiae, wo weniger als die halbe Detergenskonzentration optimale
Aktivitét brachte. Bei kritischer Betrachtung ist fraglich, ob beziiglich der optimalen Salzkonzen-
tration iiberhaupt ein Unterschied zum Hefesystem besteht. Fiir DHPC/P = 0.5 namlich fillt die
Aktivitdt von 578 cpm bei 1.5 M auf 530 cpm bei 1.25 M. Moglicherweise also liee sich bei 1.5 M
NaCl noch eine etwas hohere Aktivitit erzielen. In dieser Richtung wurde allerdings kein weiterer
Optimierungsversuch unternommen, da die erzielte Aktivitdt im Solubilisat fiir analytische Tests
ausreichend hoch erschien.

II1.1.2 Kinetik der solubilisierten GPT-AKktivitit

Um aussagekriftige Enzymtests vornehmen zu konnen, war eine Kinetik fiir die GPT-Reaktion
notwendig. Sie wurde durchgefiihrt von 2 bis 16 Minuten Reaktion bei 24°C. In Abb. III.1 wurden
die iiber Phosphorimaging analysierten und quantifizierten Umsétze — fiir 100 % in cpm umge-
rechnet iiber einen definierten 1*C-Standard — gegen die Zeit aufgetragen. Als einziges Reaktions-
produkt war DolPP-GlcNAc; nachweisbar.

Wie aus der Abbildung ersichtlich, ist die Reaktion iiber keinen grolen Zeitraum linear. 100 %
entsprechen etwa 2180 cpm, was bei Beriicksichtigung des ,,Quenches‘ auf Diinnschicht etwa 1/5
der eingesetzten Radioaktivitit (0.05 pCi) entspricht — zu wenig, um die Abnahme der Reaktions-
geschwindigkeit auf Substratmangel zuriickfithren zu konnen. Dennoch konnte die Stabilitét fiir
Enzymtests zwischen 4 und 6 Minuten als ausreichend betrachtet werden. Eine Verbesserung wire
aber sicher moglich.
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Abbildung III.1: Kinetik der solubilisierten GPT aus humanen Fibroblastenmembranen
Solubilisierung: 1.25 M NaCl, DHPC/P = 1 nmol/ug; [P] = 6.0 ug/ul; Reaktion: 36 pl Solubilisat (255
pg Membranprotein zur Solubilisierung), 0.05 xCi UDP-[**C]GIcNAc und 3.5 ug DolP wurden bei 24°C
inkubiert und zu den angegebenen Zeiten abgestoppt, aufgearbeitet und iiber Diinnschichtchromatographie
analysiert wie unter A.2.11.4 beschrieben.

Einmal konnte eine hohere Salzkonzentration im Reaktionsvolumen stabilisierend wirken. Weiter
wurde NP40 verwendet, um DolP in Lésung zu bringen (0.3 % bezogen auf das Reaktionsend-
volumen). Dies sollte mit DHPC ebensogut méglich sein und ist wahrscheinlich schonender fiir
das Enzym. Zum dritten berichtet Kean fiir GPT aus Mikrosomen der Retina von Hithnerembryo-
nen iiber ein Phinomen #@hnlich der von Sharma et al. [109] fiir das Hefe-Enzym beschriebenen
drastischen Inaktivierung infolge Verdiinnung (vgl. I1.2.2) von moglicherweise gleicher Ursache:
Bei niedrigen Proteinkonzentrationen war die Rate der Synthese von DolPP-GlcNAc; nicht line-
ar von der Proteinkonzentration abhingig (sehr niedrige Aktivitit). Linearitit stellte sich erst ab
einer Mindestkonzentration von iiber etwa 0.6 pg/ul ein. Auch bei den niedrigsten getesteten Pro-
teinkonzentrationen war aber Linearitiit zu beobachten, wenn Phosphatidylglycerol anwesend war
(mit einem Optimum an Aktivitit bei etwa 0.3 mM). Ahnlich wie DolP-Man (vgl. I11.1.3) scheint
dieses Lipid allosterisch zu binden und bei gleichzeitiger Steigerung des Kj, fiir UDP-GIcNAc
sowie deutlicher Senkung fiir DolP die Reaktionsgeschwindigkeit signifikant zu erh6hen, wenn
auch nicht im gleichen Ausmaf} wie DolP-Man und wahrscheinlich iiber einen anderen Mechanis-
mus. Wenn Dimerisierung oder Oligomerisierung fiir die Aktivitit dieses Enzyms eine Rolle spielt,
woflir einiges spricht [15], konnte moglicherweise Phosphatidylglycerol auch bei niedrigen Pro-
teinkonzentrationen fiir eine effektive Assoziierung der Monomere sorgen. Da aufgrund geringer
Zellmengen bei Patienten immer die Proteinmenge ein limitierender Faktor ist und nicht beliebig
gesteigert werden kann, empfiehlt es sich, eine Supplementierung mit Phosphatidylglycerol auf
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ihre moglicherweise positiven Auswirkungen hin zu erproben. Hier wurde jedoch aus Zeitgriinden
auf weitere Optimierungen verzichtet.

III.1.3 Stimulierung der humanen GPT durch DolPMan

Eine wohl fiir die Regulation der LLO-Synthese sehr wichtige Eigenschaft der GPT ist die aus-
geprigte Aktivierbarkeit durch DolP-Man, einem Substrat der LLO-Synthese. Detaillierte Unter-
suchungen von Kean et al. belegen sowohl das AusmaBl [53] als auch die Spezifitit [54] dieser
Aktivierung (vgl. auch II1.1.2).

Da mit GPT die LLO-Synthese cytoplasmatisch initiiert wird, andererseits DolP-Man fiir die lumi-
nale Prozessierung als Mannosyldonor dient, kann DolP-Man als Sensor fungieren und fiir einen
geregelten ,,Produktionsablauf* sorgen:

Wird cytoplasmatisch durch GPT die LLO-Synthese unzureichend angesto3en, wird eine relativ
hohe DolP-Man Konzentration die Folge sein, da es an Akzeptorsubstrat fehlt. Ist andererseits
GPT hoch aktiv, wird DolP-Man luminal in grolem Ausmal verbraucht, die Konzentration ist
folglich niedrig. Sorgte nun das Vorhandensein einer groeren Menge DolP-Man fiir eine starke
Aktivierung der GPT, die dagegen bei geringen Mengen ausbliebe, wire eine bedarfsgerechte Re-
aktionsabfolge gewdhrleistet.
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Abbildung I11.2: Abhédngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit solubilisierter GPT aus humanen Fi-
broblastenmembranen von der Konzentration an DolP-Man

Solubilisierung: 1.25 M NaCl, DHPC/P = 1 nmol/ug; [P] = 6.0 ug/ul; Reaktion: 36 ul Solubilisat (255
pg Membranprotein zur Solubilisierung), 0.05 xCi UDP-[**C]GIlcNAc und 3.5 pg DolP wurden bei 24°C
2 oder 4 Minuten (je nach Experiment) inkubiert, abgestoppt, aufgearbeitet und iiber Diinnschichtchroma-
tographie analysiert wie unter A.2.11.4 beschrieben. Auswertung: Die Quantifizierung erfolgte iiber Phos-
phorimaging/Optiquant, die Skalierung in cpm iiber einen jeweils aufgetragenen ['*C]-Vergleichsstandard.
Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittels (SEM) an und wurden fiir 0 4M DolP-Man aus 5, fiir
0.5 uM aus 2 unabhiéngigen Experimenten mit Solubilisat unterschiedlicher Kontrollzellen ermittelt.

Da es sich mit DolP-Man um einen allosterischen Aktivator handelt [53], konnte eine die alloste-
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rische Bindungsdomine betreffende Mutation zum Fehlen der Aktivierbarkeit fithren und damit —
zumindest theoretisch denkbar — zur Unterglykosylierung infolge mangelnder LLO-Syntheseinitia-
tion durch GPT. Im einfachen in vitro-Enzymtest bliebe dies jedoch unbemerkt. Deshalb erfolgte
zunichst ein Vortest, ob im wie oben beschrieben gewonnenen Enzymsolubilisat diese Aktivierung
mefBbar ist.

In einer 30 Minuten dauernden Reaktion, in der Solubilisat (1.25 M NaCl, DHPC/P = 0.6 nmol/ug)
aus 255 pg Membranprotein wie in Tab. III.1 beschrieben, aber unter Anwesenheit von 1.25 M
DolP-Man, umgesetzt wurden, war eine 7.4-fache Aktivierung zu beobachten relativ zur Ver-
gleichsreaktion ohne DolP-Man. Dies entspricht recht gut den von Kean [53] fiir Mikrosomen
aus embryonaler Hiihner-Retina beschriebenen Werten fiir die Stimulierung von GPT durch DolP-
Man.

Um eine geeignete DolP-Man Konzentration fiir Enzymtests zu ermitteln, wurde die Abhingigkeit
der Reaktionsgeschwindigkeit von der DolP-Man Konzentration systematisch untersucht. In In-
kubationen von 2 bis 4 Minuten Dauer wurde die Reaktionsgeschwindigkeit ohne Stimulierung (5
unabhingige Experimente), bei Stimulierung mit etwa 0.25 uM (ein Experiment), mit etwa 0.5 uM
(zwei Experimente) sowie mit etwa 1 uM (ein Experiment) getestet und gegen die Konzentration
aufgetragen. Die Konzentration kalten DolP-Man war wie unter A.2.10.7 beschrieben abgeschitzt
worden. Wie aus Abb. III.2 zu entnehmen, besteht fiir den getesteten Bereich eine etwa lineare
Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der DolP-Man Konzentration. Relativ zum Aus-
gangswert war die Stimulierung bei 0.25 uM 1.8-fach, bei 0.5 uM 3.1-fach und bei 1 uM 5-fach.
Um einerseits eine deutliche Stimulierung messen, andererseits eventuelle Variationen im K 4 (fiir
allosterische Aktivierung) sensitiv detektieren zu konnen, wurde in spiteren Patiententests auf die
mittlere Testkonzentration von 0.5 uM zuriickgegriffen.

II1.2 Die GNT-Reaktion im Solubilisat humaner Fibroblasten

Wie sich zeigte, war die fiir Hefe entwickelte Solubilisierungsmethode (II.3) auch fiir Fibroblas-
ten geeignet. Eine Solubilisierung bei NP40/P = 3.8 nmol/ug und [P] = 6.4 ug/ul ergab einen
Enzymextrakt hoher Aktivitit. Eine Zeitabhédngigkeit einer solchen Reaktion ist in Abb. II1.3 ge-
zeigt. Wie erkennbar, verlduft die Reaktion weitgehend linear bis etwa 8 Minuten, wo bereits gut
76 % des angebotenen Substrats zu DolPP-GIcNAc, verlidngert sind. Im Weiteren nimmt die Re-
aktionsgeschwindigkeit infolge Substrataufzehrung stark ab. Nach 32 Minuten sind gut 98 % des
angebotenen Substrats umgesetzt. Dies spricht nicht nur fiir hohe Aktivitit des solubilisierten En-
zyms, sondern deutet auch auf gute Stabilitét hin. Tests von Patientenenzymextrakten wurden im
Folgenden unter den hier beschriebenen Bedingungen (A.2.11.5) zwischen 4 und 8 Minuten vor-
genommen.
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Abbildung II1.3: Zeitabhidngigkeit der humanen GNT-Reaktion bei Einsatz solubilisierten Enzyms
Oben: PI-Screen der Diinnschichtchromatographie mit den jeweiligen Reaktionszeiten in Minuten. Die
obere Bande ist DolPP-GIcNAc;, die untere DolPP-GlcNAcs. unten: Auftrag des Umsatzes (prozentual
relativ zur O0-Kontrolle) gegen die Zeit; Solubilisierung: NP40/P = 3.8 nmol/ug; [P] = 6.4 ug/ul; Reaktion:
17.5 pl Solubilisat (145 pg Membranprotein zur Solubilisierung) wurden zur Verldngerung von 9000 cpm
DolPP[4C]GIcNAc; mit 100 M UDP-GlcNAcy,;; bei 17 mM MgCl, und 21 % Glycerin in einem Endvol.
von 60 pl die jew. angegebene Zeit in Minuten bei 24°C inkubiert, abgestoppt, aufgearbeitet und iiber
Diinnschichtchromatographie analysiert wie unter A.2.11.5 beschrieben. Auswertung: Die Quantifizierung
erfolgte liber Phosphorimaging/Optiquant, der im Plot aufgetragene Umsatz ist bereinigt hinsichtlich der
bereits im Substrat vorhandenen knapp 10 % DolPP-GIcNAc, (vgl. ,,0" ).
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III.3 Aufbau eines in vitro Tests zur Verlingerung von DolPP-
GlcNAc, bzw. DolPP-GlcNAc,Man,

Grund fiir den Autbau eines Tests in Fibroblasten, der die Syntheseschritte lipidgebundener Oligo-
saccharide (LLOs), ausgehend von DolPP-GlcNAc, oder DolPP-GlcNAc,Man; bis DolPP-
GlcNAcyMans, zu testen moglich machen sollte, war die Entdeckung eines augenscheinlich neu-
artigen CDG-Falls durch die Korner-/v. Figura-Gruppe in Goéttingen: Die Analyse von Serum-
transferrin tiber isoelektrische Fokussierung sowie SDS-PAGE wies, neben einer vollstiandig gly-
kosylierten Fraktion, auf einen Ausfall von ein bis zwei der in der Kontrolle vorhandenen beiden
N-gebundenen Kohlenhydratketten hin; jede Kette fiir sich jedoch schien im Molekulargewicht
nicht reduziert zu sein.

Der LLO-Pool war relativ normal, zeigte jedoch mengenmifig eine leichte Reduzierung des Vollidn-
gen-Oligosaccharidlipids DolPP-GIcNAcsMangGlcs im Vergleich zur Kontrolle und — noch wich-
tiger — eine kurzkettige LLO-Fraktion aus iiberwiegend DolPP-GIcNAc,Man; und etwas DolPP-
GIcNAcsMans — nicht vorhanden in der Kontrolle [114].

Dies, zusammen mit umfangreichen OST-Tests, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wor-
den waren und sdamtlich auf normale Oligosaccharyltransferaseaktivitit hindeuteten, wies auf einen
Defekt im frithen LLO-Aufbau hin, der GDP-Man abhingig cytoplasmatisch orientiert am ER ab-
lauft.

II1.3.1 Verlingerung endogen in Membranen vorhandenen Dolicholphos-
phats iiber DolPP-GlIcNAc; zu DolPP-GlcNAcsMan,,

Zuniichst verliefen verschiedenste zu Anfang angestellte Versuche, DolPP-['*C]GIcNAc, in Fi-
broblastenmembranen mit GDP-Man zu verldngern (4 Detergens, + Ultraschall) stets negativ.
Wie bereits in Hefe beobachtet, scheinen kurzkettige LLO-Substrate im Gegensatz zu LLOs ab
DolPP-GIcNAcyMan; nur im Solubilisat umgesetzt werden zu kdnnen, was moglicherweise mit
einer unterschiedlichen Orientierung bei Detergens vermittelter Integration des LLO in Mikroso-
men zusammenhingt. Die gleiche Detergensmenge gemischt mit Membranen hat somit nicht den
gleichen Effekt wie zur Solubilisierung verwendet, bei der nur das nach Ultrazentrifugation im
Uberstand befindliche klare Solubilisat in der Reaktion eingesetzt wird.

Um dieses Problem zu umgehen wurde versucht, in Membranen endogen vorhandenes DolP mit
UDP-['*C]GlcNAc zunichst zu DolPP-GlcNAc, /2 umzusetzen und im Anschlul durch Zugabe
von GDP-Man eine weitere Verldngerung zu erreichen. Bereits hier wurde neben der Kontrolle
auch schon der beschriebene Patient untersucht: 145 g Membranprotein wurden jeweils mit 0.05
pCi UDP-[**C]GIcNAc 15 Minuten bei 24°C inkubiert. Die niedrige Temperatur wurde wegen der
bekanntermaflen instabilen ersten Transferase, GPT, gewéhlt. Dann erfolgte ein Temperaturshift
auf 32°C: Moglicherweise war ja der enzymatische Defekt im Patienten bei tieferen Temperaturen
gar nicht so ausgeprigt. Erst nach Erreichen der 32°C (innerhalb etwa einer Minute) erfolgte die
GDP-Man-Zugabe auf 0.5 mM Endkonzentration und weitere 15 Minuten Inkubation. Die Reak-
tion wurde mit C/M 2:1 gestoppt und wie unter A.2.11.3 beschrieben aufgearbeitet. Die Analyse
der ,,lower phases* erfolgte durch Diinnschichtchromatographie (Abb. 111.4). Folgendes ist zu be-
obachten:

1. In der 15 Minuten GlcNAc-Kontrollreaktion wird bei Kontrolle wie Patient sowohl DolPP-
GlcNAc; als auch DolPP-GIcNAc, gebildet. Daneben tritt in geringerem Umfang bereits oh-
ne exogen zugegebenes GDP-Man DolPP-GIcNAc,Man; und etwas DolPP-GIcNAcoMan;
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Abbildung II1.4: ,,GDP-Man-Chase* in Fibroblastenmembranen aus Kontrolle und Patient: Bil-
dung von DolPP-GIcNAc, aus endogenem DolP und UDP-[*C]GlcNAc iiber 15 Minuten bei
24°C; wo vermerkt, anschlieBend 15 Minuten Reaktion bei 32°C und 0.5 mM GDP-Man

Lower phase-Extrakte, Diinnschichtchromatographie Silica G60, Laufmitte]l C/M/H 65:25:4

auf. Dies wurde bereits in friiheren Experimenten beobachtet und muf3 auf endogen vorhan-
denes GDP-Man zuriickgefiihrt werden.

2. Wird die Reaktion nach 15 Minuten GlcNAc-Inkubation bei 24°C weitere 15 Minuten bei
32°C mit 0.5 mM GDP-Man fortgefiihrt, 146t sich folgendes beobachten:

e In der Kontrolle ist die DolPP-GIcNAcs;Man;-Bande vollstindig verschwunden, eben-
so DolPP-GlcNAc,; von DolPP-GIcNAc, bleiben noch 14 %. Ausgehend von DolPP-
GlcNAc, iiber DolPP-GlcNAc;Man; fand also eine Verldngerung mindestens bis DolPP-
GlcNAcyManjy statt, das — nunmehr zu polar — kaum mehr in der ,Jower phase* zu
finden ist (deshalb nur geringe Menge am Ursprung). Die starke Reduktion auch von
DolPP-GIcNAc; ist mit einer Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts durch den
Verbrauch von DolPP-GIcNAc, zu erklidren. Noch in ausreichendem Umfang im Re-
aktionsansatz vorhandenes UDP-['*C]GIcNAc fiihrt dann zur Nachbildung von DolPP-
GlcNAc, aus DolPP-GIcNAc, das so weitgehend umgesetzt wird.

e Im Patienten kommt es wie in der Kontrolle zur vollstindigen Verldangerung von Dol-
PPGIcNAc,. Dagegen aber wuchs die DolPP-GlcNAc,;Man;-Bande im Vergleich zur
GlcNAc-Kontrollreaktion sogar um 65 % an und 74 % des in der GlIcNAc-Kontrollreak-
tion vorhandenen DolPPGIcNAc; bleiben unverldngert.

Trotz der schwachen Signale lassen diese deutlichen Differenzen zwischen Kontrolle und Patient,
die in einem weiteren Experiment dieser Art ihre Bestidtigung finden, folgende Schliisse zu:

Die beim Patienten in Gegenwart von GDP-Man kontrastierend zur Kontrolle sogar noch anwach-
sende Menge an DolPP-GIcNAc;Man; legt einen Defekt in der nachfolgenden a.-Mannosyltransfe-
rase nahe, der allerdings ,,leaky* zu sein scheint.

Was weiterhin auffillt, ist der im Vergleich zur Kontrolle sehr hohe Restanteil an DolPP-GIlcNAc,,
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der hier kaum verlidngert wird. Da die Lipidoligosaccharidsynthese iiber Intermediathemmung
bzw. -stimulierung den Ergebnissen von Kean et al. ( [56] und friihere, darin zitiert Veroffentli-
chungen) zufolge stark reguliert ist, scheint eine negative Riickkopplung von DolPP-GlcNAc,M;
auf die zweite GlcNAc-Transferase plausibel (meines Wissens gibt es bisher keine Veroffentli-
chung dazu) und wiirde so zu der im Vergleich zur Kontrolle auffillig hoheren Restmenge an
DolPP-GIcNAc; im Chase-Experiment fiihren.

In jedem Fall muf3 aber ein Defekt in der Verldngerung von DolPP-GIcNAcoMan; zu DolPP-
GlcNAcy;Man, angenommen werden.

Unter Beriicksichtigung fritherer Experimente, wo unter nahezu gleichen experimentellen Bedin-
gungen, bereits vom Reaktionsstart an mit GDP-Man im Ansatz, versucht wurde, das endogen
in Membranen vorhandene DolP iiber DolPP-GIcNAc, hinaus zu verldngern, dabei aber keiner-
lei radioaktiv markierte LLOs in der lower phase zu detektieren waren, wird auch verstidndlich,
weshalb im hier vorliegenden Experiment ab Zugabe von GDP-Man keine Neubildung von ra-
dioaktiven GlcNAc-Lipiden mehr erfolgt. In Membranen ist ein weiteres Enzym, die DolP-Man
Synthase, dulerst aktiv, bei weitem aktiver als die erste GlcNAc-Transferase. Die begrenzte Men-
ge an endogenem DolP wird wahrscheinlich schnell verbraucht durch die Bildung von DolP-Man,
das wiederum zur Verldngerung von LLOManj; fiithren und so das Reaktionsgleichgewicht noch
weiter auf die Produktseite verschieben konnte.

Zwar war dieses Vorexperiment, in dem der endogene DolP Pool genutzt wurde, erfolgreich. Doch
war einerseits ein stirkeres Signal wiinschenswert, andererseits der Einsatz eines diskreten Sub-
strates definierter Menge — nicht wie hier, wo die Substratmenge sowohl von der Grof3e des en-
dogenen DolP Pools, als auch von der Aktivitit der beiden GIcNAc-Transferasen abhingig war.
Infolgedessen wurden verschiedene Versuche zur Solubilisierung unternommen, um in Hefe syn-
thetisiertes Akzeptorsubstrat DolPP-GlcNAcyMan; einsetzen zu konnen.

II1.3.2 Entwicklung einer geeigneten Solubilisierungsmethode zur Verlin-
gerung von DolPP-['*C]GlcNAc,Man;

Mehrere vergebliche Versuche zur Solubilisierung der Mannosyltransferaseaktivititen aus Fibro-
blastenmembranen fanden in Gegenwart von Glycerin statt. Jensen und Schutzbach hatten in
einer Reihe von Veroffentlichungen (1980, 1981 und 1982) [47-49, 104] verschiedene Manno-
syltransferasen aus Schweine- bzw. Kaninchen-Leber charakterisiert, ausgehend von einem Te-
trasaccharidlipid (Mana1-6Man31-4GlcNAc,-PPDol), Enzymsolubilisat unter Verwendung von
Tris-Acetat-Puffer pH 7.0, NP40 (D/P = 0.2 - 0.35 nmol/ug) und GDP-Mannose. Eine «l1,3-
Mannosyltransferase aus Kaninchen-Leber wurde teilweise gereinigt und erwies sich als stark
inhibierbar durch Glycerin sowie GDP. Da es denkbar erschien, da8 Glycerin auch im humanen
Fibroblastensolubilisat hemmend wirken konnte, wurden wie folgt neue Ansétze konzipiert:

1. Solubilisierung und Reaktion sollten ohne Glycerin stattfinden, das moglicherweise hem-
mend auf die «l,3-Transferase wirken konnte. Als Ersatz fiir die stabilisierende Wirkung
von Glycerin sollte einem Ansatz 500 mM Saccharose beigefiigt werden.

2. Solubilisierung und Reaktion sollten nicht wie bisher bei etwa pH 6.6, sondern mehr zum
Neutralen hin verschoben stattfinden. Zudem sollte neben Tris-Puffer eine Pufferalternative
erprobt werden. Deshalb kam einmal 30 mM Citrat/Phosphat-Puffer pH 7.0, zum anderen
20 mM Tris-Puffer pH 7.1-7.2 zum Einsatz.
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3. Beziiglich der Detergensmenge fand eine Orientierung am Solubilisierungsoptimum fiir die
gekoppelte Aktivitdt von Alg7p (GPT) und der GlcNAc-Transferase (GNT) statt: Ersteres
Protein ist dulerst detergenssensibel, zweiteres sehr robust. Das Optimum fiir die DolPP-
GlcNAc,-Synthese ausgehend von DolP und UDP-GIcNAc iiber die gekoppelte Aktivitit
beider Enzyme liegt bei NP40/P = 2.5 nmol/ug. Infolgedessen sollte nun dieses Deter-
gens/Protein-Verhiltnis bei einer [P] = 6.5 pg/ul angewandt werden.

4. Auch bei bei der Hochsalz-DHPC-Solubilisierung zur DolPP-GlcNAc,Man; -Produktion in
Hefe (II.4.1) fand eine geringfiigige Verlidngerung iiber DolPP-GlcNAc,Man; hinaus statt.
Hier sollten nun diese Bedingungen auf Fibroblasten angewendet werden (DHPC/P = 1.35
nmol/pg, 800 mM NaCl) aber ohne Glycerin, in der Hoffnung, da3 nur der hohe Glyceri-
nanteil einer weiteren Verldngerung im Wege stand.

5. Fiir jede Reaktion wurden 300 pg Membranprotein solubilisiert. Damit sollten 3000 cpm
DolPP-[“*C]GlcNAc,Man; mit 3 mM GDP-Man umgesetzt werden (30 Minuten bei 24°C).
Weitere experimentelle Details liefen grundsétzlich ab wie unter A.2.11.7 beschrieben.
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Abbildung III.5: Versuche zur Solubilisierung von Mannosyltransferaseaktivititen aufwirts
DolPP-GlcNAc,Man; aus humanen Fibroblastenmembranen

Spur 1: 800 mM NaCl/DHPC-Solub., Tris pH 7.2; Spur 2: NP40-Solub., 500 mM Saccharose, Ci-
trat/Phosphat pH 7.0; Spur 3: NP40-Solub. Citrat/Phosphat pH 7.0; Spur 4: NP40-Solub., Tris pH 7.2;
Spur 5: DolPP-GIcNAcyMan; -Standard. Bei Ansatz in Spur 2 Substanzverlust wegen Glasbruchs und
deshalb geringere Intensitit. Jeweils 3000 cpm DolPP[!*C]GlcNAcyMan;, 3 mM GDP-Man, Solubilisat
aus 300 pg Membranprotein und 30 Minuten Reaktion bei 24°C. Reaktionsstop und Aufarbeitung wie un-
ter A.2.11.7 beschrieben; diinnschichtchromatographische Trennung in C/M/H 65:25:4.5, Auswertung iiber
Phosphorimaging.

In allen drei NP40-Solubilisierungen fand, unabhiingig davon, ob Citrat/Phosphatpuffer oder Tris-
Puffer, ob mit oder ohne Saccharose, Verldngerung bis zu einer Oligosaccharidlidnge statt, die kaum
mehr vom Ursprung wegwandert und sich spiter iiber HPLC-Analysen als DolPP-GlcNAc,Man;
herausstellte (Abb. II1.5, Spuren 2 bis 4). Dagegen war die DHPC/NaCl-Solubilisierung weniger
erfolgreich (Spur 1 in Abb. II1.5): 42 % des DolPP-GIcNAc,Man;-Substrats bleiben unumgesetzt
(oberste Bande). Die folgenden beiden Banden lassen sich recht sicher als DolPP-GlcNAc,;Man,
(5.0 %) und DolPP-GIcNAcysMans-Intermediat (9.6 %) zuordnen. Hochstwahrscheinlich ist die
folgende Bande Teil der DolPP-GIcNAc,Mans-Bande und aufgrund einer Bandenspreizung durch
eine nicht ansprechbare, Substanz (NaCl?) nach oben verschoben. In diesem Fall betriige der
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DolPP-GlcNAcoMans-Anteil 42.3 %. Sollte es sich doch um DolPP-GlcNAc,;Man, handeln, wi-
re dessen Anteil 27.7 %, der von DolPP-GlcNAcsMans 14.6 %. Diese Intermediat-Banden zwi-
schen Substrat und DolPP-GlcNAc;Mans-Produkt kennzeichnen moglicherweise einen gewissen
Riickstau, der fiir einen verlangsamten Reaktionsverlauf von DolPP-GlcNAc;Mang nach DolPP-
GlcNAcyMang sprechen konnte.

Eher willkiirlich wird das Tris/NP40-System ohne Saccharose-Zusatz als System fiir die GDP-Man
abhingige Verldngerung von LLOs in Fibroblasten beibehalten.

II1.3.3 Kinetik der Reaktionen DolPP-GlcNAc;Man; bis DolPP-GlcNAc;-
Man; im Fibroblastensolubilisat

I11.3.3.1 Optimierung der Reaktionsparameter und Kinetik der Reaktionen DolPP-GlcNAc;-
Man; bis DolPP-GlcNAc;Mans im Solubilisat von Kontrollfibroblasten

Um den zeitlichen Ablauf der Reaktionen von DolPP-GlcNAc;Man; bis DolPP-GlcNAc,;Mans,
sowie die dabei sukzessive auftretenden Intermediate zu untersuchen, wurden zunichst Kinetiken
durchgefiihrt und durch Diinnschichtchromatographie analysiert. Gleichzeitig dienten diese Ex-
perimente dazu, die Reaktionsbedingungen noch weiter zu verfeinern und letztlich zu dem unter
A.2.11.7 beschriebenen Standardprotokoll zu gelangen.

Eine bereits unter weitgehend optimierten Bedingungen durchgefiihrte Kinetik ist in Form der
Diinnschichtchromatographie in Abb. I11.6 gezeigt. Alle Intermediate auBer DolPP-GlcNAcoMany
lassen sich hier klar ansprechen. DolPP-GlcNAcoMan, ist mengenméfig dhnlich schwach ver-
treten wie DolPP-GlcNAc,Man, (siehe dazu HPLC-Analyse, Abb. I11.11) und trennt sich in die-
sem System kaum von DolPP-GlcNAc,;Mans. Hier wurde noch mit einem Detergens zu Protein-
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Abbildung II1.6: Solubilisat aus Kontrollfibroblasten: Kinetik der DolPP-GlcNAcy,Man;-
Verldngerung mit GDP-Man bei 37°C

Diinnschichtchromatographie der Extrakte aus Lower- und Interphase: Silica G60, Laufmittel
CHCl3/CH3OH/H20 65:25:4.1; die Reaktionen wurden bei den angegebenen Zeiten (Minuten) abgestoppt.
Zeit 0 entspricht dem eingesetzten DolPP-GIcNAcsMan; -Substrat. Reaktionsbedingungen: Fibroblasten-
solubilisat aus 50 pg Membranprotein je Reaktion (NP40/P = 2.5 nmol/ug zur Solubilisierung), 3000 cpm
DolPP[#C]GIcNAcysMany, 1 mM GDP-Man.

Verhiltnis von 2.5 nmol/ug gearbeitet. Wie ersichtlich, erfolgte der Umsatz von DolPP-GlcNAc,-
Man; (LLOM,) selbst im ldngsten Inkubationszeitraum von 16 Minuten nicht quantitativ. Durch
Reduzierung des Detergens zu Protein-Verhiltnisses auf 2.3 nmol/ug konnte schlielich ein quanti-
tativer und schnellerer Umsatz erzielt werden. Dies ist in Abb. III.7 zu sehen, wo Kinetiken fiir zwei
Zeitfenster nach Diinnschichtchromatographie quantifiziert wurden und in Form der prozentualen
Intermediatanteile, aufgetragen gegen die Zeit, dargestellt sind. Bereits innerhalb von 4 Minuten
werden iiber 80 % des eingesetzten DolPPGIcNAc;Man; -Substrats nach DolPPGIcNAc;Mans um-
gesetzt, innerhalb von 8 Minuten erfolgt ein praktisch quantitativer Umsatz zu DolPPGIcNAcsMans.
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Dies bedeutet also, dafl die hier untersuchten Enzyme gegeniiber hoheren NP40-Mengen sensi-
bel reagieren — in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Jensen und Schutzbach 1981
[48], die fiir eine partiell gereinigte «1,3-Mannosyltransferase (und wie sich unter II1.5.3 her-
ausstellen wird, verkorpert diese Transferase das Enzym von DolPP-GlcNAc;Man; nach DolPP-
GlcNAc;Many) ausgesprochen hohe NP40-Sensitivitét berichteten.

Aus Abb. III.7 unten wird deutlich, wie schnell die Bildung von DolPP-GlcNAc;Mang vor sich
geht, ohne daBl nennenswerte Mengen von DolPP-GIcNAcsMany auftreten. Damit ist DolPP-
GlcNAcyMang das einzige Intermediat, das in grolerem Umfang akkumuliert. Zwischen ein und
zwei Minuten erreicht es einen Anteil von etwa 30-50 % (vgl. Abb. I11.8 und II1.11 fiir die Kontrolle
und Abb. IV.11 fiir Kontrolle und Patient). Nur leicht verzogert steigt dann DolPP-GlcNAcs,Man;
schnell an, wihrend der Umfang von DolPP-GlcNAc,Man, marginal bleibt.

Warum aber sollten nun die Intermediate DolPP-GlcNAcoMan, und DolPP-GIcNAc;Man, in so
viel niedriger Konzentration auftreten als DolPP-GIcNAcsMang? Wiirden einmal Enzym 1 (LLO-
Man; — LLOMan,) und Enzym 2 (LLOMan, — LLLOManj), zum anderen Enzym 3 (LLOManjs
— LLOMan,) und Enzym 4 (LLOMan, — LLOManj;) einen Komplex ausbilden, wire die /o-
kale Konzentration der LLO-Substrate der Enzyme 2 und 4, ndmlich DolPP-GlcNAc,Man, und
DolPP-GIlcNAcyMan, besonders hoch. Sie bekdmen diese Intermediate von ihrem Komplexpart-
ner quasi ,,weitergereicht”. Diese hohe lokale Konzentration wiirde zu einem schnellen Umsatz
fiihren und es kidme zu keiner nennenswerten Anhdufung von LLOMan, und LLOMan,. Dage-
gen ldge das Produkt von Enzym 2 bzw. Edukt von Enzym 3, nimlich DolPP-GlcNAc;Mang, in
,Freiheit” vor: Um zu dhnlich hohen Eduktkonzentrationen zu kommen wie sie lokal in den pos-
tulierten Komplexen herrschten, miifite sich eine wesentlich groflere Menge akkumulieren — was
ja auch experimentell zu beobachten ist.

Fiir diese Hypothese sprechen nun nicht nur die hier vorliegenden Daten aus den in vitro-Experimen-
ten. Jensen und Schutzbach berichteten bereits bei ihrem Versuch, die «1,3-Mannosyltransferaseak-
tivitdt zu reinigen, von dem Problem, daf} selbst nach 660-facher Aufreinigung und Abtrennung
von jeglicher avl,2-Mannosyltransferaseaktivitit noch immer eine «v1,6-Restaktivitit enthalten war
[48]. Dies konnte durchaus fiir einen stabilen Komplex zwischen a1,3- und «1,6-Transferase (En-
zymen 1 und 2, siehe II1.5.3) sprechen.

Auch fiir einen Komplex der beiden «1,2-Mannosyltransferasen gibt es Hinweise: In ihrer Verof-
fentlichung zum S. cerevisiae ALG11-Gen untersuchten Cipollo et al. [12] detailliert den Aalgl -
Disruptionsstamm sowohl hinsichtlich der Zusammensetzung des LLO-Pools und seiner Saccharid-
Strukturen, als auch in Hinsicht auf die proteingebundenen Oligosaccharidstrukturen (siche auch
Einleitung). Und obgleich das beschriebene ALG1I aller Wahrscheinlichkeit nach die fiir den
Schritt von DolPP-GIcNAc,;Many nach DolPP-GIcNAcsMans verantwortliche a1,2-Mannosyltrans-
ferase codiert, ist das Bild doch keineswegs ungetriibt klar: In der LLO-Fraktion dieser Disruptante
reichert sich nicht, wie zu erwarten wire, eine DolPP-GIcNAcsMan,-Fraktion an. Vielmehr gibt
es eine signifikante DolPP-GlcNAc,;Mans-Fraktion, deren Ursache der Erkldrung harrt. Desweite-
ren zeigen die Autoren mittels Strukturanalysen der langerkettigen, luminalen LLO-Fraktion, daf}
etwa 50 % der translozierten LLOs auf DolPP-GIcNAc,Mang zuriickgehen, nur die anderen 50 %
haben in DolPP-GIcNAcyMany ihren Ursprung. Selbst proteingebunden machen die von DolPP-
GlcNAc,Mang herrithrenden Oligosaccharide einen recht groen Anteil aus.

Die Autoren argumentieren nun, ein schlechter Transfer (,,flipping*) von DolPP-GlcNAcs,Many
ins Lumen des ER fiihrte dazu, dafl vermehrt DolPP-GIcNAcoMans ins Lumen transloziert wiir-
de. Dies Argument scheint wenig einleuchtend: Wiirde DolPP-GlcNAc,;Man, wirklich so schlecht
transloziert, sollte auch ein DolPP-GlcNAc,Man,-Pool nachweisbar sein — was nicht der Fall ist.
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Abbildung II1.7: Kinetik und Kurzzeitkinetik der DolPP-GlcNAcoMan; - Verldngerung mit GDP-
Man in Kontrollfibroblastensolubilisat: endgiiltige Solubilisierungs- und Reaktionsbedingungen
Extrakte aus Lower- und Interphase wurden via Diinnschichtchromatographie Silica G60, Laufmittel
CHCIl3/CH3OH/H50 65:25:4.1 analysiert, iiber Phosphorimaging und Optiquant-Software quantifiziert und
die jeweiligen LLO-Fraktionen prozentual gegen die Zeit aufgetragen. Zeit 0 entspricht dem Ausgangssub-
strat DolPP-[**C]GlcNAcyMany .

Oben: Langzeitkinetik, unten: Kurzzeitkinetik: Beide Experimente sind vollig unabhiingig voneinan-
der, d. h. verschiedene Membranpréparationen und Solubilisierungen. Reaktion: Fibroblastensolubilisat
aus 56 pg Membranprotein je Reaktion (NP40/P = 2.3 nmol/ug zur Solubilisierung), 3000 cpm DolPP-
[**C]GlcNAcoMany, 1 mM GDP-Man, 37°C.
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Insofern kann aber auch nicht von einer Endprodukthemmung oder dergleichen der ersten «1,2-
Transferase durch ihr Produkt, DolPP-GlcNAc,Man,, ausgegangen werden. Vielmehr scheint
DolPP-GIcNAc;Many erst gar nicht in ausreichendem Umfang zu entstehen. Aber all das, was
entsteht, muf sofort effektiv ins ER transloziert werden. Dort erfolgt die weitere Verlidngerung bis
DolPP-GIcNAc;MangGlces und dann der Transfer durch die OST auf naszierende Polypeptidket-
ten.

Von der OST wiederum ist bekannt, daB eine ausgesprochen stark ausgeprigte Selektivitit fiir
das Vollingen-Oligosaccharidlipid besteht — solange dies in ausreichendem Umfang vorhanden
ist. Erst bei drastischem Mangel an Vollingen-LLO werden auch kiirzerkettige Oligosaccharide
ibertragen — dann aber praktisch ebenso effektiv wie das Volldngen-Substrat [52]. Da von translo-
ziertem DolPP-GlcNAcsMang herrithrende LLOs maximal bis DolPP-GlcNAc,;Man; luminal pro-
zessiert werden (keine Glucosylierung moglich), stellen diese LLOs, insbesondere aufgrund des
Fehlens der drei Glucose-Einheiten, zweifelsohne ein weitaus schlechteres Substrat fiir die OST
dar als DolPP-GIcNAcyMangGlcs. Wenn sich dennoch ein signifikanter Anteil der proteingebun-
denen Oligosaccharide auf ins ER-Lumen transloziertes DolPP-GIcNAcy,Mang (und damit von der
OST akzeptiertes DolPP-GIcNAcsMany) zuriickfiihren lassen, spricht das fiir einen ernsten Man-
gel an DolPP-GIcNAc;MangGlcs-Substrat (und damit DolPP-GlcNAcy,Many).

Alles in allem heil3t das, da3 zwar in S. cerevisiae algl 1A tatsidchlich substantiell nur die DolPP-
GlcNAcyMany nach DolPP-GIcNAc;Manj prozessierende a1,2-Mannosyltransferase betroffen ist.
Dennoch scheint die nachweislich vorhandene (sonst entstiinde ja absolut kein DolPP-GIcNAc,-
Man,), fiir die Prozessierung von DolPP-GlcNAcyMang nach DolPP-GlcNAcyMan, zustindige,
al,2-Transferase in ihrer Aktivitdt sehr stark eingeschrédnkt. Postuliert man nun einen Komplex
aus diesen beiden Transferasen — wofiir die hier vorliegenden in vitro-Daten sprechen — in dem
beide Enzyme, eng assoziiert, ihre Aktivitit in gewisser wechselseitiger Abhéngigkeit entfalten,
erklart sich dieses Phdnomen ganz zwanglos.

Es gibt also gute Griinde, in der Tat einen Komplex aus Enzym 1 und 2 einerseits und 3 und 4 an-
dererseits anzunehmen. Auf diese Weise wiirde Sorge getragen, da3 einerseits die hochst wichtige
und strukturell komplexe Verzweigung an der initialen, 51,4-gebundenen Mannose korrekt ablauft
(a1,3- und a1,6-Ast), andererseits in schneller Folge beide a1,2-gebundenen Mannosen addiert
und so eine vorschnelle Translokation von DolPP-GIcNAcsMan, zuverlédssig vermieden wiirde.
Denn dies scheint, wie aus [12] ersichtlich (kein LLOM, nachweisbar), zumindest in Aalg/] sehr
effektiv moglich zu sein. Dagegen weist die Akkumulation von DolPP-GlcNAc,Mang in Aalgl]
deutlich darauf hin, daB8 dieses Intermediat erheblich schlechter transloziert wird — was auch phy-
siologisch sinnvoll wire. Denn wie den hier gezeigten in vitro-Experimenten zu entnehmen, ist es
gerade DolPP-GIcNAc;Mang, das im Ablauf der Prozessierung von DolPP-GIcNAcs;Man; nach
DolPP-GlcNAc,Mang als einziges Intermediat in nennenswertem Umfang auftritt.

II1.3.3.2 Vergleichskinetik der DolPP-GlcNAc;Man; - Verlingerung im Solubilisat aus Kon-
trolle und Patient

Unter Anwendung der oben ermittelten experimentellen Bedingungen wurde jeweils eine Kinetik
mit Solubilisat aus Kontroll- und Patientenfibroblasten durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abb. II1.8
dargestellt. Wihrend links in der Kontrolle die Reaktion spétestens nach 8 Minuten abgelaufen
ist und DolPP-GlcNAcsMan; praktisch vollstindig zu DolPP-GIcNAc,;Manjs verldangert wurde, ist
im Patienten nach 16 Minuten noch immer etwa 50 % des DolPP-GIcNAcsMan; Substrats nicht
umgesetzt. Bezeichnenderweise reichern sich so gut wie keine Intermediate an, wie dies beson-
ders nach 2 Minuten in der Kontrolle sehr wohl der Fall ist. Aus dem Experiment geht damit klar
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Abbildung II1.8: Kinetik der GDP-Man-Verldngerung: Kontrolle versus Patient
Oben: Diinnschichtchromatographie der Extrakte aus Lower- und Interphase, Laufmitte]l CHCl3/CH3OH/H2O 65:25:4.1; die Reaktionen wurden bei den
angegebenen Zeiten (Minuten) abgestoppt. Zeit O entspricht dem eingesetzten DolPP-GlcNAcsMan;-Substrat. Unten: Nach Quantifizierung der einzelnen
LLO-Intermediate (PI-Screen/Optiquant) wurde deren jeweilige Anteilsgroe prozentual gegen die Zeit aufgetragen.
Fibroblastensolubilisat aus 56 ug Membranprotein je Reaktion, NP40/P = 2.3 nmol/ug; 3000 cpm DolPP-[1*C]GlcNAc;Man;, 1 mM GDP-Man.
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hervor, dafl beim untersuchten Patienten bereits der Schritt von DolPP-GlcNAcsMan; nach DolPP-
GlcNAcyMan, betroffen ist. Alles, was dieses ,,Nadelohr* passiert, wird offensichtlich mit norma-
len Aktivitdten weiterprozessiert. Andernfalls wire das Ausbleiben jeglicher LLO-Intermediate
zwischen DolPP-GlcNAc,Man; und DolPP-GlcNAc,Mans kaum zu erkldren. Das hielle, dafl der
Defekt von DolPP-GlcNAcsMan; nach DolPP-GlcNAc,;Man, der einzige in der Kette bis DolPP-
GIcNAcsMang wire.

Parallele genetische Analysen von Thiel/Korner aus Géttingen legten nahe, dal das humane Ho-
molog zum Hefe-Alg2p betroffen wire [114]. Die Hefe alg2-Mutante allerdings akkumuliert so-
wohl DolPP-GlcNAc,Man,; als auch, in etwas geringerem Umfang, DolPP-GlcNAc,Man, [38,42].
Da weder klar war, welches Protein ALG2 kodiert, noch in welcher Reihenfolge die Assemblierung
von DolPP-GIcNAcsMan; nach DolPP-GIcNAc,(a1,3Man)a1,6Man stattfindet (ob also zundchst
die a1,3-Transferase und anschlieBend die «1,6-Transferase aktiv wird, oder umgekehrt), war es
unbedingt notig, zwischen beiden Reaktionen differenzieren zu konnen (vgl. dazu Abb. I11.14).

III.4 Suche nach Wegen zu einem definierten DolPP-GlcNAc,-
Mans,-Substrat

Um unterscheiden zu konnen, welche der beiden in Frage kommenden Transferasen defekt wire,
die a1,3- oder die «1,6-Mannosyltransferase, sollte ein definiertes DolPP-GIcNAcy,Man,-Substrat
angeboten werden, in dem entweder die eine, oder die andere Bindung vorliegt. Vorausgesetzt, dies
wiirde in Kontrollzellen verlidngert, konnte aus der Verldngerung oder ausbleibenden Verldngerung
im Patienten auf die Spezifitit des defekten Enzyms geschlossen werden. Im Folgenden werden
die verschiedenen Versuche geschildert, ein solches Substrat zu erlangen.

II1.4.1 TIrrwege
I11.4.1.1 Versuch der Inhibierung der a1,3-Transferase mit GDP

Da Jensen et al. (1981) [48] fiir die a1,3-Mannosyltransferase aus Kaninchenleber Produkthem-
mung bzgl. GDP berichteten (50 % Inhibierung bei 0.6 uM GDP und 2.6 yM GDP-Man) war die
Idee, dieses Enzym evtl. auch in humanen Fibroblasten auf diese Weise hemmen zu kénnen. Zum
einen, um ein spezifisches DolPP-GlcNAcy,Man,-Substrat in Kontrollzellen anzureichern und zu
isolieren, das dann in Patientenzellen zum differentiellen Transferasetest geeignet wire; zum ande-
ren, um evtl. schon im Diinnschichtchromatogramm der Patientenextrakte Riickschliisse erlauben-
de Verdnderungen zu sehen. Denn wie in Abb. II1.8 gezeigt, fehlen in der Patientenkinetik nahezu
vollig Zwischenstufen zwischen DolPP-GIcNAcsMan; und DolPP-GlcNAcyMans. Der Defekt im
ersten, DolPP-GlcNAcsMan, bildenden Enzym, ist so gravierend, da3 die geringe Menge an ge-
bildetem DolPP-GlcNAcysMan, sofort von den folgenden intakten Enzymen verldangert und damit
verbraucht wird. Sollte nun das 2. Enzym die «1,3-Transferase und durch GDP zu hemmen sein,
wire moglicherweise allein aufgrund der ,Jeakyness* des ersten Enzyms eine gewisse Anreiche-
rung von DolPP-GIcNAcsMans zu erwarten; mindestens jedoch sollte dies in der Kontrolle zu be-
obachten sein. Wire jedoch das erste, im Patienten defekte Enzym durch GDP zu hemmen, wiirde
man eine Verstirkung des Patientenphinotyps erwarten (evtl. nahezu iiberhaupt keine Verlidnge-
rung mehr), im Kontroll-Fibroblastenextrakt dagegen ein patientendhnliches Bild. Infolgedessen
wurden zwei Versuche in dieser Hinsicht unternommen:
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1. Im Solubilisat aus Kontrolle wie Patient wurde DolPP-GIcNAc;Man;-Substrat unter Stan-
dardbedingungen mit 1 mM GDP-Man 2 Minuten ohne bzw. in Anwesenheit von 250 und
500 uM GDP inkubiert.

2. Im Solubilisat aus Kontrollzellen wurde wie oben verfahren, jedoch neben 250 und 500 M
noch mit 1 mM GDP inkubiert.

In beiden Fillen war hinsichtlich der prozentualen Anteile der einzelnen Zwischenstufen am Ge-
samtsignal keinerlei Verdnderung bzgl. der Kontrolle ersichtlich; jedoch nahm die Signalstirke
mit steigenden GDP-Konzentrationen signifikant zu, siche Abb. I11.9. In humanen Zellen ist damit
keine der fiir die Schritte von DolPP-GIcNAcyMan; bis DolPP-GlcNAc,;Man; postulierten vier
Mannosyltransferasen durch GDP hemmbar. Andererseits hemmt GDP die offensichtlich auch im
Fibroblastensolublilisat aktive LLO-spezifische Pyrophosphatase, die in Hefe von Belard ez al.
(1988) [5] beschrieben worden war. Infolgedessen beinhalteten spitere Experimente 1 mM GDP
als Pyrophosphataseschutz.
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Abbildung III.9: Versuch, die «1,3-Mannosyltransferase mit GDP zu hemmen. Die Prozentanga-
ben spiegeln die Zunahme der Nettoradioaktivitit mit zunehmender GDP-Konzentration wider, die
unabhiingig von den jeweiligen LLO-Intermediaten ist.

Solubilisat aus Kontrollfibroblasten: 2 Minuten GDP-Man-Verlidngerung von DolPP-GIcNAc,Man; unter
Standardbedingungen (A.2.11.7) und unterschiedlichen GDP-Konzentrationen - Diinnschichtchromatogra-
phie Silica G60, C/M/H 65:25:4.1. Zu sehen sind die DolPP-GIcNAcoMan; -Bande (ganz rechts, das Edukt)
sowie DolPP-GIcNAcoMang und DolPP-GlcNAcyMang (fast am Ursprung). DolPP-GlcNAcsMany wird in
diesem System nicht verniinftig aufgeldst (Schatten dicht oberhalb DolPP-GlcNAcsMans).

II1.4.1.2 Taurocholat-Solubilisierung

Nach Sasak et al. (1984) [101] hemmt Taurocholat die a1,3-Mannosyltransferase. Allerdings wur-
de in dieser Veroffentlichung nicht beleuchtet, ob im Taurocholat-Solubilisat die anderen Man-
nosyltransferasen noch aktiv sind. Insofern wurde versucht, durch Solubilisierung von Kontroll-
fibroblastenmembranen mit unterschiedlich hohen Taurocholat-Konzentrationen in vitro DolPP-
GlcNAcyMan, aus DolPP-GIcNAcsMan; zu gewinnen (Daten nicht gezeigt).

Nur beim kleinsten Detergens zu Protein-Verhiltnis von 1 war tiberhaupt ein Umsatz zu beobach-
ten, jedoch ohne Akkumulation von Zwischenprodukten: Neben wenig DolPP-GlcNAc,Mang war
nur das Endprodukt, DolPP-GIcNAc;Man; deutlich nachweisbar. Hohere Taurocholatkonzentra-
tionen fiihrten zur totalen Inhibierung.
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II1.4.1.3 Schwermetall-Inhibierung

Eine weitere Strategie zur Anreicherung von LLO-Intermediaten zwischen DolPP-GlcNAc,Man;
und DolPP-GlcNAcyMans war der Versuch, die Enzymaktivitit durch Schwermetalle zu hemmen:
Soweit bekannt, sind alle GDP-Man abhingigen Mannosyltransferasen auf Mg?* als Kofaktor an-
gewiesen. Unter der Annahme, unterschiedliche Bindungsspezifitiaten der einzelnen Enzyme hin-
sichtlich Magnesium konnten zu unterschiedlichen Sensitivititen beziiglich zweiwertiger Schwer-
metalle dhnlicher Ionengrofe fithren, wurden folgende Experimente in Gegenwart von den {ibli-
chen 10 mM MgCl, durchgefiihrt:

10 mM Mn?*; Ni?*, Zn?* und Cd?* jeweils 5 und 10 mM.

Mangan hemmte nur geringfiigig, aber ohne Anreicherung eines spezifischen Intermediates. Alle
anderen Schwermetalle inaktivierten schon bei 5 mM alle Transferasen total. Insofern wurde die-
ser Ansatz nicht weiter verfolgt.

II1.4.2 Gewinnung von DolPP-GlcNAc;Mans; iiber Partialverdau von DolPP-
GlcNAcsMan; mit Jack bean o.-Mannosidase

Da es nicht moglich schien in vitro in hinreichendem Umfang ein DolPP-GIcNAc,Man,-Intermedi-
at zu isolieren, das zur weiteren Aufklirung des Patienten-Defekts unbedingt notwendig war, wur-
de versucht, DolPP-GlcNAc,;Man, durch partiellen Mannosidase-Verdau aus DolPP-GlcNAc,;Mans
zu gewinnen. Allerdings war unklar, ob die bekannten und kommerziell verfiigbaren Mannosidasen
auch lipidgebundenes Oligosaccharid spalten. Ein erster Versuch fand ja schon relativ erfolgreich
statt, um die Identitit von DolPP-GIcNAc,Man; zu bestitigen (vgl. I1.4.1). Das hier mit NP40
geringer Konzentration in Losung gebrachte DolPP-GlcNAcsMan; wurde allerdings deutlich un-
vollstindiger prozessiert als die gleiche Menge freien Oligosaccharids. Entweder hemmte Dolichol
an sich, oder aber das Detergens war der Mannosidase abtridglich. Doch eventuell wire es ja mog-
lich, ganz ohne Detergens zu arbeiten und das LLO-Substrat iiber Ultraschall in Reaktionspuffer
zur Dispersion zu bringen. In wisserigem Medium sollten Mizellen mit nach aulen gerichteten
(hydrophilen) Oligosaccharidresten entstehen und damit zuginglich fiir die gut 16slichen Manno-
sidasen sein.

Um DolPP-GIcNAcsMans zu DolPP-GlcNAc,;Man, zu prozessieren kamen nun zwei kommerziell
erhiltliche Enzyme in Frage:

1. a-Mannosidase aus ,,Jack bean meal®, deren Spezifitit im Produktdatenblatt (Glyko) als auch
in der Originalveroftentlichung zu diesem Enzym der Gruppe um Kobata [112] mit Mana1-
2,6>3Man angegeben wurde, sich im Laufe dieser Arbeit, im Einklang mit einer spéteren
Veroffentlichung der Kobata-Gruppe [126], aber als Mana1-2,3>6Man herausstellte.

2. Eine Mannosidase, die urspriinglich aus Xanthomonas manihotis isoliert wurde [123], nun
aber rekombinant aus E. coli von Calbiochem erhiltlich ist. Deren Spezifitit wird mit Mana/1-
2,3Man angegeben.

Im Weiteren wurde mit der Jack bean c.-Mannosidase gearbeitet.

In ersten Versuchen zum Mannosidaseverdau stellte sich heraus, daf3 dispergiertes LLO bei einer
37°C-Inkubation an die Oberfliche steigt, sich somit von der 16slichen Mannosidase trennt. Da-
her wurde ein Eppendorf Thermo-Mixer mit einer Deckelheizung versehen, die ein Kondensieren



I11.4 Suche nach Wegen zu einem definierten DolPP-GlcNAc;Man,-Substrat 77

verhinderte (undbedingt notwendig bei einem Reaktionsendvolumen von nur 15 pl zum Verdau).
Andererseits war so ein effektives Durchmischen moglich und die Dispersion blieb erhalten.

Um geeignete Bedingungen fiir die Substratgewinnung zu finden, wurde nun systematisch die
Menge an Jack bean Mannosidase sowie die Inkubationszeit reduziert. Ein Optimum (iiberwie-
gend DolPP-GIcNAcyMany, nach HPLC-Analyse) war erreicht bei 1/4 U/ml und 50 Minuten In-
kubation bei 37°C. Je Einzelverdau kamen 40.600 cpm LLO[®*H]Mans-Substrat zum Einsatz, das
aus in vivo-[*H]Man-Markierung von Hefe alg3-Mutanten (A.2.7) gewonnen worden war.

I11.4.3 Nachweis der Identitit des aus Jack bean o-Mannosidaseverdau
gewonnenen DolPP-GlcNAc;Mans als DolPP-GleNAcs51,4Man-
al,6Man

Bei dem aus Jack bean Mannosidaseverdau von DolPP-GIcNAc,Man; gewonnenen DolPP-
GIcNAcyMan, konnte es sich entweder um Mana1-3Man31-4GlcNAc,-PPDol oder aber um
Mana1-6Man1-4GIlcNAc,-PPDol handeln. Nach Angaben des Herstellers sowie der dort zitier-
ten Veroffentlichung von Tadashi ef al. [112] war ersteres anzunehmen. Zur Uberpriifung der Iden-

M M, M,
260 -
-‘c;m \ 4 700 cpm
] . . ; .
=
o
2,
Z =
2 =
=
RS 2
e}
s 130 i :
s 1 ® 350
« L e
s
Mo ABL an - ] \J‘
L‘ < r\v’\”"‘\ }‘L L._ PR S Y
ol o e —
18 20 38 12 20 38

Zeit [min]

Abbildung III.10: Analytischer Verdau des DolPP-GlcNAcsMan,-Substrats aus Jack bean

Mannosidase-Verdau nach Hydrolyse:

Links: Verdau mit a1-2,3-spezifischer Mannosidase; rechts: Verdau mit a1,6-spezifischer Mannosidase. Je-
weils HPLC-Elutionsprofile, M; = GlcNAcsMan;, My = GlcNAcoMans.

Das Profil links entspricht genau dem Profil unverdauten GlcNAcsMang, das bei dieser Préaparation auch
etwas GlcNAcyoMan; enthielt.
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titdt wurde DolPP-GlcNAcesMan, mildsauer hydrolysiert.

Die eine Hilfte wurde mit einer Mana1-2,3Man spezifischen Mannosidase aus Xanthomonas ma-
nihotis [123] verdaut (Calbiochem). Deren Aktivitit bzgl. der Man«/1-3Man-Bindung war vorher
iberpriift worden. Der Verdau erfolgte mit 10 U Mannosidase (5 pl Enzym wie geliefert) 24 h bei
37°C (Abb. II1.10, links). Ndheres zur Methodik ist unter A.2.8.2 beschrieben.

Die andere Hilfte wurde mit einer ebenfalls aus Xanthomonas manihotis stammenden [123] Mana1-
6Man-spezifischen Mannosidase (Calbiochem) verdaut (1.125 mU Enzym bei 37°C 3.5 h, siehe
A.2.8.3): Abb. II1.10, rechts.

Wie aus den HPLC-Analysen beider Verdaue in Abb. III.10 ersichtlich, handelt es sich also bei
der zweiten Mannose des vorliegenden DolPP-GlcNAc,;Man,-Substrats um die «1,6-, nicht wie
erwiinscht und erwartet die «1,3-Verkniipfung.

Die hier gefundene, von der Produktbeschreibung abweichende, Spezifitit des Enzyms wird durch
eine zweite Veroffentlichung der Gruppe um Kobata bestétigt [126].

IIL.S Ein neuer CDG-Fall, Subtyp Ii: Identifizierung und bio-
chemische Charakterisierung als Defekt im humanen
ALG2 Gen

III.5.1 Im Enzymsolubilisat aus Patientenzellen ist die Verlingerung von
DolPP-GlcNAcy;Man; zu DolPP-GlecNAcsMan, defekt

Nachdem bereits aus den vorangegangenen Experimenten ein Defekt im Schritt von DolPP-
GlcNAc,Man; nach DolPP-GlcNAcs,Man, wahrscheinlich erschien (Diinnschichtchromatographie-
en, siche Abb. IIL.8), erfolgte eine bestitigende HPLC-Analyse - wegen der besseren Trennlei-
stung. Solubilisat aus Kontroll- und Patientenzellen wurde nach Standardmethoden A.2.11.7 ge-
wonnen und mit GDP-Man sowie DolPP-['*C]GIcNAc;Man; umgesetzt. Die Aufarbeitung
(A.2.11.9) sowie HPLC-Analyse (A.3.1) erfolgte wie im Methodenteil vermerkt. Aus Abb. III.11
geht klar hervor, da3 die Reaktion von DolPP-GIcNAc,;Man; bis DolPP-GIcNAcsMans im Solu-
bilisat aus Membranen von Kontrollzellen innerhalb von nur 4 Minuten nahezu quantitativ ablauft.
Dabei sind bei 2 Minuten alle Intermediate von DolPP-GlcNAc,Man; bis DolPP-GlcNAcoMans
prasent, besonders dominant DolPP-GIcNAcoMang (wie auch schon in den Diinnschichtchroma-
tographieen Abb. III1.6 und III.8). Ganz anders im Patienten-Solubilisat, wo selbst nach 4 Minu-
ten nicht mehr als eine Andeutung von Mans-Oligosaccharid zu detektieren ist — ohne daf da-
bei Intermediate gleich welcher Art auftriten. Folglich muf3 im Patienten der Schritt von DolPP-
GlcNAcyMan; nach DolPP-GIcNAcs;Man, betroffen sein. Folgerichtig sind auch keine Interme-
diate nachzuweisen, da die nachfolgenden, in normaler Geschwindigkeit ablaufenden Reaktio-
nen keine Anhdufung von Zwischenstufen zulassen. Dagegen verliduft die Reaktion von DolPP-
GlcNAc, nach DolPP-GlcNAcsMan; vollig normal (siehe 111.5.3).

II1.5.2 Das defekte Patientengen ist das humane Ortholog zum ALG2 aus
Saccharomyces cerevisiae
Untersuchungen von Thiel und Korner zufolge, die zusammen mit den vorliegenden Ergebnissen

in [114] verdffentlicht sind, war nach metabolischer Markierung mit [*H]Man auch eine, aller-
dings deutlich untergeordnete, Akkumulation von DolPP-GlcNAcsMans in vivo zu beobachten,
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Abbildung III.11: In vitro assay:

Dol-PP-GIcNAcysMan; + X GDP-Man — Dol-PP-GlcNAcsMan, ,, + X GDP

HPLC-Profile; links: Kinetik mit Kontrollfibroblasten-Solubilisat von 0O bis 4 Minuten; rechts:
Patientenfibroblasten-Solubilisat 4 Minuten Reaktion, sowie schematische Darstellung der Reaktionsfolge
bis DolPP-GlcNAcyMans mit Kennzeichnung des Patientendefekts.

die in vitro nicht zu bestdtigen war (vgl. Abb. III.11). Dies erinnerte an den Phinotyp der alg2-
I-Mutante bei S. cerevisiae (vgl. Abb. I11.14) [42]. Bei Uberpriifung des Genotyps des Patienten
zeigte sich in der Tat, dal Mutationen im prasumptiven humanen ALG2 Ortholog nachzuweisen
sind: Das viterliche Allel des Patienten wies eine Substitutionsmutation auf (G393T), was instabi-
le Transkripte zur Folge hat, das miitterliche Allel war mit einer Einzelnukleotiddeletion behaftet
(A1040G), was zu einem Frameshift fiihrt, die Stabilitit der m-RNA aber unberiihrt 1463t [114].
Infolgedessen schien es wichtig zu iiberpriifen, ob die aufgrund von Sequenzihnlichkeiten ver-
bunden mit dem alg2-/-dhnlichen Phinotyp postulierte Orthologie tatsdchlich gegeben ist. Daher
wurde sowohl die cDNA des potentiellen hALG2 als auch die des miitterlichen Allels (A1040G)
in einen Hefe Shuttle-Vektor unter Kontrolle des PMA I-Promotors kloniert und jeweils, wie auch
der leere Vektor, in die S. cerevisiae alg2-1-Mutante transformiert (A.4.4). In den Abb. III.12 und
II1.13 sind die an den transformierten Staimmen gemachten Untersuchungen zusammengefaft.

Zunichst wurde der in vivo-Pool an lipidgebundenen Oligosacchariden analysiert. Nach 30 Mi-
nuten metabolischer Markierung mit [2-*H]Mannose wurden die kurzkettigen, relativ unpolaren
LLOs mit CHCl3/CH30H, die ldangerkettigen mit CHCl3/CH30H/H,O extrahiert (A.2.7). Durch
mildsaure Hydrolyse wurden die Oligosaccharide vom Dolicholrest abgespalten (A.2.11.9) und
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tiber HPLC aufgetrennt (A.3.1). Wie aus Abb. III.12 ersichtlich, ist der C/M-Extrakt der alg2-
I-Mutante transformiert mit dem humanen ALG2-Homolog (hWt) aus Kontrollzellen praktisch
frei von kurzkettigen LLOs. Anders dagegen der mit dem humanen A1040G ALG2-Homolog
aus Patientenzellen (hPat) transformierte Klon: Hier sind ein deutlicher Peak an der Position des
GlcNAcyMan; -Standards sowie evtl. eine marginale Fraktion von GlcNAc,Man, zu beobachten.

Damit im Einklang die HPLC-Profile der C/M/H-Extraktion (Abb. III.13 oben). Bei Expressi-

Hefe alg2 + hALG2 WT Hefe alg2 + hALG2 Pat

200,
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My 2

| |
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Abbildung I1I.12: Komplementation der alg2-1 Hefemutante mit Patientengen und humanem Kon-
trollgen: C/M-LLO-Extrakt
Siehe Untertext der Abb. II1.13 zur weitergehenden Erlduterung

on des humanen Kontrollgens in alg2-1 findet sich die fiir den LLO-Pool des Endoplasmatischen
Reticulums charakteristische Verteilung. Die Zellen mit humanem Patientengen hingegen zeigen
praktisch keine ldngerkettigen Oligosaccharide, dagegen ungewdhnlich viel an Tri- und Tetrasac-
charid (M; bzw. M,).

Eine weitere Untersuchung galt dem Wachstumsverhalten der mit hWt, hPat bzw. dem leeren Vek-
tor transformierten alg2-1-Klone. alg2-1 zeigt einen deutlichen Wachstumsphinotyp bei 30°C,
wichst aber anndhernd normal bei der permissiven Temperatur (25°C). In Abb. I11.13 Mitte ist die
bei 30°C besonders deutliche Komplementation des Wachstumsphinotyps durch das humane Ho-
molog aus Kontrollzellen klar erkennbar. Dagegen zeigt sich das humane Homolog des Patienten
ebenso wirkungslos wie der Vektor.

Zuletzt wurde noch die proteingebundene Glykosylierung der vorgestellten drei Klone analysiert.
Dazu wurde die Carboxypeptidase Y (CPY) untersucht. Die CPY der Hefe ist eine vakuolire Se-
rinprotease und wird vom PRCI-Gen kodiert [115]. Sie ist ein Glykoprotein und verfiigt iiber vier
N-Glykosylierungsstellen. Aufgrund einer 2 kDa groB8en Signalsequenz erfolgt die Translokation
in das ER. Die Priproform der CPY besitzt ein Molekulargewicht von 59.5 kDa. Im ER erfolgt
nach Abspaltung der Signalsequenz die core-Glykosylierung, aus der dann die 67 kDa pl-Form
hervorgeht. Die weitere Prozessierung der vier core-Ketten des Proteins beginnt noch im ER und
wird nach dem Transport in den Golgi-Apparat dort fortgesetzt. So entsteht zunichst die p2-Form
mit 69 kDa, die dann durch Abspaltung der 8 kDa groen Prosequenz in die reife, proteolytisch



I1L.5 Ein neuer CDG-Fall, Subtyp Ii: Identifizierung und biochemische Charakterisierung
als Defekt im humanen ALG2 Gen 81

aktive m-Form mit 61 kDa iibergeht.
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Abbildung I1I.13: Komplementation der alg2-1 Hefemutante mit Patientengen und humanem Kon-
trollgen

HPLC-Profile: Abb. III.12 C/M-, diese Abb. oben C/M/H-Extrakte nach metabolischer Markierung mit
3H-Man. Nach mildsaurer Hydrolyse erfolgte die Auftrennung via HPLC nach Standardmethoden. M ;(G3)
beziehen sich auf die Oligosaccharid-Standards GlcNAcoMan,(Gs). Mitte: Wachstum von S. cerevisiae
alg2-1-Zellen, transformiert mit dem Vektor, dem humanen Kontrollgen (hWt) oder dem Patientengen
(hPat) bei permissiver (25°C) oder restriktiver (30°C) Temperatur. Unten: Glykosylierungsstatus der Car-
boxypeptidase Y bei permissiver (25°C) und restriktiver (36°C) Temperatur. Metabolische Markierung mit
355-Methionin (30 min), Immunprizipitation und SDS-PAGE; die Position der maturen CPY im Wildtyp
(mCPY) sowie die unterglykosylierten Formen sind rechts vermerkt.
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Dem untersten Teil der Abb. II1.13 kann nun die Glykosylierung der CPY aller drei Klone entnom-
men werden: Nach in vivo-Markierung mit [3°S]-Methionin, durchgefiihrt bei permissiver (25°C)
als auch restriktiver (36°C) Temperatur und Immunprizipitation (A.2.9) erfolgte die Auftrennung
via 8 % SDS-PAGE. Bei permissiver Temperatur zeigen praktisch alle untersuchten Klone noch
die beim WT dominante 61 kDa Bande, wenngleich bereits unterglykosylierte Formen bei den
mit Vektor und hPat transformierten Klonen zu erkennen sind. Bei 36°C fehlt dann bei den Letzt-
genannten die 61 kDa Bande, die der mit vier N-gebundenen Oligosaccharidketten vollstindig
glykosylierten CPY entspricht, vollig. Vorhanden sind die -1, -2 und -3-Formen sowie das vollig
unglykosylierte Protein. Dagegen besteht die Hauptfraktion der aus dem mit hWt transformierten
Klon isolierten CPY aus der vollstindig glykosylierten Form mit etwa 61 kDa. Leichtere (-1 und
-2) Formen sind nur in geringem Ausmalf} vorhanden.

Aus der Untersuchung der LLO-Pools, des Wachstumsphénotyps und der CPY-Glykosylierung der
mit dem Vektor, hWt bzw. hPat transformierten Klone muf} folglich von einer Komplementation
des Defekts der Hefe alg2-1-Mutante durch das humane Kontrollgen, nicht jedoch durch das Pati-
entengen ausgegangen werden. Das defekte Gen im untersuchten Patienten ist also in der Tat das
Ortholog zum S. cerevisiae ALG2 und der Defekt ursédchlich fiir den biochemisch beobachteten
Glykosylierungsphénotyp.

In Abb. III.14 ist der von Robbins et al. ermittelte biochemische Phénotyp fiir die S. cerevisiae
alg2-1-Mutante dargestellt. Nach mildsaurer Hydrolyse waren die [*’H]Man-markierten Oligosac-
charide auf einer Bio-Gel P4-Siule getrennt worden [42]. Daneben ein Schema, das die mogli-
che Reaktionsabfolge sowie die mogliche Funktionalitit von Alg2p (und damit den Block in der
Prozessierung, dargestellt mit durchgestrichenem Pfeil) skizziert. Wie zu ersehen, ist es bisher un-
klar, wie es zur Akkumulation von iiberwiegend DolPP-GIcNAcsMan;, daneben aber auch einer
signifikanten Population von DolPP-GlcNAcy;Man, kommt. In dieser wie einer fritheren Verof-
fentlichung zur alg2-Mutante [38] werden sich widersprechende Hypothesen ins Feld gefiihrt, von
denen jedoch keine mit den bisherigen experimentellen Daten zu widerlegen war. Mit dem eta-
blierten in vitro Test und einem definierten DolPP-GlcNAcsMan,-Substrat sollte daher versucht
werden, Klarheit zu gewinnen.
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Abbildung III.14: Der biochemische Phédnotyp von S. cerevisiae alg2-1 nach Robbins et al. [42]:
Nach wie vor bleibt unklar, fiir welche Transferaseaktivitit Alg2p steht. Auch die enzymatische Abfolge
liegt im Dunkel: a1,3Man vor «1,6Man, oder umgekehrt?
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II1.5.3 Im Solubilisat aus Fibroblasten mit einem defekten humanen ALG?2
ist die a1,3-Mannosyltransferase betroffen

Das, wie unter I11.4.2 dargestellt, enzymatisch gewonnene DolPP-GlcNAc,Man,-Substrat, dessen
Identitét unter II1.10 als DolPP-GIcNAc,31,4Mana1,6Man ermittelt worden war, wurde nun als
Substrat in einer Elongationsreaktion eingesetzt. Im Solubilisat aus Kontroll- sowie Patientenfibro-
blasten (A.2.11.7) wurden ca. 7.000 cpm LLO[*H]Man,-Substrat mit I mM GDP-Man inkubiert.
Zu jeweils 4 und 10 Minuten wurde die Reaktion gestoppt, aufgearbeitet und iiber HPLC analy-
siert. Um sicher zu gehen, daB3 prinzipiell auch das Patienten-Solubilisat Transferaseaktivititen auf-
weist, nur eben nicht in der hier spezifisch getesteten Reaktion, wurde auch ein Aliquot Patienten-
wie Kontrollsolubilisat mit DolPP-GlcNAcs und 1 mM GDP-Man unter sonst gleichen Bedingun-
gen getestet. Nach 12 Minuten war im Patientensolubilisat eine praktisch quantitative Elongation
zu DolPP-GIcNAcsMan; erfolgt, mit nur geringem Anteil ldngerkettiger LLOs, im Kontrollsolu-
bilisat hingegen war der iiberwiegende Anteil bereits zu DolPP-GlcNAc,Man; umgesetzt worden.
Dies bestitigt sowohl die Funktionalitéit des Solubilisats, als auch der 51,4-Mannosyltransferase
des Patienten (keine Abb.).

In Abb. III.15 ist nur die 10 Minuten-Reaktion dargestellt, da hier die Unterschiede zwischen
Kontrolle und Patient am deutlichsten hervortreten. Nach vier Minuten Reaktion iiberwiegt in der
Kontrolle der M3-Peak noch deutlich gegeniiber dem Mjs-Peak (M : M3 : M5 etwa 4.7 : 3 : 1),
was in dieser Art bereits in einem unabhéngigen Vorexperiment mit einer anderen Charge DolPP-
GIcNAc;Mans-Substrats zu beobachten war.

In der Kontrolle findet also eine Verldngerung des angebotenen Substrats statt, ganz im Gegensatz
zum Patienten, wo nur zwei marginale Peaks an der M3- sowie der M5-Position von einer mini-
malen Restaktivitdt zeugen. Vergleicht man allerdings den zeitlichen Ablauf der Reaktion mit der
Verlingerung des DolPP-GIcNAc;Man; -Substrats in Abb. II1.11, wo nach 4 Minuten die Reaktion
quasi abgeschlossen war, so fillt der deutlich langsamere Umsatz des hier angebotenen DolPP-
GlcNAcyMan,-Substrats auf. Unter der Pramisse, daf sich die a1,3-Mannosyltransferaseaktivitit
und die a1,6-Mannosyltransferaseaktivitit in zwei distinkten Proteinen manifestieren, codiert von
je einem eigenstidndigen Gen, lassen sich folgende Schlu3folgerungen ziehen:

1. Aufgrund der Ergebnisse aus der Verldngerung von DolPP-GIcNAc,, die im Patienten bei
DolPP-GIcNAcsMan; zum Stillstand kommt, wie auch den analogen Ergebnissen mit dem
DolPP-GIcNAcsMan; -Substrat, das weitgehend nicht umgesetzt wird (vgl. Abb. II1.11), muf3
ein Defekt bereits in der ersten Transferasereaktion im Anschluf3 an die 31,4-Mannoseiibertra-
gung angenommen werden.

2. Der Patient ist mit groBer Wahrscheinlichkeit ausschliefllich in der ersten Transferasereak-
tion nach $1,4-Man defekt: Eine ,leakyness® im h-alg2-Defekt, wie in Abb. III.8 zu er-
kennen, fiihrt sehr wohl im Laufe der Zeit zur Bildung von DolPP-GlcNAc;Mans, wenn-
gleich sehr viel langsamer als in der Kontrolle. Dabei sind, neben dem Substrat, DolPP-
GlcNAcyMan,, und dem Endprodukt, DolPP-GlcNAc,Mans, praktisch keine Zwischenstu-
fen in bedeutsamen Mengen vorhanden. Daraus allerdings mul3 gefolgert werden, daf} al-
le Reaktionen in normaler Geschwindigkeit ablaufen — auler der Mannosyltransferasere-
aktion zu DolPP-GlcNAcsMan,. Wire beispielsweise auch die folgende Transferase von
DolPP-GlcNAc,;Man, nach DolPP-GlcNAc,Mans in ernster Weise betroffen, wiirde man
eine Akkumulation von DolPP-GIcNAcyMan, erwarten, jedenfalls deutlich mehr DolPP-
GlcNAc;Mans-Intermediat als DolPP-GIcNAc,Mans, da dieses Intermediat dann mit Nor-
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Abbildung II1.15: In vitro assay mit aus DolPP-GIcNAc,Man; durch enzymatischen Abbau ge-
wonnenem DolPP-GIcNAc,;Mans-Substrat:

Dol-PP-GIcNAc,51,4Mana1,6Man + X GDP-Man — Dol-PP-GIcNAc,Many . + X GDP
Links die HPLC-Profile, rechts die fiir das angebotene Substrat vorgeschlagene ,.alternative Route*. Der
Block im Patienten aufgrund des /-alg2-Defekts ist in beiden Routen jeweils mit einem durchgestrichenen
Pfeil gekennzeichnet, das angebotene Substrat mit der grau schattierten Box hervorgehoben.

malgeschwindigkeit, ohne sich anreichern zu konnen, sofort umgesetzt wiirde. Dies ist je-
doch weder in Abb. III.8 (siehe Quantifizierung), noch in Abb. III.11 zu erkennen.

3. Aus der Unfihigkeit des Patientensolubilisats, das eingesetzte DolPP-GIcNAc,31,4Manal,6-
Man-Substrat zu verldngern, muf nun auf einen «1,3-Mannosyltransferasedefekt geschlos-
sen werden. Das ALG2-Gen mul also die a1,3-Mannosyltransferaseaktivitét codieren.

4. Die Tatsache einerseits, dal3 der Patient trotz Punkt (2) zumindest in vitro ausschlieBlich
DolPP-GIcNAc;Man; akkumuliert und andererseits der Umsatz des angebotenen DolPP-
GlcNAc,41,4Manal,6Man-Substrats in der Kontrolle ungewohnlich langsam vonstatten
geht, 146t einen weiteren Schluf} zu:

Die natiirliche Abfolge der Reaktionen besteht in der Elongation des DolPP-GIcNAc,Man; -
Intermediates zunéchst durch die a1,3-Mannosyltransferase und erst im Anschluf die a1,6-
Mannosyltransferase. Damit stellt das hier eingesetzte Substrat, DolPP-GlcNAc,31,4Man-
a1,6Man ein unnatiirliches Substrat dar, das quasi iiber einen ,,Seiteneingang*‘ von der «1,3-
Transferase zwar zum Trimannosid umgesetzt wird, jedoch ungleich langsamer als deren
natiirliches DolPP-GlcNAcsMan;-Substrat, das zum Dimannosid umzusetzen ihre ,,norma-
le* Aufgabe ist (vgl. Abb. III.15, Schema rechts). Diese groBe Flexibilitét hinsichtlich des
Substrats scheint die a1,6-Transferase beziiglich des in groBem Uberschuf3 vorhandenen
DolPP-GIcNAc;Man; -Substrats nicht an den Tag zu legen. Allerdings kann der im in vivo
LLO-Pool sowohl beim Patienten als auch in der S. cerevisiae alg2-1-Mutante beobachte-
te, mengenmifBig hinter DolPP-GIcNAcsMan; zuriicktretende, Anteil DolPP-GlcNAc,Man,
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(vgl. Abb. III.14) auf einen geringen Umsatz von unnatiirlich hoch akkumuliertem DolPP-
GlcNAcyMan; durch die al,6-Mannosyltransferase zuriickzufiihren sein. Deren Substrat-
spezifitiat wire mithin auch nicht vollig kompromiBlos. Da einerseits die «1,3-Mannosyltrans-
ferase in beiden Féllen ohnehin weitgehend defekt ist, andererseits DolPP-GlcNAc,51,4Man-
«a1,6Man fiir diese Transferase ein deutlich schlechteres Substrat darstellt als DolPP-GIcNAc,-
Man; (vgl. Abb. II1.15), bleibt das so in Patient wie Hefemutante gebildete DolPP-GlcNAc,-
B1,4Mana1,6Man unprozessiert in dieser ,,Sackgasse* liegen.

Damit wéren nun zwei Fragen geklart:

Einmal verkorpert Alg2p die o1,3-Transferaseaktivitit, was bislang vollig unklar war.
Desweiteren ist, zumindest was den Menschen angeht, die Reaktionsabfolge an der Verzweigungs-
stelle im ,,Zuckerbaum® geklért: Die Verlingerung von DolPP-GlcNAcoMan; geschieht zunichst
durch die a1,3-gebundene Mannose, erst im Anschluf} daran durch die a1,6-gebundene.

III.6 CDG Ig: Identifizierung eines neuen CDG-Subtyps mit
einem Defekt im humanen Algl2p

Ein aufgrund des typischen multisystemischen Krankheitsbildes sowie des Glykosylierungsmus-
ters von Serumtransferrin als CDG-Fall eingestufter Patient wies Untersuchungen von Thiel und
Korner zufolge eine Akkumulation von DolPP-GIcNAcsMan; auf [113]. Daher bestand der Ver-
dacht auf einen Defekt im humanen Homolog zum Saccharomyces cerevisiae Algl12p, einer a1,6-
Mannosyltransferase, die auf der luminalen ER-Seite DolPP-GIcNAc;Man; nach DolPP-GlcNAc,-
Mang prozessiert und auf DolP-Man als Donorsubstrat angewiesen ist.

Ausgehend von einem fiir das Hefeenzym entwickelten Test fiir die Verldngerung von [*H]Man
markierten LLLOs ab DolPP-GIcNAc;Man; aufwirts, wurden die Bedingungen fiir Fibroblasten
angepalt. So zeigte sich, dall Solubilisat (NP40/P = 2.647 nmol/ug) zwar Aktivitdt aufweist und
LLO[*H]Mgs als Edukt partiell bis DolPP-GlcNAcy;Mang verlingert wird, jedoch bei weitem nicht
quantitativ. Im Gegensatz zu Hefe waren im Falle von Fibroblasten Membranen ungleich aktiver
als das Solubilisat. Deshalb wurde lediglich die erforderliche Menge NP40 eingesetzt, um das
LLO-Substrat und DolP-Man in Losung zu bringen und die Reaktion mit einer Rohmembranfrak-
tion aus Fibroblasten durchgefiihrt (siehe A.2.11.9). Als Akzeptorsubstrat wurden jeweils 40.000
cpm DolPP-GIcNAcyMang bzw. DolPP-GIcNAcyMan; eingesetzt, isoliert aus einer Aalg9 bzw.
Aalg12 Hefemutante nach metabolischer Markierung mit [*H]Mannose (siehe A.2.7). Das Donor-
substrat war kaltes DolP-Man (ca. 1 uM). Die Reaktion wurde jeweils durch Zugabe von 150 ug
Membranprotein gestartet und bei 24°C 20 Minuten inkubiert. Als Kontrolle diente fiir jedes Ak-
zeptorsubstrat ein Ansatz ohne Donorsubstrat (DolP-Man) mit Kontrollmembranen (in Abb. II1.16
oben A und D). Wie Teil B und E aus Abb. III.16 oben zu entnehmen ist, wurde in Kontrollmem-
branen sowohl DolPP-GlcNAcsMang (B) als auch DolPP-GIcNAcsMan; (E) effektiv zu DolPP-
GlcNAcyMang verldngert. Patientenmembranen sind zwar in der Lage, DolPP-GIcNAcsMang nach
DolPP-GIcNAcsMany; zu verldngern (C), bei DolPP-GlcNAc,Man; jedoch bleibt die Reaktion ste-
hen (C und F). Der Defekt liegt folglich in der nachfolgenden Transferase begriindet, dem humanen
Homolog zum S. cerevisiae Algl12p.
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Abbildung I11.16: Dolichyl-P-Man:Man;GlcNAc,-PP-Dol Mannosyltransferase-Aktivitit: In vitro
assay mit LLO[*H]Mg bzw. LLO[*H]M; und kaltem DolPMan

Dol-PP-GIcNAc,Mang,7 + X DolP-Man — Dol-PP-GIcNAc,Mang,7., + X DolP

oben: In A bzw. D wurden Kontrollmembranen und LLO-Substrat ohne DolPMan 20 Minuten bei 24°C
inkubiert (control). In B und C wurde DolPP-GlcNAcsMang, in E und F DolPP-GIcNAcsMany; in Kontroll-
bzw. Patientenmembranen mit DolPMan 20 Minuten bei 24°C umgesetzt.

unten: CDG-Subtyp Ig. Ursache ist ein Defekt in der ac1,6-Mannosyltransferase (humanes Homolog zum S.
cerevisiae Algl2p), die im Ganzen gesehen die achte Mannose, bzw. die dritte, von Dol-P-Man stammende
Mannose, als Verzweigung auf den 81,4Mana1,6Man-,, Ast* tibertrigt. Die cytoplasmatisch mit GDP-Man
als Donor iibertragenen Mannosen sind rot, die luminal, vom Donor Dol-P-Man stammenden Mannosen
gelb dargestellt.
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Wie von Thiel/Korner in Kooperation nachgewiesen [113], besteht in der Tat ein Defekt im ent-
sprechenden Gen des Patienten: Im miitterlichen Allel liegt eine Transition von T473C vor, was
zu einer Substitution von Leucin 158 zu Prolin fiihrt, im viterlichen Allel eine Transversion von
C1242G, die Tyr 414 in ein Stopp-Codon iiberfiihrt, so daf die 74 C-terminalen Aminoséduren
fehlen. In Abb. II1.16 unten ist der hiermit beschriebene CDG-Subtyp Ig noch einmal zusammen-
gefalit.
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Kapitel IV

Weitere Arbeiten zur biochemischen

Charakterisierung unbekannter humaner
Glykosylierungsdefekte (CDGs)

IV.1 Grundsatzliche Parameter und Vorgehensweisen

Um die oben beschriebenen Enzymtests fiir humane Fibroblasten aufzubauen, mufiten zunichst
sowohl die Methodik von Zellernte und Zellaufschluf} optimiert als auch die Zellkulturbedingun-
gen in geeigneter Weise standardisiert werden. Im Folgenden soll kurz auf die wichtigsten Punkte
eingegangen werden.

IV.1.1 Optimierung von Zellernte und Zellaufschluf3

Wenn die durch Anwendung von Trypsin von der Unterlage gelosten Fibroblasten nicht pelletiert
wurden, sondern in 35 % Glycerin enthaltenden Tris-Puffer pH 7.4 - 7.5 mit Proteaseinhibito-
ren (der hohe Glyceringehalt verursacht bereits teilweise Permeabilisierung) bei -80°C bis zum
Zellaufschlul und der Membranpriparation eingefroren wurden, konnten deutlich hohere Enzy-
maktivititen insbesondere im Falle der GIcNAc-Transferasen erzielt werden. Noch besser war das
Ergebnis, wenn die so geernteten Zellen in fliissigem Ny ,,schockgefrostet* und dann bei -80 gela-
gert wurden — dem fortan beibehaltenen Standardverfahren.

Zum Zellaufschlufl kam zunéchst gepulster Ultraschall zum Einsatz. Hinsichtlich der OST-Aktivitit
war dieses Verfahren unproblematisch, die empfindlicheren GIcNAcP/GIcNAc-Transferasen je-
doch wiesen von Aufschluf zu AufschluB3 groBere Aktivititsschwankungen auf. Infolgedessen
wurde ein auf hypertonischem/hypotonischem Pufferwechsel basierendes AufschluBBverfahren ent-
wickelt und aufgrund seiner guten Reproduzierbarkeit beibehalten (vergleiche A.2.3).

IV.1.2 Abhingigkeit der OST-, der GPT- sowie der GNT-Aktivitiit von der
Zellkulturdauer und Festlegung der methodischen Parameter

In Abhingigkeit vom Zustand der Zellen zur Zeit der Zellernte war eine gewisse Variabilitit in fiir

die N-Glykosylierung relevanten Enzymaktivititen nicht auszuschlieBen. Dies wiirde insbesondere

groBe Unsicherheiten beziiglich der Diagnose enzymatischer Defekte minderen Ausmafles aufwer-
fen, die ja allein auf den Vergleich zu Referenzexperimenten mit Kontrollzellen beruhen. Deshalb
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wurden fiir die Glykosylierung entscheidende Enzyme in Abhéngigkeit von der Kulturdauer ab
Aussaat ohne weiteren Medienwechsel auf ihre Aktivitit getestet.

IV.1.2.1 Abhingigkeit der Aktivitit von GPT und GNT von der Kulturdauer

Um die Auswirkungen der Teilungsaktivitidt (und damit der Zelldichte bzw. der Zeitspanne seit dem
letzten Medienwechsel) fiir die beiden GlcNAc-Transferasen zu untersuchen, wurde die primére
Fibroblastenkontrolle KO 741 bis zum Tag 9 nach Aussaat (Trypsinieren einer konfluenten Kultur,
Teilung im Verhiltnis 1:4.5) ohne Medienwechsel kultiviert. Nach 6 Tagen war bedingte Konflu-
enz, nach 9 Tagen vollstindige Konfluenz mit etwas hoherer Zelldichte erreicht. An Tagen 3, 6 und
9 war jeweils ein Aliquot geerntet und zum Enzymtest herangezogen worden. Dabei wurden je 145
pg Membranprotein mit 0.05 pCi radioaktivem UDP-[1*C]GlcNAc umgesetzt. Fiir drei und 6 Tage
Kultur wurde auf dieselbe KO 741-Charge wie unter I'V.1.2.2 zuriickgegriffen. Fiir Membranen zur
Analyse der Aktivitidt nach 9 Tagen Kultur war eine unabhingige Charge KO 741-Zellen verwendet
worden. Die Ergebnisse sind als Balkendiagramm in Abb. IV.1 zusammengefaf3t. Bis zu 6 Tagen
dndert sich wenig, dann allerdings findet ein Riickgang der Gesamt-GlcNAc-Lipidmenge auf 81
% bis zu Tag 9 statt, der seine Ursache augenscheinlich in einer Aktivititsabnahme insbesonde-
re von GPT (Alg7ppum) hat: Der Anteil von DolPP-GlcNAc, steigt nicht nur relativ beziiglich
der Gesamtmenge von 51 % bei 3 auf 70.5 % bei 9 Tagen, sondern auch absolut um 12 % an,
withrend DolPP-GIcNAc; fillt, und zwar relativ auf die Gesamtmenge bezogen um 20 %, absolut
sogar um iiber 50 %. Dies erscheint plausibel, da GPT als erste Transferase in der Kette derer,
die den Aufbau der LLO-Kette bis DolPP-GlcNAc,;MangGlcs bestreiten, besonders stark reguliert
sein konnte. In einem Review von Kukuruzinska et al. [74] wird die ALG-Genexpression in Hefe
in Abhingigkeit vom Zellzyklus untersucht, andererseits aber auch die beachtlichen Auswirkungen
einer reduzierten ALG7-Expression auf den Zellzyklus. Von den bisher untersuchten ALG-Genen
scheint insbesondere ALG7 eine groe Bedeutung zuzufallen. Bereits 15 Minuten nach Glucose-
Entzug sinkt der mRNA-Pegel auf 50 % des Ausgangswertes, die Zelle verlat den Zellzyklus und
tritt in die GO-Phase ein. Andererseits zeigen Kinetiken der Wachstumsinduktion zum Wiederein-
tritt in die Proliferationsphase bereits 3 Minuten nach Stimulation einen ALG7-Transkriptanstieg.
Diese schnelle Induktion der Transkription von ALG7 friih in der G1-Phase verhilt sich damit dhn-
lich zum Histon H2A. Andererseits zeigt eine alg7-Mutante mit einer Deletion korrespondierend
zum 3’-untranslatierten Bereich der mRNA und infolgedessen vierfach reduzierter GPT-Aktivitit
Unfahigkeit, nach Glucoseentzug in die GO-Phase einzutreten: Sie zeigt unverdndert einen viel-
knospigen Phinotyp bei hoher Zelldichte. Weitere Auswirkungen auf den Zellzyklus sowie De-
fekte beim Austritt aus dem Zyklus in die Differenzierungsphase nach Stimulierung mit a-Faktor
werden in dieser Veroffentlichung beschrieben.

Folglich kommt zumindest in Hefe der Zellzyklus-abhingigen Regulation von ALG7 erhebliche
Bedeutung zu. Dies konnte sehr wohl dhnlich auch bei hoheren Eukaryonten der Fall sein und im
in Abb. IV.1 beschriebenen Experiment zum Ausdruck kommen: Zwar wurde fiir die Zellkultur
»DMEM High Glucose* verwendet, nach 9 Tagen allerdings ist sicher mit Glucoseknappheit zu
rechnen, und die gleichzeitig reduzierte Zellteilungsrate weist auf einen Eintritt in die GO-Phase
hin. Verhielte sich die menschliche Zelle also dhnlich wie fiir S. cerevisiae beschrieben, wire in
der Tat zu erwarten, was zu beobachten ist: Ein Riickgang der GPT-Transferaseaktivitit.

Nimmt man hier vereinfacht einen linearen Verlauf an (was dem ungiinstigsten Fall entspricht),
wiren nach 7 Tagen noch immer 92 % Aktivitit bezogen auf Gesamt zu erwarten, wobei etwa 62
% auf DolPP-GlcNAcs entfielen. Das schien in Anbetracht der dann wesentlich hoheren Zelldichte
vertretbar. Allerdings ist es @ulerst wichtig fiir die experimentelle Vergleichbarkeit, jeweils nach
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Abbildung I'V.1: Aktivitdt von GPT und GNT in Fibroblastenmembranen in Abhéingigkeit von der
Kulturdauer bzw. des letzten Medienwechsels:

,,DOIPP-GIcNACc1/2* spiegelt die Summe aus DolPP-GlcNAc; und DolPP-GlcNAc, wider, Prozentangaben
beziehen sich auf den Wert bei 3 Tagen. Prozentangaben iiber der DolPP-GIcNAco-S4ule beziehen sich auf
dessen Anteil an der Summe aus DolPP-GIcNAc; und DolPP-GIcNAcs.

Je Reaktion wurden 0.05 pCi UDP-['*C]GIcNAc in Gegenwart von 17 mM MgCly und etwa 25 % Glycerin
mit 145 pg Membranprotein 15 Minuten bei 24°C inkubiert. Als Lipidakzeptor diente das endogene DolP
der Membranen. Details zur Reaktion, der Aufarbeitung und Diinnschichtchromatographie finden sich unter
A.2.11.2. Die Quantifizierung erfolgte iiber einen Diinnschichtscanner mit Proportionalzihlrohr.

der gleichen Kultivierungsdauer bzw. Abstand vom letzten Medienwechsel zu ernten.

IV.1.2.2 Abhingigkeit der OST-Aktivitiit von der Kulturdauer

Die primére Fibroblastenkontrolle KO 741 wurde bis zum Tag 10 nach Aussaat (Trypsinieren
einer konfluenten Kultur, Teilung im Verhiltnis 1:4.5) ohne Medienwechsel kultiviert. Nach 6
Tagen war bedingte Konfluenz, nach 10 Tagen vollstandige Konfluenz mit etwas hoherer Zelldichte
erreicht. An Tagen 3, 6 und 10 war jeweils ein Aliquot geerntet und zum Enzymtest herangezogen
worden. Im Folgenden sind die jeweiligen Aktivitédten tabellarisch protokolliert, wobei 100 % der
Aktivitdt nach 3 Tagen Kultur entspricht (Tab. IV.1). Bei Annahme eines linearen Aktivitéitabfalls
(ungtinstigster Fall) wiren nach 7 Tagen noch immer etwa 93 % der Aktivitit vorhanden, und das
bei guter Zelldichte.
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Tabelle IV.1: OST-Aktivitit von Fibroblastenmembranen in Abhéngigkeit von der Kulturdauer
bzw. des letzten Medienwechsels

Reaktion: 72 pg Membranprotein, 3000 cpm DolPP-[1*C]GIcNAc; und 1.5 mM Hexapeptid wurden
jeweils 7.5 Minuten bei 24°C inkubiert. Fiir weitere Einzelheiten siehe A.2.10.2

Kulturdauer || Glykopeptid | Aktivitit
[Tage] [cpm] [%]
3 938 100
6 923 98.4
10 710 75.7

IV.1.2.3 Festlegung der methodischen Parameter fiir die Zellkultur

Aus den obigen Enzymtests war die Abhidngigkeit vom Medienwechsel in Verbindung mit der
Zelldichte bestimmt worden. Allerdings war nach 6 Tagen bei den meisten hier kultivierten pri-
miren Fibroblasten noch keine vollstindige Konfluenz erreicht.

Untersuchungen zufolge, die O. Wiederer in seiner Doktorarbeit unternommen hatte [122], zeigen
primire Prdaadipozyten aus der Ratte 4 Tage nach der Aussaat bereits Konfluenz. Wird hier ein
Medienwechsel vorgenommen, fillt der [*H]-Thymidin Einbau bis zum 6. Tag kontinuierlich. Ein
neuerlicher Medienwechsel am Tag 6 fiihrt am Tag 7 zu einem erneuten Einbaumaximum von etwa
65 % des Wertes von Tag 4. bzw. 54 % von Tag 2 (hier noch keine Konfluenz). Das heif3t, obwohl
bereits am Tag 4 ein konfluenter Zellrasen vorhanden war, fanden nach dem Medienwechsel am
Tag 6 erneute Teilungen statt, die Zellen riickten noch dichter aneinander. In einem analogen Expe-
riment, beginnend mit Tag 11 und Medienwechsel (statt Tag 4) konnte ein Medienwechsel am Tag
13 keine Steigerung der niedrigen Basaleinbaurate von [*H]-Thymidin am Tag 14 mehr auslosen.
Die Zell-Zell-Kontakte waren nun so ausgepragt, da3 eine vollstiandige Proliferationshemmung die
Folge war.

Analoge Beobachtungen konnten an den hier kultivierten Fibroblasten gemacht werden, allerdings
zeitlich gedehnt. Meist war 7 Tage nach der Aussaat noch keine vollstindige Konfluenz erreicht.
Bei einem Medienwechsel am Tag 7 und Kultivierung bis Tag 14 war hier Konfluenz und eine et-
was hohere Zelldichte zu beobachten. Eine weitere Woche Kultivierung nach Medienwechsel am
Tag 14 fiihrte zu noch hoherer Zelldichte am Tag 21. Die Folgerung unter Einbeziehung der Ergeb-
nisse von Wiederer war, daf} die Teilungsrate in der zweiten Woche Kultur nach Medienwechsel
am Tag 7 nicht wesentlich geringer sein sollte, als in der ersten Woche, sich die Zellen also im
Zellzyklus und also auch in der Expression der getesteten Enzyme am Tag 14 nicht wesentlich
vom Zustand am Tag 7 unterscheiden sollten. Infolgedessen war in der Regel folgender Rhythmus
eingehalten worden: Aussaat am Tag 0, Medienwechsel am Tag 7, Ernte am Tag 14 (Abstand zum
letzten Medienwechsel 7 Tage). Nur bei wesentlich schneller wachsenden Fibroblasten, wo bereits
7 Tage nach Aussaat Konfluenz erreicht war, fand die Ernte am Tag 7 statt, also ebenfalls 7 Tage
Abstand zur Zufithrung frischen Mediums. Auf diese Weise konnten gut reproduzierbare Ergeb-
nisse in den Enzymtests erreicht werden. Weitere Einzelheiten zur Zellkultur sind unter A.1.3.1
beschrieben.
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IV.2 Die Oligosaccharyltransferaseaktivitit in Fibroblasten

Kinetik Um die Oligosaccharyltransferaseaktivitit in Fibroblasten beziiglich eines CDG-Defekts
einschitzen zu konnen, wurde zunéchst eine Kinetik bis 40 Minuten durchgefiihrt. 3000 cpm des
Minimalsubstrats fiir die OST, DolPP-['*C]GlcNAc,, 3 mM Hexapeptid (YNLTSV) und 72 ug
Membranprotein wurden bei 22.2°C die jeweils angegebene Zeit inkubiert. Wie aus Abb. IV.2 zu
ersehen, sind zum Endpunkt der Kinetik (40 Minuten) knapp 60 % des Substrats verbraucht. Die
von Anbeginn abnehmende Reaktionsgeschwindigkeit diirfte daher nicht allein auf eine zeitabhén-
gige Inaktivierung der OST, sondern auf die stetig sinkende Substratkonzentration zuriickzufithren
sein, die ohnehin sehr niedrig ist (etwa 0.23 uM). Unter den gegebenen Reaktionsbedingungen
schienen Testzeiten bis maximal 7.5 Minuten sinnvoll.
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Abbildung IV.2: OST-Aktivitét in Fibroblastenmembranen: Kinetik

3000 cpm DolPP-['*C]GIcNAcy (etwa 0.23 M) wurden mit 3 mM Hexapeptid (YNLTSV) und 72 pug
Membranprotein die jew. angegebene Dauer bei 22.2°C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktionen, die Auf-
arbeitung sowie die Analyse iiber Szintillationszihlung erfolgten wie unter A.2.10.2 beschrieben.

Bestimmung des apparenten K,,-Wertes fiir das Hexapeptidsubstrat Um die Abhingig-
keit von der Peptidkonzentration einschitzen zu koénnen, wurde bei einer DolPP-['*C]GlcNAc,-
Konzentration von etwa 0.38 uM (5000 cpm) die Peptidkonzentration variiert — angefangen bei
187.5 uM bis 4 mM — und in jeweils 3 Minuten dauernden Reaktionen (14.4 % des eingesetzten
Substrats waren bei der hochsten Peptidkonzentration umgesetzt) iiber einen Lineweaver-Burk-
Plot der apparente K, fiir das Peptid-Akzeptorsubstrat bestimmt. Ausfiihrliche ,,steady state*-
kinetische Untersuchungen des Hefe-OST-Komplexes von Karaoglu ef al. [52] legen zwar eine
komplizierte allosterische Aktivierung des Komplexes durch das LLO-Substrat nahe (vgl. Ein-
leitung), hinsichtlich des Peptid-Akzeptorsubstrats verhielten sich die Kinetiken aber konform
mit einem ,,Random Sequential Bireactant System. Nach diesem Modell erfolgt also zunichst
die Bindung eines LLO-Molekiiles in einer regulativen Substratbindestelle. Dies beeinflult dann
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iber (eine) Konformationsidnderung(en) sowohl den K,, fiir das Peptid (kleiner fiir LLOGIcs,
groBer fiir kurzkettigere LLLOs — siehe dazu auch [108]) als auch — im Besonderen — den K,
fiir die Bindung eines zweiten LLOs in der katalytischen LLO-Bindetasche. Die Bindung des
zweiten LLO-Molekiils als auch des Peptid-Akzeptormolekiils erfolgt aber wohl ungeordnet. Im
Lineweaver-Burk Plot schnitten sich dabei die Geraden fiir verschiedene fixe Konzentrationen des
LLO-Substrats bei 1/v = 0, was fiir & = 1 spricht, also gegen eine Anderung der Bindungseigen-
schaften fiir ein Substrat durch die vorherige Bindung des anderen. Unter der Primisse, da} dies
auch fiir das menschliche Enzym so ist, wire fiir diesen Spezialfall (o« = 1) im Lineweaver-Burk
Plot der Schnittpunkt der Gerade mit der X-Achse (1/v = 0) gleich —1/K, [106]. Der fiir das
beschriebene Experiment erhaltene Plot ist in Abb. IV.3 zu sehen.

50 =i

X

N

[cpm/min]
\

N

X

\
\

1y x 10 d Vo
N
o
=

%\7

-
o

N

B e

0 VIIII:I;;I;III; ;IIIII;I’I IIIIIIIII I;;III;II Illllllll lllllllll Illllllll IIIIIIIII LARRARRAN) II;IIIIII IIII;;I;I win
-05 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
1/[S], [S]= mM Hexapeptid

Abbildung IV.3: OST-Aktivitdt in Fibroblastenmembranen: Bestimmung des apparenten Kj,-
Wertes fiir das Hexapeptidsubstrat: 1/vy gegen 1/[S]-Plot

5000 cpm DolPP-['4C]GIcNAcy (etwa 0.38 M) wurden mit Hexapeptidkonzentrationen (YNLTSV) von
187.5 uM bis 4 mM sowie 72 ug Membranprotein jeweils 3 Minuten bei 22.2°C inkubiert. AuBlerdem im
Reaktionsansatz (unabhingig von der Peptidkonzentration): 8.8 % DMSO und 1.4 % Triton X-100. Das
Abstoppen der Reaktionen, die Aufarbeitung sowie die Analyse iiber Szintillationszdhlung erfolgten wie
unter A.2.10.2 beschrieben.

Der Schnittpunkt mit der X-Achse erfolgt bei —0.274 mM !, was einen apparenten K, von 3.65
mM bedeuten wiirde. Dies ist ein vergleichsweise hoher Wert, der aber in einem weiteren Experi-
ment dieser Art mit einer anderen Kontroll-Fibroblastenlinie bestédtigt wurde (3.8 mM). Dies liegt
einerseits sicherlich am LLO-Minimalsubstrat, das nachgewiesenerweise einen hoheren K, fiir
das Peptid zur Folge hat als Volldngensubstrat LLO(Glc)s: 1.5-fach fiir DolPP-GlcNAc,;Mang [52]
bzw. 12-fach fiir DolPP-GIcNAc, [108]. Andererseits konnte dies auch an der Enzympréparation
liegen. Es handelt sich im Ansatz weder um einen solubilisierten Enzymextrakt, noch um ein de-
tergensfreies System. So konnten Schwierigkeiten beziiglich der Verfiigbarkeit des LLLO-Substrats
bzw. des Peptids fiir das Enzym einen hoheren apparenten Kj; bedingen. Beispielsweise hatte
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DMSO, das im Reaktionsansatz aufgrund der unvollstindigen Loslichkeit des Peptids in Was-
ser vorhanden ist (hier 8.8 %), im vergleichbaren Hefeansatz eine Umsatzsteigerung bis zu einer
Konzentration von 19.8 % (im Reaktionsendvolumen!) zur Folge. Dies aber nur bei Einsatz von
Membranen. Bei Einsatz von Solubilisat war je weniger DMSO, desto besser. Da DMSO als Car-
rier verschiedener Stoffe iiber Membranen fungiert, konnte dies die obige Theorie stiitzen.

Ziel war hier allerdings nicht die detaillierte Charakterisierung der menschlichen OST-Aktivitit,
sondern die Charakterisierung der Aktivitdt im vorliegenden in vitro-System zur Ausarbeitung
geeigneter Patiententests, gegebenenfalls in Abhédngigkeit von der Peptidkonzentration, um auch
,.Kar-Mutanten® im Test erfassen zu konnen.

Die apparente V., bei der vorliegenden LLO-Konzentration, ermittelt iiber den Schnittpunkt mit
der Y-Achse (X =0—Y = ﬁ(l + a[g]B ), mit @ = 1), betrigt 466.4 cpm/min, entsprechend
etwa 1.77 pmol/min [106].

Variation der OST-AKktivitiit in Fibroblastenmembranen Um abschitzen zu konnen, wie grof3
die Variabilitat der Oligosaccharyltransferase- Aktivitit in unterschiedlichen Kontroll-Fibroblasten-
linien ist, wurden drei Kontrollen parallel getestet und deren Mittelwert (KO @ in Abb. IV.4) be-
stimmt. Demnach kommt es zu Abweichungen vom Mittelwert um bis zu 15 %. Die mit analy-
sierten Patienten sind nicht in der OST, sondern in anderen Enzymen des Glykosylierungsweges
defekt. Entsprechend weichen sie relativ wenig vom Mittel der Kontrollen ab (maximal 12 %).

Glykopeptid [cpm]
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Abbildung IV.4: Variation der OST-Aktivitét in Fibroblastenmembranen unterschiedlicher Kon-
trollen und Patienten mit Defekten anderswo im Glykosylierungspfad

3000 cpm DolPP-['4C]GIcNAc, und 3 mM Hexapeptid (YNLTSV) wurden mit 72 xg Membranprotein
7.5 min bei 24°C inkubiert, abgestoppt und iiber Szintillationszdhlung quantifiziert. Weitere experimentelle
Details sind unter A.2.10.2 beschrieben.

Andererseits wurden in hier nicht dargestellten Experimenten fiinf unterschiedliche Membraniso-
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late einer Fibroblastenlinie analysiert, um experimentelle Schwankungen von der Zellkultur bis
zur Reaktion zu erfassen. Hier waren die Differenzen untereinander mit 2-4 % sehr gering.

Aufgrund der relativ hohen Variabilitit der OST-Aktivitdt zwischen unterschiedlichen Fibroblas-
tenlinien ist es demnach wichtig, jeweils mehrere verschiedene Kontrollen neben den Patienten-
membranen im Test zu haben. Die Abweichung vom Mittel der Kontrollen muf3 dann deutlich
hoher als 15 % sein, um auf einen OST-Defekt schliefSen zu konnen.

Dagegen ist die Reproduzierbarkeit des OST-Tests in Bezug auf eine diskrete Fibroblastenlinie
sehr gut.

IV.3 Ein CDG-Fall mit mutiertem RPN2: Polymorphismus oder
OST-Defekt im Patienten ,,DE ?

Ein CDG-Patient (,,DE*) war von Matthijs und Mitarbeitern aufgrund einer Mutation im RPN2-
Gen (Ribophorin II) als potentieller OST-Defekt eingestuft worden. Rpn2p ist homolog zum es-
sentiellen Hefe-SWPI und Bestandteil des OST-Komplexes aus Sdaugern. Den aktuellen Stand hin-
sichtlich der Sduger-OST gibt die Veroffentlichung von Nilsson et al. [90] wieder.

Zur Bestitigung und Erhirtung des genetischen Befundes wurden enzymatische Tests durchge-
fiihrt, deren negative Ergebnisse hinsichtlich der OST — positiv jedoch hinsichtlich zweier En-
zyme des LLO-pathways — im Folgenden beschrieben werden. Als Proteinquelle wurden sowohl
Lymphoblasten-Linien als auch Fibroblasten aus Kontrollen sowie Patienten selbst kultiviert
(A.1.3.1, A.1.3.2).

IV.3.1 Untersuchungen zur Oligosaccharyltransferase-Aktivitit mit kurz-
kettigen LLO-Intermediaten

Zunichst unternommene Untersuchungen der Enzymaktivitit in Lymphoblastenmembranen un-
ter Standard-Testbedingungen (DolPP-['*C]GIcNAc, und Hexapeptid YNLTSV) hatten keinen er-
sichtlichen OST-Defekt im Vergleich zu Kontrollen zu Tage fordern konnen. Die Frage war nun,
ob nicht vielleicht das hier vorliegende Minimalsystem die Ursache sein konnte: Ein sehr kurzes
Akzeptorpeptid sowie der kiirzest mogliche LLO-Donor, der in vitro noch zum effektiven Transfer
fiihrt, in vivo aber nicht als Substrat fungiert, unter anderem vermutlich aus topologischen Griinden
(cytoplasmatische Orientierung).

Dem ersten Gesichtspunkt wurde mit einem ldngeren, 14 Aminosédure-Peptid (GGHRRASVYNS-
TSV) Rechnung getragen. Insbesondere wegen des hier vorliegenden Sequons NST, mit Serin an
der X-Position und Threonin an dritter Stelle, weist dieses Peptid im Vergleich zum Standard-
Hexapeptid einen etwa um die Hilfte reduzierten K,-Wert auf. Entsprechend kamen im Standard-
Assay nur 1.5 mM zum Einsatz (vgl. 3 mM mit YNLTSV).

Dem zweiten Gesichtspunkt wurde zundchst nur bedingt Rechnung getragen, indem DolPP-
[1*C]GlcNAcy;Man; als Substrat verwendet wurde. Dies ist ein geringfiigig besserer Donor als
DolPP-GIcNAc,. Die Hoffnung war, mit der zusétzlichen Mannose eventuell weitere entscheiden-
de Bindungsparameter des Enzyms hinsichtlich des LLO-Substrats erfassen zu kénnen, ohne die
experimentelle Basis des Tests dndern zu miissen (siehe unten).

Zwei derartige Experimente sind in Abb. IV.5 zusammengefallt. Wie ersichtlich, war die OST-
Aktivitdt in ,,rpn2“-Membranen nur unerheblich (17 %) niedriger als in den Kontrollen. ,,US*
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Abbildung IV.5: Oligosaccharyltransferasetest von prasumptiven rpn2-Fibroblasten und Kontrol-
len: DolPP-GlcNAc,Man; und 14er Peptid, 5 und 7 Minuten

Folgende primére Fibroblastenlinien wurden untersucht (fiir alle auler ,,V. Day 1I* je zwei unabhdngige
Experimente, das heiit Membranen aus unterschiedlichen Zellernten, mit Angabe des Standardfehlers des
Mittels (SEM) iiber Fehlerbalken):

1) Kontrollen: V. Day II, ohne Defekt; 167, CDG1a-Carrier, ohne Phéanotyp; 199, CDG1a (Defekt in Phos-
phomannomutase) — Kontrolle in Hinsicht auf mogliche indirekte Auswirkungen anderer Glykosylierungs-
storungen auf die OST-Aktivitt;

2) Patienten: DE, prasumptiver rpn2-Defekt; US, Hinweise auf CDG-Typ I, spiter als Defekt in AIg7p pum
identifiziert [125];

Inkubationsbedingungen: Je 145 pyg Membranprotein wurde mit 1.5 mM 14er Peptid und 3000 cpm
DolPP-['4C]GIcNAcyMan; bei 25°C die jeweils angegebene Zeit umgesetzt, abgestoppt und aufgearbei-
tet wie unter A.2.10.2 beschrieben. Eine 0-Kontrolle fiir 6 Minuten wurde jeweils subtrahiert.

wies dabei sogar eine etwas niedrigere Aktivitit auf. Der Glykosylierungsdefekt dieses Patienten
wurde spiter auf das humane Alg7p (GPT) zuriickgefiihrt [125].

Um diesen negativen Befund weiter abzusichern, wurde ein analoges Experiment durchgefiihrt,
jedoch mit kiirzeren Inkubationszeiten (3 und 5 min) und einer weiteren Kontrolle. Die Ergebnisse
stimmen mit denjenigen aus Abb. IV.5 weitgehend iiberein (keine Abbildung).

Also sprechen all diese Daten gegen einen OST-Defekt in Patient ,,DE*. Allerdings wire eine K ;-
Mutation in Hinsicht auf das Peptid unter den bisherigen Testbedingungen unbemerkt geblieben.
Um dies ausschlieen zu konnen, waren zwei unterschiedliche Membranchargen aus genotypisch
den Fibroblasten entsprechenden Lymphoblasten in zwei unabhédngigen Experimenten bei nied-
riger Peptidkonzentration getestet worden (YNLTSV 0.75 mM, entsprechend etwa 1/5 Kj/, vgl.
IV.2). Das Donorsubstrat war hier DolPP-['*C]GIcNAc, (3000 cpm). Die Tests erfolgten jeweils
mit 1 und 2 Minuten Inkubationszeit in der linearen Phase der Reaktion, so daf} eine K ;,-Mutation
durch verlangsamte Reaktionsgeschwindigkeit in jedem Fall hitte auffallen sollen. In beiden Ex-
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perimenten wies jedoch die prasumptive rpn2-Mutante ,,DE* mittlere Transferaseaktivitit auf, er-
scheint also vollig normal (keine Abbildung). Eine K,,-Mutation kann folglich fiir ,,DE* sicher
ausgeschlossen werden.

IV.3.2 Test mit Vollingen-LL.O-Substrat und entsprechende Modifizierung
der Aufarbeitungstechnik

Bevor nun endgiiltig ein OST-Defekt fiir die prasumptive rpn2-Mutante auszuschlieBen war, mufte
noch ein Test mit Vollingen-LLO erfolgen — im Unterschied zur bisherigen Verwendung kurzket-
tiger LLOs. Moglicherweise war ja im Patienten eine Doméne betroffen, die fiir die spezifische
Bindung der endstindigen Zuckerreste wesentlich war. So wird DolPP-GIcNAcyMangGlcg we-
sentlich besser iibertragen als kiirzerkettige Intermediate [52].
Fiir dieses Experiment muflte jedoch von der etablierten Methodik abgeriickt werden: Die expe-
rimentelle Schwierigkeit bei lingerkettigen LLOs liegt in ihrer Amphiphilie und damit ihrer An-
reicherung in der Interphase. Daher ist keine klare Trennung vom entstandenen Glykopeptid mehr
moglich. Beim bisherigen Verfahren, einer Folchverteilung mit CHCl3/CH;OH/H,0 = 3:2:1, war
eine klare Trennung von Produkt (Glykopeptid in der Oberphase) und Edukt (DolPP-GlcNAc; in
der Unterphase) maximal bis DolPP-GIcNAcsMan; méglich, wobei hier schon ein hoherer Hinter-
grund in Kauf genommen werden muf3te. Dieses Verfahren war also fiir das Volldngenoligosaccha-
ridlipid nicht geeignet. Um DolPP-GIcNAcyMangGles dennoch als Substrat verwenden zu konnen
ohne den Weg einer aufwendigeren, mit Verlust verbundenen, chromatographischen Trennung ge-
hen zu miissen, wurde ein neues Verfahren ausgearbeitet.

Mit der modifizierten Folch-Verteilung nach CHCl3/CH3OH/H50 = 2:1:1 und der unter 11.4.2.2
zur Aufreinigung von in vitro synthetisierten LL.Os entwickelten synthetischen ,,upper phase* fiir
dieses System war, bei jeweils vorsichtigem Abnehmen der Oberphase und Zuriicklassen einer
grofziigigen Interphase, ein nahezu verlustfreies ,,Auswaschen* von Salzen oder Zuckernukleoti-
den moglich. Die LLO-Fraktion blieb in der Interphase konzentriert.

Hier bestand nun ein dhnliches Problem, nur daf3 die erwiinschte Fraktion in der Oberphase zu su-
chen war. Infolgedessen wurde nach der originidren Verteilung noch 3 mal mit UP 2:1:1 nachgewa-
schen und samtliche abgenommene Oberphasefraktionen eines Ansatzes gepoolt, getrocknet und
tiber Szintillationszidhlung die Radioaktivitdt ermittelt. In der 0-Kontrolle wurde kaum mehr ge-
zéhlt als das, was an freier [*H]Mannose aus der metabolischen Markierung zur LLO-Gewinnung
verschleppt worden war. Das Verfahren war also erfolgreich, eine chromatographische Trennung
nicht notwendig.

In Abb. IV.6 ist nun das Experiment mit 4800 cpm DolPP-GIcNAc,[*H]MangGlc;z als Donor-
substrat und den tiblichen 1.5 mM 14er-Peptid als Akzeptor zu sehen. Qualitativ entspricht das
Ergebnis im Wesentlichen dem aus Abb. IV.5, wo DolPP-GlcNAcy,Man; als Donor fungierte. Dort
war die Aktivitdt etwa 17 % niedriger als in der Kontrolle, hier sind es 10 bis 15 %, je nach be-
trachteter Kontrolle. Der Einsatz des Vollingen-Glykolipid-Donorsubstrats dndert also am Bild der
bisherigen Ergebnisse nichts.

Zusammenfassend kann daher anhand aller unter IV.3.1 geschilderten Experimente mit groBer Si-
cherheit ein Defekt in der Oligosaccharyltransferaseaktivitit des Patienten ,,DE* ausgeschlossen
werden. Die Mutation im RPN2-Gen muf folglich ohne signifikante negative Folgen fiir die Enzy-
maktivitit sein. Andererseits mull die Ursache des Krankheitsbildes (die Isoelektrische Fokussie-
rung von Transferrin deutet auf CDG Typ I hin) dann mit groBer Wahrscheinlichkeit in der frithen
LLO-Synthese liegen.
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Abbildung IV.6: Oligosaccharyltransferasetest von prasumptiven rpn2-Fibroblasten und Kontrol-
len: LLO[*H]ManyGlc; und 14er Peptid

Die getesteten Zellen sind unter Abb. IV.5 beschrieben, die Zellcharge und Membranpriparation ist iden-
tisch mit einem der beiden Experimente aus dieser Abbildung.

Inkubationsbedingungen: Je 145 pyg Membranprotein wurde mit 1.5 mM 14er Peptid und 4800 cpm
LLO[3H]MangGlcs bei 25°C die jeweils angegebene Zeit umgesetzt. Im Ansatz waren auBerdem 1.3 mM
1-Deoxynojirimycin als Glucosidase-Inhibitor. Die Reaktionen wurden abgestoppt und aufgearbeitet wie
unter A.2.10.2 fiir DolPP-GlcNAcoMangGlcs beschrieben. Eine 0-Kontrolle (6 Minuten Inkubation ohne
Peptid unter sonst gleichen Bedingungen) wurde jeweils subtrahiert.

IV.3.3 Analyse der LLO-Synthese des CDG-Patienten ,,DE*: Defekt in der
DolP-Man-Synthase sowie der 51,4-Mannosyltransferase

IV.3.3.1 Patient ,,DE* zeigt normale GPT-Aktivitiit sowie Stimulierbarkeit der GPT durch
DolP-Man

Die sowohl durch Riickkoppelungsmechanismen als auch zellzyklusabhingig stark regulierte N-
Acetylglucosaminyl-1-Phosphat-Transferase (GPT) ist das initiale Enzym der komplexen LLO-
Synthesekette und damit wohl entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der Homdostase beziiglich
LLO-Verbrauch und Neusynthese (vgl. III.1 und Unterkapitel sowie IV.1.2.1). Ungeniigende Neu-
synthese von LLOs wiirde Substratmangel fiir die Oligosaccharyltransferase bedeuten und Ketten-
ausfall bei normalerweise glykosylierten Sequons nach sich ziehen — ein biochemischer Phéanotyp
wie er auch bei direktem Defekt in der OST denkbar wire. Daher schien ein Test dieses Enzyms
zunichst vordringlich, auch hinsichtlich der Stimulierbarkeit durch DolP-Man (vgl. 111.1.3).
Membranen aus Kontrollfibroblasten (167) sowie aus Fibroblasten des Patienten ,,DE* wurden so-
lubilisiert und auf GPT-Aktivitit getestet. Dariiber hinaus war die Stimulierbarkeit durch exogen
zugegebenes DolP-Man Gegenstand der Untersuchung.

Wie Abb. IV.7 zeigt, ist die GPT-Grundaktivitdt (ohne DolP-Man-Stimulierung) nur etwa 18 %
geringer als in der Kontrolle, was als nicht signifikant betrachtet werden darf.

Auch die Aktivierung durch DolP-Man ist nicht wesentlich reduziert: Absolut wurden knapp 86 %
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Abbildung IV.7: Patient ,,DE* (vermeintlich rpn2): GPT-Aktivitétstest sowie Test auf Stimulier-
barkeit mit DolP-Man im Vergleich zur Kontrolle 167

Reaktion, Inkubation und Diinnschichtchromatographie erfolgten wie unter A.2.11.4 beschrieben. Die DolP-
Man-Konzentration zur Stimulierung der GPT betrug 0.5 M. Quantifizierung tiber Phosphorimaging-
System und Optiquant.

der Kontrollaktivitét erreicht, relativ war die Stimulierung (3-fach) sogar noch etwas ausgeprégter
als bei der Kontrolle (2.7-fach).

Die gegeniiber der Kontrolle leicht verminderte Aktivitdt kann auf Sekundireffekte eines patho-
genen Glykosylierungsdefekts zuriickzufiihren sein und liegt {iberdies nicht wesentlich iiber der
normalen Schwankungsbreite. Ein Defekt in der GPT-Aktivitit ist daher mit groBer Sicherheit
auszuschlieBen.
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1V.3.3.2 Patient ,,DE‘ weist normale GNT-Transferaseaktivitit auf

Die in der LLO-Synthese auf GPT folgende GlcNAc-Transferase (GNT), deren Gen bislang noch
unentdeckt blieb, war der nichste mogliche Defekt-Kandidat. Das Experiment zur Aktivitétsbe-
stimmung wurde wie unter A.2.11.5 beschrieben durchgefiihrt, allerdings mit nur 19 pl DolPP-
[1*C]GlcNAc; -Priimix, entsprechend 8140 cpm oder 9598,8 x 103 DLU.
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Abbildung IV.8: Patient ,,DE* (vermeintlich rpn2): GNT-Aktivitétstest im Vergleich zur Kontrolle
167

Reaktion, Inkubation und Diinnschichtchromatographie erfolgten wie unter A.2.11.5 beschrieben, allerdings
kamen nur 8140 cpm DolPP-[*C]GIcNAc; zum Einsatz. Quantifizierung iiber Phosphorimaging-System
und Optiquant. Die eingesetzte Netto-Eduktmenge an Glykolipid entspricht 9598,8 x 103 DLU.

Wie sich aus Abb. IV.8 ergibt, zeigt Patient ,,DE* verglichen mit Kotrolle 167 allenfalls eine margi-
nale Reduktion in der GNT-Aktivitdt von 11 - 12 %. Auch dies kann nicht als spezifischer Defekt
im untersuchten Enzym angesehen werden, spiegelt vielmehr die natiirliche Schwankungsbreite
wider.
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IV.3.3.3 Patient ,,DE‘ weist deutlich reduzierte DolP-Man-Synthaseaktivitiit auf
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Abbildung 1V.9: Patient ,,DE* (vermeintlich rpn2): DolP-
Man-Synthaseaktivititstest im Vergleich zur Kontrolle 167
mit und ohne exogenem DolP

Reaktion, Inkubation und Aufarbeitung erfolgten wie unter
A.2.11.6 beschrieben. Dabei wurden fiir den Test ohne exogenem
DolP 160 pg, fiir den Test mit exogenem DolP nur 82 pug Mem-
branprotein eingesetzt. Die DolP-Konzentration (exogen) betrug
0.06 pg/ul. Die Analyse erfolgte iiber Diinnschichtchromatogra-
phie (C/M/H = 65:25:4, DolP-Man als einziges Produkt), die
Quantifizierung iiber das Packard Phosphorimaging-System und
Optiquant.

Nachdem sich die Aktivitdt der bei-
den ersten Glykosyltransferasen als
normal erwiesen hatte, wurde als
Nichstes die DolP-Man Synthase ge-
testet. Um gleichzeitig den endoge-
nen DolP-Spiegel auf Normalitit zu
iberpriifen, wurde die DolP-Man-
Synthasereaktion einmal ohne Zuga-
be von exogenem DolP und einmal
unter Zugabe von DolP durchgefiihrt.
Sollte eine Defizienz in DolP zu ei-
ner verringerten Synthaseaktivitit
fiihren, wire bei Zugabe von exo-
genem DolP in sittigender Konzen-
tration (0.06 pg/ul) normale Aktivi-
tiat zu erwarten. Reduzierte Aktivi-
tdt in beiden Fillen spricht fiir einen
Defekt in der DolP-Man-Synthase.
Wie Abb. IV.9 zeigt, trifft letzteres
zu: Bei Zugabe von exogenem DolP
verstirkt sich gar der gegeniiber der
Kontrolle reduzierte Umsatz etwas
(von -36 % auf -43.6 %). Die also
sowohl bei endogenem als auch bei
Zugabe von exogenem DolP gegen-
iber der Kontrolle signifikant redu-
zierte DolP-Man Synthaseaktivitét
im Patienten ,,DE“ muf} damit auf
einen Defekt in der DolP-Man Syn-
thase selbst zuriickgefiihrt werden.
Der DolP-Pool in der ER-Membran
des Patienten ist aller Wahrschein-
lichkeit nach normal.

IV.3.3.4 Die Verlingerung von DolPP-GlcNAc; zu DolPP-GlcNAc,Man; ist im Patienten

»DE‘ deutlich reduziert

In den Fibroblasten des Patienten ,,DE* war eine verglichen mit der Kontrolle schwache Aktivitit
der DolP-Man Synthase gefunden worden, gleichwohl schien es fraglich, ob dies allein das schwe-
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re Krankheitsbild erkldren konnte. Deshalb wurden nun auch die Mannosyltransferase-Reaktionen,
die DolPP-GlIcNAc, zu DolPP-GIcNAcsMang verlidngern, einbezogen. Dabei wurden 2 Inkuba-
tionszeiten, nadmlich 5 und 10 Minuten gewihlt. Die Methodik folgt dem unter A.2.11.7 ange-
gebenen Protokoll. Abb. IV.10 zeigt die entsprechenden HPLC-Profile der Kontrolle 167 (A und

D LT

Kontrolle

Radioaktivitit [cpm]

360 - 303 -

Patient DE

Radioaktivitit [cpm]

©,

Zeit [min]

Abbildung IV.10: Patient ,,DE* (vermeintlich rpn2): Mannosyltransferasetest aller 5 cytosolisch
aktiven Transferasen im Vergleich zur Kontrolle 167

Profile A und B bzw. C und D entsprechen der 5 und 10 Minuten-Reaktion von Kontrolle 167 bzw. Patient.
GNy, = DolPP-[1*C]GlcNAcs, das LLO-Substrat, von dem 3000 cpm eingesetzt wurden. M bis M5 bedeu-
ten die Verldngerung des Substrats um die entsprechende Anzahl von Mannosen mit kaltem GDP-Man als
Donorsubstrat (1 mM). Inkubation und HPLC-Analyse erfolgten wie unter A.2.11.7 beschrieben.

B) sowie des Patienten (C und D) fiir jeweils 5 bzw. 10 Minuten respektive. Es zeigt sich eine
deutlich verlangsamte Bildung von DolPP-GlcNAcsMan; im Patienten, so daB hier nach 10 Mi-
nuten Reaktion 40 % weniger DolPP-GIcNAc, zu DolPP-GIcNAc,;Man; umgesetzt sind als in der
Kontrolle. Da keinerlei Intermediatakkumulation erfolgt, scheint ein Defekt bereits in der ersten
(81,4-)Mannosyltransferase wahrscheinlich.
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IV.3.3.5 Im Patienten ,,DE‘ sind die Aktivititen der a-Mannosyltransferasen von DolPP-
GlcNAcsMan, _5 normal, der Defekt liegt in der 51,4-Mannosyltransferase

Um dem Verdacht eines Defekts in der 51,4-Mannosyltransferase, welche die erste Mannose auf
DolPP-GIcNAc, iibertriagt, nachzugehen, wurde das obige Experiment unter Verwendung des-
selben Solubilisats wiederholt, mit dem einzigen Unterschied, dal DolPP-GIcNAc;Man; anstelle
von DolPP-GIcNAc, als Akzeptorsubstrat angeboten wurde. Die Inkubation erfolgte in der Kon-
trolle iiber 2, im Patienten iiber 2 und 4 Minuten. Aus dem Vergleich der 2 Minuten-Werte von
Kontrolle und Patient ,,DE* in Abb. IV.11 ist klar ersichtlich, da} die Aktivitdten der getesteten
a-Mannosyltransferasen im Patienten nicht geringer sind als in der Kontrolle. Dabei ist das Profil
aus der 4 Minuten-Reaktion des Patienten praktisch gleich dem der Kontrolle aus Abb. III.11.

Die Reaktionen von DolPP-GIcNAc,;Man; bis DolPP-GIcNAc,;Mang sind im Patienten also nicht
beeintrichtigt — im Gegensatz zur Reaktionsfolge DolPP-GlcNAcy bis DolPP-GIcNAcsMang, die
signifikant reduziert war (vgl. Abb. IV.10). Der Defekt muf also in der Tat in der 51,4-Mannosyl-
transferase, codiert von ALG1, liegen.

Dabei bestiitigt die hohe Ubereinstimmung zwischen dem hier gezeigten Experiment und dem aus
Abb. III.11 beziiglich der Reaktionen aufwérts von DolPP-GIcNAc,Man; die hohe experimentelle
Standardisierung von der Zellkultur bis zur HPLC-Analyse und unterstreicht damit die Signifikanz
der unter IV.3.3.4 gefundenen Reduktion in der Aktivitit der 51,4-Mannosyltransferase.

IV.3.4 CDG-Patient ,,DE*: Diskussion des biochemischen Phénotyps

Die oben geschilderten Experimente zeigen, da3 Patient ,,DE* weder reduzierte OST-Aktivitit
zeigt, noch in der GIcNAcP-Transferase (GPT), der GlcNAc-Transferase (GNT) oder den cyto-
solisch orientierten c-Mannosyltransferasen signifikant erniedrigte Aktivitit aufweist. Signifikant
reduziert in ihrer Aktivitét sind hingegen sowohl die DolP-Man-Synthase als auch die erste Man-
nosyltransferase mit $1,4-Transferaseaktivitit. Zwar ist in beiden Fillen noch eine relativ hohe
Restaktivitit vorhanden. Beide Defekte im Zusammenspiel konnten jedoch gravierendere Konse-
quenzen haben:

Ein kleinerer DolP-Man Pool in der ER-Membran ist moglicherweise zu gering, um die fiir eine
ausreichende LLO-Syntheseinitiation notige Stimulierung der ersten GlcNAc-Transferase (GPT)
zu gewdhrleisten (vgl. I11.1.3). In der Folge entstiinde auch weniger DolPP-GIcNAc,, das Substrat
der ohnehin schon mit mangelhafter Aktivitit agierenden $1,4-Mannosyltransferase (Alg1ppum)-
So kdme es zu einer stark erniedrigten DolPP-GlcNAc;Man;-Bildung und damit schlieBlich zu
deutlich weniger DolPP-GIcNAcs;Manj als im Wildtyp.

Aufgrund dieser gravierenden Mengenreduktion wire der Umfang von DolP-Man im ER — ob-
gleich viel kleiner als in der Kontrolle — doch ausreichend fiir die vollstindige Verldngerung
bis DolPP-GIcNAcsMang und in der Folge DolPP-GlcNAc,MangGlcs. Der OST stiinde zwar
Volldngensubstrat zur Verfiigung, allerdings in unzureichendem Umfang. Nicht alle N-X-S/T-
Sequons konnten bedient werden. Falls Glykosylierung stattfinde, wiirde jedoch das Volldangen-
Oligosaccharid iibertragen. Ein biochemisches Bild, das nicht von dem eines OST-Defekts zu un-
terscheiden wire. Trife die hier beschriebene Theorie der Riickkopplung iiber DolP-Man auf die
LLO-Syntheseinitiation (iiber GPT) nicht zu, sollte dies im Oligosaccharidmuster des
CHCl3/CH30H/H,0 LLO-Extakts zutage treten: Unzureichende DolP-Man Mengen wiirde dann
die Verldangerung von DolPP-GIcNAcsMan; luminal limitieren. Es kime wahrscheinlich zur Bil-
dung von DolPP-GIcNAcyMans gGles [10,71,118] neben dem Vollangen-LLO, das entsprechend
reduziert vorldge (vgl. Einleitung). Da die OST priferentiell Vollangen-LLO {iibertrdgt [52, 108],
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wiirde dies das Bild noch verstirken.
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Abbildung IV.11: Patient ,,DE* (vermeintlich rpn2): Aktivititstest aller 4 cytosolisch aktiven a-
Mannosyltransferasen im Vergleich zur Kontrolle 167

Profile A und B entsprechen den 2 Minuten-Reaktionen von Kontrolle 167 bzw. Patient, Profil C der 4
Minuten-Reaktion des Patienten. M; = DolPP-['*C]GlcNAcsMan;, das LLO-Substrat, von dem 3000 cpm
eingesetzt wurden. My bis M5 bedeuten die Verldngerung des Substrats um die entsprechende Anzahl von
Mannosen mit kaltem GDP-Man als Donorsubstrat (I mM). Inkubation und HPLC-Analyse erfolgten wie
unter A.2.11.7 beschrieben.

Trife die Theorie dagegen zu, wiirde sich das Oligosaccharidmuster des Patienten gualitativ nicht
von Kontrollzellen unterscheiden: Wegen der reduzierten Initiation der LLO-Synthese aufgrund
mangelhafter DolP-Man Stimulierung von GPT und einer noch weiter verringerten Bildungsrate
von DolPP-GIlcNAc,Man; durch den Defekt in der 51,4-Mannosyltransferase wiirde wesentlich
weniger DolPP-GIcNAcoManj; gebildet als in Kontrollzellen — fiir dessen luminale Verldngerung
auch die reduzierte DolP-Man Menge ausreichen sollte. Nach diesem Modell wiirde sich nur die
Quantitit des Oligosaccharidmusters des LLO-Extrakts @ndern, nicht die Qualitit. Und zumindest
qualititiv scheint es hier keine Auffilligkeiten zu geben (einer Mitteilung von Matthijs zufolge).
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Hochstwahrscheinlich ist also jeder Defekt an sich im hier beobachteten Ausmal} ohne patholo-
gischen Effekt fiir den Trédger, und erst das Zusammentreffen beider im gleichen Individuum fiihrt
zur Erkrankung. Bislang jedoch steht fiir beide hier beobachteten enzymatischen Defekte die ge-
netische Analyse aus.

Der zu Anfang aufgrund einer Mutation in RPN2 vermutete OST-Defekt konnte jedenfalls mit
grofer Sicherheit ausgeschlossen werden.



Zusammenfassung

Die Protein-N-Glykosylierung ist, zumindest hinsichtlich der im ER-lokalisierten Prozesse, vom
niederen Eukaryonten bis hin zum Menschen hoch konserviert — in Ubereinstimmung mit der in
den letzten Jahren erkannten hohen funktionellen Bedeutung dieser Modifikation. Insbesondere fiir
die frithe Entwicklung vielzelliger Organismen, wo unter anderem das Schlieen und Ldsen von
Zell-Zell-Kontakten eminent wichtig ist, spielen Glykoproteine eine herausragende Rolle. Dies
spiegelt sich auch in einer wachsenden Zahl von Fillen des Congenital Disorders of Glykosylation
(CDG)-Syndroms wider, das in der frithkindlichen Entwicklung besonders schwer ausfillt und sich
in spdteren Jahren — soweit diese erreicht werden — oftmals mildert.

Das Schliisselenzym im Glykosylierungsprozef3 stellt die Oligosaccharyltransferase (OST) dar.
Der aus acht Untereinheiten bestehende heterooligomere Enzymkomplex iibt, eingebettet in die
ER-Membran, seine Aktivitit luminal in enger Assoziation mit dem Translokon aus, indem er
kotranslational das iiber eine Pyrophosphatbindung am Lipidanker Dolichol fixierte GlcNAc,-
MangyGlcs auf den Amidstickstoff des Asn-Restes in Sequons der Folge Asn-Xaa-Ser/Thr der nas-
zierenden Polypeptidkette {ibertragt.

Nicht weniger wichtig allerdings ist die Voraussetzung fiir diesen Prozef3, die hochgeordnet ablau-
fende Synthese des dolicholgebundenen Oligosaccharidrestes. Um diese Vorgédnge zu entschliis-
seln, erwies und erweist sich S. cerevisiae mit all den inzwischen charakterisierten alg-Mutanten
(asparagine linked glycosylation) als Modellorganismus von gro3em Wert.

Beide Aspekte des Glykosylierungsprozesses, der Oligosaccharyltransfer durch die OST selbst wie
auch die vorgeschaltete Synthese des lipidgebundenen Oligosaccharids (LLO) auch und vor allem
im Hinblick auf die Charakterisierung von Erkrankungen des CDG-Typs I, waren Gegenstand der
in der Arbeit durchgefiihrten, in erster Linie biochemisch orientierten, Untersuchungen.

Arbeiten mit S. cerevisiae als Modellorganismus

Zwei distinkte OST-Komplexe: OST3-Komplex und OST6-Komplex

Mit relativ groBBer Sicherheit sind inzwischen alle Untereinheiten der Hefe-OST bekannt [67]. Die
Frage nach deren Funktion ist aber, vielleicht mit Ausnahme von Stt3p [90, 121], noch unbeant-
wortet. Im besonderen Interesse dieser Arbeit stand aufgrund der Untersuchungen von R. Knau-
er [65,66] die Beziehung der nichtessentiellen, homologen und vor allem strukturell sehr &hnlichen
Untereinheiten Ost3p und Ost6p zueinander bzw. deren Bedeutung fiir den Komplex.

Durch die Kombination von Wachstumstests (I.1.1), SDS-PAGE/Western-Analyse hinsichtlich
Ost3p und Ost6p (I.1.2.1) sowie der Interpretation noch unverdffentlichter ,,Blue native PAGE*-
Daten von R. Knauer zum Gesamtkomplex (I.1.2.2) konnten folgende Schlu3folgerungen gezogen
werden (vergleiche vor allem 1.1.2.2):
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Insbesondere aus der Analyse der ,,Blue native-PAGE western blots* geht klar hervor, da3 es zwei
distinkte OST-Komplexe gibt, iibereinstimmend in den sieben Untereinheiten Ost1p, Ost2p, Ost4p,
Ost5p, Stt3p, Swplp, Wbplp und charakterisiert durch eine der beiden homologen Untereinheiten
Ost3p und Ost6p — im Folgenden als OST3-Komplex und OST6-Komplex bezeichnet. Sowohl die
SDS-PAGE Untersuchungen als auch die ,,Blue native PAGE*-Daten sprechen fiir die quantitative
Dominanz des Ost3-Komplexes, der Ost6-Komplex liegt im Unterschuf3 vor.

Die strukturell sehr dhnlichen Untereinheiten Ost3p und Ost6p konnen sich gegenseitig aus dem
Komplex verdringen bzw. ersetzen. Dies konnte bei Uberexpression jeweils einer der beiden Un-
tereinheiten aus den SDS-PAGE/Western-Analysen abgeleitet werden. Danach scheint Ost3p mit
hoherer Affinitit an den Komplex zu binden als Ost6p, da es dieses bei Uberexpression in weitaus
groBerem MaBe (bis auf 20 %) verdréingt als umgekehrt iiberexprimiertes Ost6p Ost3p verdringen
konnte (60 % Ost3p, vgl. Tab. I.1). Auch aus den ,,Blue native PAGE*“-Daten 148t sich eine Ver-
driangung von Ost6p aus dem Komplex durch iiberexprimiertes Ost3p folgern.

Damit iibereinstimmend konnte aus beiden Untersuchungen abgeleitet werden, dafl Ost3p oder
Ost6p, iiberexprimiert in der Doppeldisruptante, auch an die Komplexe, welche sonst von der
komplementiren Untereinheit besetzt sind, binden konnen. Dadurch entsteht eine homogene Kom-
plexpopulation mit ausschlieBlich Ost3p oder ausschlieBlich Ost6p, die das Molekulargewicht des
nativen Komplexes zeigt.

Weiter weist Ost3p gemil den SDS-PAGE/Western-Analysen im freien, nicht komplexgebunden-
en Zustand eine ausgeprigte Stabilitit auf, wogegen Ost6p nur komplexgebunden stabil ist.

Was die Funktionalitit dieser beiden distinkten Komplexe angeht, wurde aus den Wachstumstests
eine besondere Bedeutung des OST6-Komplexes fiir die Zellwandintegritét unter Stressbedingun-
gen offenbar, die in Aost3Aost6 auch durch Uberexpression von Ost3p in keiner Weise ersetzt
werden konnte (vgl. Abb. 1.1). Doch fand eine auf der Koffein-Sensitivitit von Aost6 beruhende
Hypothese, der OST6-Komplex konnte bei stark O-glykosylierten Rezeptorproteinen des ,,cell wall
integrity-pathways* fiir deren — soweit vorhanden — ebenso essentielle N-glykosidische Modifizie-
rung (fiir Mid2p) speziell verantwortlich sein, experimentell keine Bestidtigung. Die molekularen
Mechanismen, die in der besonderen Bedeutung des OST6-Komplexes fiir S. cerevisiae hinsicht-
lich Zellwandstress miinden, bleiben daher unverstanden.

Fiir weitergehende Untersuchungen am OST-Komplex aus Hefe gelang die Entwicklung eines neu-
en Solubilisierungsverfahrens unter Anwendung einer hohen NaCl-Konzentration (1,2 M, vgl. 1.2).
Hohe Aktivitit und vor allem eine ausgesprochene Stabilitét (78 % Restaktivitidt nach 72 Stunden
bei 4°C, siehe Abb. 1.7) zeichnen dieses Solubilisat aus.

In vitro-Synthese kurzkettiger DolPP-Oligosaccharid (LLO)-Substrate in En-
zymsolubilisaten aus Hefemembranen

Zur enzymatischen Charakterisierung humaner Glykosylierungsdefekte in der frithen LLO-Synthe-
se bedurfte es entsprechender kurzkettiger Akzeptorsubstrate. Um diese in ausreichender Menge
und Reinheit gewinnen zu konnen, wurden die folgenden Syntheseverfahren erarbeitet:

Bisher existierte kein Verfahren, die labile GPT-Aktivitét (Alg7p, GIcNAc-Phosphat-Transferase)
ohne gleichzeitige Anwesenheit einer hohen Aktivitit des folgenden Enzyms, der GIcNAc-Transfe-
rase (GNT), zu solubilisieren — eine Voraussetzung zur Gewinnung von DolPP-GIcNAc; in ausrei-
chender Menge und Reinheit. Hier wurde eine noch wenig gebriduchliche Detergensspezies, kurz-
kettige Phospholipide — konkret Diheptanoylphosphatidylcholin — in Verbindung mit Hochsalzbe-
dingungen, angewandt. In einer systematischen Untersuchung konnte bei steter Riickfithrung der
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Detergensmenge und gleichzeitiger Steigerung der Salzkonzentration ausgehend von einer Mini-
malaktivitit schlieBlich eine ausreichend gute Aktivitdt der GPT mit gleichzeitig minimaler Rest-
aktivitidt der GNT erreicht werden (vgl. Tab. II.1). Dieses Verfahren war erfolgreich zur Synthese
von DolPP-GIcNAc; mit weniger als 10 % DolPP-GlcNAc,.

Zur Synthese von DolPP-GIcNAc, aus DolP und UDP-GIcNAc wurde ein Solubilisierungsverfah-
ren entwickelt (vgl. I1.1), das die effektive Produktion praktisch frei von Nebenprodukten ermog-
licht. Dazu wurde ein im ersten Schritt der GPI-Ankersynthese defekter Hefestamm eingesetzt,
wodurch die Bildung von N-Acetylglucosaminyl-Phosphatidylinositol, eines in Wildtypmembra-
nen bisher angefallenen Nebenprodukts, vollstindig verhindert werden konnte.

Zur Herstellung von DolPP-GlcNAc,-51,4Man aus DolPP-GlcNAc, und GDP-Man konnte ein So-
lubilisierungsverfahren entwickelt werden, das die Extraktion der £1,4-Mannosyltransferaseaktivi-
tdt in hoher Effizienz und Stabilitit (ein Einfrieren des Solubilisats bleibt ohne Aktivititsverlust)
ermoglicht. Zusitzlich wurde dem Reaktionsansatz Glycerin beigemischt und damit die nachfol-
genden Transferasen effektiv gehemmt. Das Produkt konnte ohne Nebenprodukte in hoher Aus-
beute (88 %) gewonnen werden (vgl. 11.4.2.1).

Solubilisierung und Charakterisierung der GlcNAc-Transferase (GNT)

Das Ziel der Herstellung eines Solubilisats hoher Aktivitit und Stabilitit, wodurch kiinftig eine
Reinigung des Enzyms moglich sein sollte, konnte erreicht werden. Der Enzymextrakt erwies sich
bei 4°C stabil (86 % Restaktivitdt nach drei Tagen, vgl. Abb. 11.6) und konnte ohne mefbaren
Aktivitédtsverlust bei -80°C eingefroren werden. Die Abhingigkeit der von der GNT katalysierten
Reaktion UDP-GIcNAc + DolPP-GlcNAcy — DolPP-GlcNAcy, + UDP von der Proteinkonzen-
tration zeigte Nichtlinearitdt (vgl. Abb. I1.5) im unteren Konzentrationsbereich, was auf Di- oder
Oligomerisierung und Kooperativitéit hindeuten konnte.

Im leicht sauren Milieu (pH 6,6) war die Aktivitat um 40 % hoher als bei pH 7,0. Die Lang-
zeitstabilitédt des solubilisierten Enzyms war in hohem Mafle abhéngig von Glycerin (vgl. I1.3.3).
Bei Verdiinnung mit glycerinfreiem Puffer war die Aktivitdt nach 25 h bei 4°C auf 35 % der
Vergleichsinkubation mit Glycerin zuriickgegangen. Weiter konnte eine Hemmung durch den Ko-
faktor Mg?* um bis zu 40 % bei hohen Konzentrationen beobachtet werden (siehe Abb. I1.7).

Untersuchungen zur N-Glykosylierung in humanen Zellen

Etablierung von Testsystemen fiir die cytoplasmatisch aktiven Enzyme der
LLO-Synthese

Ein spezifisches Testsystem fiir die GIcNAc-Phosphat-Transferase (GPT) konnte aufgebaut wer-
den (vgl. III.1 und Abb. III.1), angelehnt an die Solubilisierungsmethode bei Hefe, in dem auch
die von Kean et al. [53] berichtete Stimulierbarkeit durch DolP-Man in vergleichbarem Umfang
meBbar war (siche Abb. I11.2).

Auch ein Solubilisat der folgenden GIcNAc-Transferase (GNT) erlaubte mit dem aus Hefe gewon-
nenen DolPP-GIcNAc, als Akzeptorsubstrat einen spezifischen Test dieser Aktivitét zu entwickeln
(siehe Kinetik Abb. I11.3).

Ferner wurde ein Testsystem aufgebaut, in dem sich alle GDP-Man abhingigen Mannosyltrans-
feraseaktivitiaten aufwérts von DolPP-GIcNAc,-31,4Man, das als Substrat diente, solubilisiert tes-
ten lieBen. Endprodukt dieser Reaktionskette war DolPP-GlcNAcsMan; (vgl. I11.3.2 sowie Abb.
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115, II1.7 und II1.11). Auch die 51,4-Mannosyltransferase lief sich in diesem System testen — bei
Verwendung von DolPP-GlcNAc, als Akzeptorsubstrat. Endprodukt war dann auch hier DolPP-
GIcNAcsMans (siehe Abb. IV.10).

Enzymatische Charakterisierung von CDG Typ I-Fillen

Erstmalig konnte mit CDG-Ii ein Subtyp charakterisiert werden, der auf einen Defekt in einer
der frilhen Glykosylierungsreaktionen der LLO-Synthese, ablaufend auf der cytoplasmatischen
Seite der ER-Membran, zuriickzufiihren ist. Zwar konnte einerseits gezeigt werden, dal die er-
ste Reaktion nach Aktion der 1,4-Mannosyltransferase betroffen ist (vgl. LLO-Schema Abb. 2,
Einleitung sowie Abb. III.8 und III.11) andererseits durch Komplementationsstudien mit Hefe der
Verdacht bestitigt werden, daB es sich um einen Defekt im humanen Ortholog zum ALG2-Gen
handelte (siehe Abb. II1.12, III.13). Da die beiden folgenden Reaktionen jedoch die erste Verzwei-
gung im ,,core-Oligosaccharid etablieren (DolPP-GlcNAc,-41,4Man(-a1,3Man)-a1,6Man) und
es unklar war, welche Reaktion Alg2p in Hefe katalysiert (vgl. Abb. II1.14), mufite zur weiteren
Abkliarung zunichst ein DolPP-GIcNAcsMany-Substrat definierter Struktur erzeugt werden. Dies
gelang durch limitierten ,,jack bean“-Mannosidaseverdau von DolPP-GlcNAcyoManj (siehe Abb.
II1.10). Mit dem Ausbleiben einer Verlingerung von DolPP-GIcNAc,-51,4Man-a1,6Man im Pati-
enten (siche Abb. III.15) konnte dann Alg2p als die a1,3-Mannosyltransferase identifiziert und die
Synthesereihenfolge als die «1,3-Mannosyltransferaseaktivitit vor der a1,6-Mannosyltransferase-
aktivitdt bestimmt werden [114].

Ein weiterer CDG Typ I konnte mit Subtyp Ig enzymatisch als Defekt im humanen Ortholog zum
Hefe ALG12 abgeklart werden [113], einer DolP-Man abhédngigen Mannosyltransferase, verant-
wortlich fiir den Schritt von LLO-Man; nach LLO-Mang (vgl. Einleitung, Abb. 2). Im Patien-
ten konnte zwar DolPP-GIcNAcsMang zu DolPP-GlcNAcsMany, nicht aber DolPP-GlcNAcoMan,
zu hoheren Oligosacchariden verldngert werden, wohingegen das Endprodukt in Membranen von
Kontrollzellen jeweils DolPP-GlcNAc,Mang war (siehe Abb. I11.16).

Fiir einen weiteren CDG Typ I-Fall konnte ein aus der genomischen Analyse herrithrender Ver-
dacht auf einen Defekt in RpnlIp, einer Untereinheit der humanen Oligosaccharyltransferase, aus-
geschlossen werden. Dagegen wurde eine signifikante Defizienz sowohl in der DolP-Man Synthase
des Patienten als auch der S1,4-Mannosyltransferase (Alglp) festgestellt (Abb. IV.9, IV.10).
Freeze hebt in einem CDG-Review [27] hervor, dal ein komplexes Zusammenspiel mehrerer
fiir sich allein unbedeutender Enzymdefekte leichter Auspriagung fiir das Zustandekommen ei-
nes CDG-Falls wohl eher die Regel als die Ausnahme darstellen konnte. Die starken Unterschiede
in der Auspriagung ein und desselben Gendefekts, wohl abhéingig vom jeweiligen genetischen Hin-
tergrund, wiesen in diese Richtung, zusammen mit der hohen Komplexitit und Interdependenz
der Synthesemaschinerie. Unerheblich erscheinende Defekte in einzelnen Enzymen konnten, bei
Zusammenwirken im gleichen Organismus, die kritische Schwelle iiberschreiten und zum Krank-
heitsbild fiihren.

Hier ist moglicherweise genau dies der Fall, insbesondere da sich die Defekte in der DolP-Man
Synthase und der 31,4-Mannosyltransferase gegenseitig verstirken konnten. Dies wird unter I'V.3.4
diskutiert.



Anhang A

Methoden

A.1 Kulturbedingungen

A.1.1 Kulturbedingungen fiir E. coli

Die Anzucht erfolgte bei 37°C in 2xTY-Fliissigmedium (1.6 % ,,Bacto Trypton*, 1 % ,,Bacto Yeast
Extract®, 0.5 % NaCl) bzw. auf entsprechenden Agarplatten (1.5 %). Zur Plasmidselektion wurden
jeweils 100 pg/ml Ampicillin zugegeben.

A.1.2 Kulturbedingungen fiir S. cerevisiae

Die verwendeten Hefestimme wurden in Vollmedium YEPD (1.6 % Yeast Extract, 2 % Bacto-
peptone, 2 % Glucose) bei den angegebenen Temperaturen angezogen (30°C bzw. 25°C fiir tem-
peratursensitive Staimme). Zur Selektion plasmidkodierter Uracil-Auxotrophiemarker wurden die
entsprechenden Stimme in Minimalmedium (0.8 % ,,Dropout Ura®, 0.67 % ,,Yeast Nitrogen Ba-
se*, 2 % Glucose, 10 mg/l Adenin) inkubiert bzw. auf entsprechende Agarplatten mit 1.5 % Agar
plattiert.

A.1.3 Zellkultur humaner Fibroblasten bzw. Lymphoblasten

Zellkulturtitigkeiten wurden unter sterilen Bedingungen ausgefiihrt. Medien und Medienzusitze
waren vor Gebrauch durch 0,22 pm Sterilfilter filtriert, Glasgerite und Pipetten waren autoklaviert
oder sterilisiert worden. Alle Medien und Waschlosungen waren auf 37 °C vortemperiert. Die Zel-
len wurden in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C und in einer wassergesittigten Atmosphére
aus 5 % CO, und 95 % Luft kultiviert.

A.1.3.1 Kulturbedingungen fiir humane Fibroblasten

Als Medium fiir adhérente priméire humane Fibroblasten wurde grundsatzlich DMEM ,,High Glu-
cose‘ (4.5 mg/ml) mit L-Glutamin, ohne Natriumpyruvat und Natriumbikarbonat von Gibco in Pul-
verform bezogen, nach Herstellerangaben in HyOp;g.5¢ gelost, mit 3.7 g/l NaHCOj3 sowie PenStrept
(60 mg/1 Penicillin Na-Salz ~ 1666 U/mg; 100 mg/l Streptomycinsulfat ~ 750 U/mg) versetzt, mit
konz. HCI auf pH 7.2-7.4 gebracht, steril filtriert und bei 4°C maximal 4 Wochen aufbewahrt. Vor
Verwendung wurde jeweils noch 10 % foetales Kélberserum (Pan, steril ab Hersteller) ergédnzt.

Die Kultivierung der adhiirenten Zellen erfolgte in 175 cm? groBen Zellkulturflaschen mit jeweils
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35 ml Medium (DMEM H. G., 10 % FKS, s. 0.!). Das Medium wurde jeweils am Tag 7 gewechselt.
Bei vollstindiger Konfluenz mit hoher Zelldichte (meist nach 21 Tagen ab Aussaat) erfolgte ent-
weder Teilung 1:2 und wiederum Aussaat in 175 cm?-Zellkulturflaschen, oder aber Teilung 1:2.6
und Aussaat der Zellen je einer Flasche auf 3 Schalen mit @ 150 mm (etwa 152 cm?). Jede Schale
wurde auf ein Endvolumen von etwa 25 ml Medium gebracht (inklusive der Zellsuspension). Auch
in den Schalen erfolgte am Tag 7 nach Aussaat ein Medienwechsel, da in der Regel nach dieser
Zeit noch keine vollstindige Konfluenz erreicht war. Am Tag 14 nach Aussaat (nur bei ausneh-
mend schnell wachsenden Zellen bereits am Tag 7) erfolgte dann die Ernte (siehe unten).

Das Trypsinieren der 175 cm2-Flaschen bzw. 150 mm @ Schalen:

Nach Absaugen des Mediums erfolgte jeweils eine Waschung mit 10 ml PBS*. AnschlieBend kam
je Flasche 5 ml, je Schale 4.5 ml eiskaltes Trypsin/EDTA (Gibco, 0,25 % Trypsin/ 0,02 % EDTA)
zur Anwendung. Nach kurzem Verteilen wurde 3.5 bis 4 Minuten im Kulturschrank (37°C) inku-
biert, die vollstdndige Ablosung der Zellen mikroskopisch kontrolliert (evtl. durch etwas Klopfen
nachgeholfen) und dann sofort mit 37°C-warmem Medium abgestoppt: 10 ml fiir die Flasche, 5 ml
je Schale.

Die Teilung:

Nach Trypsinieren und Abstoppen befand sich demnach ein Gesamtvolumen von 15 ml in jeder
Flasche. Durch vorsichtiges Pipettieren erfolgte eine Homogenisierung der Suspension. Davon
wurden je 7.5 ml in eine neue Flasche pipettiert, die restliche Hilfte in der alten Flasche belassen.
Je Flasche kamen 27.5 ml frisches Medium hinzu (Endvol. 35 ml).

Die Aussaat:
Die homogenisierten 15 ml Zellsuspension einer Flasche (nach Trypsinieren und Abstoppen) wur-
den auf 3 Schalen (150 mm) verteilt und mit je 20 ml frischen Mediums ergénzt.

Die Ernte:

Nach Trypsinieren der Schalen (siehe oben, Endvol. je 9.5 ml) wurde die Zellsuspension aus je-
weils 3 Schalen in einem Falcon-Tube gesammelt, jede Platte mit 5 ml PBS nachgewaschen und
mit der abgenommenen Zellsuspension vereinigt, bei 300 g und 32°C 5 Minuten abzentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt, das Pellet in 7 ml PBS resuspendiert, gegebenenfalls zusammen mit ei-
nem weiteren Ansatz in einem 15 ml Falcon vereinigt und erneut zentrifugiert (wie oben). Nach
griindlichem Absaugen des Uberstands erfolgte die Resuspendierung des Pellets in 0.5 ml eis-
kaltem Einfrierpuffer (ANP?* ) und der Transfer in ein 1.5 ml Eppendorf-Gefill. Nach kurzem

mod
Vortexen wurde in fliissigem Stickstoff ,,schockgefrostet* und dann bei -80°C gelagert.

Puffer:

(*) PBS (10x, 1 1): 80 g NaCl, 2 g KCl, 7.64 g Na,HPO,x2H50 und 2 g KH; PO, mit HyOp;ges:
auf 1 1 bringen. In 1x-Puffer (Autoklavieren erfolgte in dieser Form) ist der pH
in der Regel wie gewiinscht bei 7.2.

(**) ANP,,04: 30 mM Tris-Cl pH 7.5, 35 % Glycerin, 3 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM Benz-
amidin, ] mM PMSEF, wobei die letzteren beiden jeweils frisch zugegeben wur-
den.

Dauerkulturen:
Flaschen wurden trypsiniert wie oben beschrieben. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 32°C und
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300 g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet auf Eis ,,geparkt“. Je 75 cm? Zellrasen
wurde das Pellet vorsichtig in 1 ml auf Eis vorinkubiertem Einfriermedium (DMEM High Glucose,
10 % FKS, 7.5 % DMSO) suspendiert, je 1 ml in 1 ml Nunc-Kryotubes abgefiillt (Gilson-Pipette),
die Rohrchen in eine Styropor-Box iiberfiihrt und bei -80°C mindestens iiber Nacht belassen (lang-
sames Temperieren), um dann in fliissigen Stickstoff zur dauerhaften Lagerung verbracht zu wer-
den. DMSO schidigt die Zellen um so mehr, je hoher die Temperatur. Daher ist Arbeiten auf Eis
essentiell.

Auftauen:

e Nach Entnahme aus Ny jiis5ig ca. 1 min bei RT halten um Platzen zu vermeiden, dann unter
Schwenken im 37°C-Ethanolbad auftauen bis auf kleinen Eiskern;

e Uberfiihren in 10 ml warmes Medium (evtl. Ampulle nachspiilen) und sofort zentrifugieren
(5 min 250-300 g, 32°C);

e Uberstand gut absaugen und Zellen schonend in 5 ml warmem Medium resuspendieren und
in 25 cm?-Flasche iiberfiihren;

e Medienwechsel am Folgetag, um DMSO-Reste und tote Zellen zu beseitigen;

A.1.3.2 Kulturbedingungen fiir humane Lymphoblasten

Als Medium wurde ,,RPMI mit L-Glutamin, ohne Natriumbikarbonat* als Pulver von Gibco bezo-
gen, nach Herstellerangaben mit NaHCOj3 versetzt, in HyOp;qe5; gelOst, PenStrept zugegeben (60
mg/l Penicillin Na-Salz ~ 1666 U/mg; 100 mg/l Streptomycinsulfat ~ 750 U/mg) und steril fil-
triert. Das fertige Medium wurde maximal 4 Wochen bei 4°C aufbewahrt und vor Gebrauch mit
10 % foetalem Kilberserum (Pan, steril ab Hersteller) versetzt.

Die nicht adhdrenten Zellen wurden wie folgt in Suspensionskultur genommen:

175 cm?-Flaschen mit Liiftungsmembrane im Deckel wurden mit 50 bis 70 ml Medium gefiillt
(je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen) und stehend im Begasungsbrutschrank kultiviert.
Eine Zellzahl von 108/ml sollte nicht iiberschritten werden. Ermittelt wurde die Zellzahl nach
Homogenisieren mit einer 10 ml Glaspipette mittels einer Zdhlkammer (Neugebauer improved).
Entsprechend erfolgte eine Passage 1-2 mal pro Woche, wobei 1:3 bzw. 1:5 verdiinnt wurde, je
nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zellinie.

Medienwechsel und Passage:

Der Flascheninhalt (50-70 ml) wurde auf 2 50 ml Falcontubes (steril) gesplittet (dekantiert, nach
Homogenisierung), 7 min bei 350 g und 32°C zentrifugiert, jedes Pellet in 10 ml RPMI/FKS-
Medium suspendiert und je nach gewiinschtem Teilungsverhéltnis auf die entsprechende Anzahl
von Flaschen verteilt und je nach Wachstumsgeschwindigkeit auf 50 bzw. 70 ml Endvolumen ge-
bracht. Zellkulturflaschen konnen mehrfach verwendet werden.

Kryokulturen:
Die Zellen wurden nach Zidhlung pelletiert wie oben beschrieben und sofort auf Eis gelagert. Zwi-
schen 8 x 10® und 107 Zellen wurden in 1 ml eiskaltem Einfriermedium (RPMI 10 % FKS, 7.5 %
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DMSO) suspendiert wie fiir Fibroblasten beschrieben (A.1.3.1). Auch die weitere Prozedur ent-
sprach diesem Protokoll.

A.2 Biochemische Methoden

A.2.1 Haufig verwendete Puffer und Losungsmittelgemische

Membranaufnahmepuffer
25 mM PIPES pH 6.6; 3 mM MgCly; 1 mM DTT; 35 % Glycerin.

Membranaufnahmepufferr,.;,
30 mM Tris/HCI pH 7.4; 3 mM MgCly; 1 mM DTT; 35 % Glycerin.

Puffer A
10 mM Tris/HC1 pH 7.2; 3 mM MgCly; 150 mM NaCl.

Synthetische ,,upper phase‘ standard: UP 3:2:1
CHCI3/CH30H/H50 = 3:48:48

Synthetische ,,upper phase fiir 2:1:1-System: UP 2:1:1
CHCI3/CH30H/H50 = 0.992:32:48

A.2.2 Mikrosomenpriparation aus Saccharomyces cerevisiae
A.2.2.1 Glasperlenaufschlufl

Die Isolierung von Membranen erfolgte nach Lehle und Tanner (1974) durch Glasperlenaufschluf3
in einem Zellhomogenisator der Firma Braun (Melsungen) und anschlieBender differentieller Zen-
trifugation.

Hefen aus Fliissigkultur wurden bei ODj7g 6-8 geerntet (1200-1500 g), mit 50 mM Tris-HCI pH
7,5 gewaschen und in Aufschlupuffer (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM DTT, 1 mM PMSE, 1
mM Benzamidin, 1 mM MgCly, 5 % Glycerin) resuspendiert. Die Menge an NaB3gewicht der He-
fezellen in Gramm entsprach der zugegebenen Menge an AufschluBpuffer in ml. Weiterhin wurde
die fiinffache Menge des NaBgewichts an Glasperlen (@ 0.45-0.55 mm) zugegeben. Die Hefe-
zellen wurden in AufschlugefdBen unterschiedlicher Grofle (je nach Zellmenge) im Zellhomo-
genisator der Firma Braun (Melsungen) 3 min unter CO,-Kiihlung aufgeschlossen, iiber lichtmi-
kroskopische Kontrolle die Effektivitit tiberpriift und tiber Biichnertrichter entsprechender Grofle
durch Papier-Rundfilter (Schleicher & Schuell Nr. 595) gesaugt und so von den Glasperlen ge-
trennt (auf Eis, Nachwaschen mit AufschluBpuffer). Nicht aufgeschlossene Zellen und Zellfrag-
mente wurden durch Zentrifugation bei 1500 g im SS-34 Rotor (Sorvall) 5 Minuten Pelletiert
(Plastikeinsitze), der Uberstand in 30 ml Corex-Gliser iiberfiihrt und 30 min bei 48000 g pelle-
tiert. Das Pellet wurde resuspendiert in AufschluBBpuffer (1 ml/2000 OD), erneut pelletiert (30
min bei 48000 x g, 4 °C) und in Membranaufnahmepuffer pH 6.6 PIPES (A.2.1, 1 ml/2000 OD)
resuspendiert und homogenisiert (Glaspotter der Firma Braun). Membranen, die fiir OST-Tests
oder zur Produktion von DolPP-GIcNAc; (GPT-Aktivitit) vorgesehen waren, wurden dagegen in
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Membranaufnahmepuffers,;s pH 7.4 (A.2.1) resuspendiert. Alle Schritte ab Zellernte erfolgten auf
Eis oder 4°C. Die Lagerung der Rohmembranen erfolgte bei -80°C.

A.2.2.2 Spheroblastierung nach L. Lehle

e Anzucht von Hefezellen auf Voll- oder Minimalmedium bis OD57g 1-2, 1-2.5 Liter;
e Zentrifugation GS3 Rotor (Sorvall) 5 min, 3000 g;

e Zellen 2x waschen mit HyOy;4es; steril, NaBgewicht bestimmen,;

e Zellen resuspendieren in 100 mM Tris-Sulfat, pH 9.4, 10 mM DTT: 2 ml/g;

e Inkubation 15 min bei 30°C unter leichtem Schiitteln, 100 rpm;

e Zellen ernten und 1x waschen mit 1.2 M Sorbit, 5 mM DTT, 20 mM K-Phosphat Puffer, pH
7.4;

e Zellen resuspendieren (5 ml/g) in Spheroblasten-Medium* mit Zymolyase (20 U/ml);
e Inkubation bei 30°C unter leichtem Schiitteln;

e Spheroblastierung verfolgen durch Abnahme der Aszg: jeweils 0.01 ml Probe in 1 ml H;O;
Messung bei Start und dann in Abstinden von 10 min; Ajs7g sollte zur Lyse etwa 10 %
gegeniiber dem Ausgangswert betragen.

e Spheroblasten auf Eis abkiihlen; Zentrifugation im SS-34-Rotor (Sorvall) 5 min 5000 rpm
(3000 g);

e 2x waschen in Spheroblasten-Medium*;

e Spheroblasten aufnehmen in kaltem Lysispuffer**;

e Pottern mit Dounce-Homogenisator, etwa 15-20 ,,strokes*;

e Zentrifugation im SS-34-Rotor, Smin bei 3600 rpm (1500 g);
e Uberstand (1) abheben und aufbewahren;

e Niederschlag in gleicher Menge Lysispuffer wie beim ersten Mal aufnehmen und erneut
pottern;

e Zentrifugation im SS-34-Rotor, 5 min bei 3600 rpm (1500 g);
e Uberstand (2) abheben;
e Pellet nochmals wie oben pottern und zentrifugieren;

e Uberstiinde (1), (2) und (3) vereinigen und 20 min bei 15700 rpm (30.000 g) im SS-34-Rotor
zentrifugieren;

e Niederschlag aufnehmen in Lysispuffer, urspriingliches Lyse-Volumen (= 1 Vol. Membra-
nen);
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Zentrifugation durch 2 Vol. Glycerinkissen (Storage buffer**), 15 min bei 18.000 rpm (40.000
g);

Pellet aufnehmen in Storage buffer, Menge je nach Hefezellen;
Sollten noch ,,ghosts* im Mikroskop sichtbar sein, dann wie folgt verfahren:

Membranen mit Lysispuffer verdiinnen (ca. 10 ml) und 10 min bei 1500 g zentrifugieren;

Uberstand abheben und 20 min bei 30.000 g erneut zentrifugieren;

e Membranpellet in Storage buffer aufnehmen;

Losungen:

(*) Spheroblasten-Medium: 50 % YEPD, 1.2 M Sorbit, 5 mM DTT, 20 mM K-Phosphat-

Puffer pH 7.4;

(**) Lysispuffer: 50 mM K-Acetat, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 mM MgCl,,
1 mM PMSEF, 20 mM Hepes pH 7.4;

(***) Storage buffer: 20 mM Hepes pH 7.4, 50 mM K-Acetat, 14 % Glycerin, | mM
DTT;

A.2.3 Membranpriparation aus priméiren humanen Fibroblasten

Die bereits in 35 % Glycerin und Proteaseinhibitoren enthaltenden Puffer eingefrorenen Zellen
wurden auf Eis aufgetaut, in ein 2 ml Eppendorf-Gefif tiberfithrt und mit diesem hypertonischen
Puffer (ANP,,;04, vgl. A.1.3.1) noch weiter verdiinnt (ca. 1.8 ml), intensiv gevortext, 15 Minuten
auf Eis inkubiert (bereits hier teilweise Permeabilisierung) und bei 48.000 g und 4°C 20 Minu-
ten pelletiert. Nach sauberem Abnehmen des Uberstandes wurde das Pellet zunichst in 500 pl
hypotonischem Puffer (10 mM Tris/Cl pH 7.5, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM PMSE, 1 mM
Benzamidin) aufgenommen (dabei mit Pipettenspitze vom Cup gelost, ohne aber einzusaugen),
mit dem dicken Ende eines Eppendorf-Kunststoffpotters griindlich homogenisiert, weitere 800 pl
hypotonischen Puffers ergénzt (Abspiilen des Potters), gevortext, in ein 1.5 ml original Eppendorf-
Reaktionsgefil} {iberfiihrt und erneut 20 Minuten bei 4°C und 48.000 g pelletiert. Dieses Pellet
schlieBlich entsprach der Rohmembranfraktion, die in etwa 150 ul Membranaufnahmepuffery, ;s
A.2.1 pro 3 @ 150 mm-Schalen suspendiert (umgebogene Pipettenspitze, zundchst nur mit Puffer
bedecken, dann mit Pipettenspitze Pellet von Wand 16sen, schlieBlich unter Herausbewegen der
Spitze den Rest des Puffers aussto3en) und erneut mit einem Eppendorf-Kunststoffpotter (schlan-
ke Seite) griindlich homogenisiert wurde. Die Membranfraktion wurde bei -80°C eingefroren und
gelagert.

A.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden mit dem verbesserten Bradford-Reagens von Pierce (,,Coomas-
sie Plus Protein Assay Reagent*) nach Herstellerangaben bestimmt. Abweichungen davon sind
im Text angegeben. Fiir einen Standardtest des Proteingehalts von Membranen wurde eine 1:20-
Verdiinnung in H,O angefertigt (5 ul Membranen + 95 1 H,O), im Ultraschallbad kurz homogeni-
siert und davon (Zimmertemperatur) je einmal 20 p1 und einmal 35 pul auf Proteingehalt untersucht
und das arithmetische Mittel gebildet. Gemessen wurde gegen eine programmierte Eichkurve (Ep-
pendorf Biophotometer), die jeweils bei Wechsel der Reagens-Charge neu angefertigt worden war:
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nichtlineare Regression. Um Samples unterschiedlicher Messungen sicher miteinander vergleichen
zu konnen, wurde grundsitzlich ein 10 ug BSA-Standard mitbestimmt. Es wurde der Bruch aus
Sollwert (10 ug) und Istwert (x pug) gebildet und alle Mewerte mit diesem Faktor korrigiert.

A.2.5 ,,Western-Blot*“-Analyse

Als Proteinquelle dienten je Spur 25 ;g Membranprotein, das wie unter A.2.2.1 gewonnen worden
war. Fiir die Auftrennung von OST3/Ost6 tiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli
und King 1970 [76]) war nur bei Einsatz von DTT im Probenpuffer (10 mM fiir 1x, 5 Minuten
95°C) das Auftreten von Artefaktbanden zu vermeiden.

Das Blotting erfolgte unter Anwendung des ,,Semi-Dry‘‘-Verfahrens [75] mit einer Apparatur der
Firma BioRad bei maximal 25 V und

Anti-Ost6p: 10 min 250 mA, 1 h 20 min 200 mA, 10 min 250 mA.
Anti-Ost3p: 1 h 15 min bei 240 mA.

Vor dem Blotting erfolgte eine 5 min-Aquilibrierung im verwendeten Transferpuffer (48 mM Tris,
39 mM Glycin, 20 % Methanol und 0.037 % SDS). Geblottet wurde auf Nitrozellulose BA-S85
(Schleicher & Schiill). Zum Férben des Proteinstandards diente 0.2 % Ponceau S (Sigma) in 3 %
Trichloressigsidure und 3 % Sulfosalicylsdure, entfarbt wurde mit HyO ges;.

Zur Absittigung unspezifischer Bindungen erfolgte ein ,,Blockieren® in ,,Blocking-Puffer* +Tween*
(BP+T) und 5 % Magermilchpulver iiber 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach kurzem Waschen in
BP-T erfolgte die Antikorperinkubation (primirer 2 h RT oder iiber Nacht bei 4°C), indem der
Blot auf Parafilm wie folgt iiberschichtet wurde:

Anti-Ost6p [66]: Verdiinnung 1:2000 in Blocking-Puffer mit 5 % hitzeinaktiviertem Pferde-
serum (Gibco);

Anti-Ost3p [66]: Verdiinnung 1:150 wie oben; zur Erhohung der Spezifitit erfolgte Vorinkuba-
tion auf einem Western mit Membranproteinen aus dem ost3A-Stamm.

Es folgte eine 15 min-Waschung mit BP+T, 1 % Magermilchpulver sowie 2x 15 min-Waschung mit
BP-T, jew. bei Raumtemperatur. Die Dekoration mit dem sekundéiren Antikorper (Anti-Kaninchen-
IgG gekoppelt mit Meerrettichperoxidase) erfolgte durch Uberschichten mit einer 1:5000-Verdiin-
nung in BP-T und 1 % Magermilchpulver 1 h bei RT. Nach Wiederholung der 3 oben genannten
Waschschritte wurden die gebildeten Antikorperkomplexe mit dem ,,ECL Western Blotting Detec-
tion System* der Firma Amersham durch Chemilumineszenz nach Herstellerangaben detektiert.
Zur Ablosung der Antikorper aus den Komplexen mit deren Zielproteinen und Neudekoration mit
anderen priméren Antikorpern wurde die Membran 30 min bei 50°C in 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.7,
100 mM Mercaptoethanol und 2 % SDS inkubiert. Nach 2x 10 min Waschen mit Blockierlosung
konnte die Membran, beginnend mit der Blockierung, neu dekoriert werden.

(*) Blockingpuffer: TBS (50 mM Tris/HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl) +Tween 0.2 %,
+Magermilchpulver (1 bzw. 5 %).

A.2.6 ,,Blue Native Page‘‘ und ,,Western Blotting*‘

In dieser Arbeit werden keine neuen Experimente, sondern noch unveroffentlichte Ergebnisse von
Herrn Dr. Roland Knauer neu interpretiert und prasentiert. Die Methodik wurde bereits in [66]
geschildert.
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A.2.7 Lipidoligosaccharid-Markierung mit [°H]-Mannose

Die Synthese von Dol-PP-GlcNAc,[*H]-Mans_; bzw. von Dol-PP-GIcNAc,[2H]-ManyGlcs er-
folgte liber in vivo-Markierung ganzer Hefezellen mit [*H]-Mannose: RKY326 (ost3A/ost6A)
fiir LLOMangGlcs; alg3A fir LLOMans; alg9A fiir LLOMang sowie algl2A fiir LLOMan;. Je
40 ODggp Einheiten einer logarithmischen Hefekultur in Vollmedium wurden geerntet, einmal mit
Vollmedium ohne Glucose (YEP) gewaschen, in 200 ul YEP aufgenommen und mit 100 pCi [*H]-
Mannose 15 min bei 30 °C inkubiert. Die Markierung wurde mit 4 ml C/M 3:2 gestoppt und die
Zellen 5 min bei 1200 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet dreimal
mitje 3 ml C/M 3:2, zweimal mit je 3 ml ,,upper phase* mit MgCl, (48 % (v/v) Methanol, 3 % (v/v)
Chloroform, 4 mM MgCl,) zweimal mit je 3 ml ,,upper phase* ohne MgCl, (UP 3:2:1, A.2.1) und
dreimal mit je 3 ml C/M/H 10:10:3 (v/v/v) extrahiert. Die CMH-Extrakte wurden jeweils vereinigt,
unter Ny bei 37°C eingeblasen, in 1 ml C/M/H 10:10:3 (v/v/v) aufgenommen und die Radioaktivi-
tit bestimmt. Handelte es sich um eine analytische LLO Markierung, wurde der Ansatz mit 0,02N
HCI mildsauer hydrolysiert (A.2.11.9) und die Oligosaccharide iiber HPLC analysiert. Sollten die
Lipidoligosaccharide in einen Enzymtest eingesetzt werden, wurde nur ein Aliquot hydrolysiert
und tiber HPLC analysiert wie unter A.3.1 beschrieben.

Zur Analyse der kurzkettigen LLO-Fraktion wurden die C/M 3:2-Extrakte gepoolt, eingeblasen
und den C/M/H 10:10:3-Extrakten entsprechend analysiert.

A.2.8 Priparative und analytische Mannosidase-Verdaue

A.2.8.1 Priparativer LLO[?H]Man;-Verdau durch Jack bean o.-Mannosidase zur LLOMan,-
Gewinnung

e Fiir eine 15 pl-Inkubation wurden 40600 cpm LLO[*H]-Mans im 200 pl PCR-tube ein-
geblasen, mit 10 ul 1.5x Natriumacetat-Puffer (dem Enzym beigepackt: 1x mit 100 mM
CH;3;COONa pH 5.0, 2 mM Zn?*) im Ultraschallbad drei mal 10 sec. mit Zwischenkiihlung
dispergiert und mit 5 pl Enzymverdiinnung (7.5x10~% U/ul) 50 Minuten im Thermomixer
mit Deckelheizung bei 37°C inkubiert.

e Aufarbeitung: Zur Substratgewinnung fanden entsprechend viele Einzelinkubationen statt.
Jede Einzelinkubation wurde mit 100 pul C/M 1:1 abgestoppt (C/M/H 10:10:3). Je 5 Ansiit-
ze wurden gepoolt im 1.5 ml Schraubdeckel-Reaktionsgefdl und mit 250 pl CHCl3 sowie
175 pl HoO auf C/M/H 2:1:1 gebracht, Folch verteilt und 225 pl ,,upper phase® abpipettiert.
Der Rest wurde noch 2x mit je 225 pl UP 2:1:1 (A.2.1) nachverteilt und jeweils wieder das
gleiche Volumen an upper phase abgenommen. Die verbliebene lower und inter phase wur-
den unter N eingeblasen, in 400 ul C/M/H 10:10:3 aufgenommen, iiber 0.45 pm Durapore
Membran (Amicon) filtriert, erneut unter Ny eingeblasen, in nunmehr 150 pl C/M/H 10:10:3
aufgenommen und bei -20°C gelagert.

Um das LLOM,-Substrat in einer Elongationsreaktion einzusetzen, wurde ein Pramix wie folgt
prépariert (5x):

150 pl LLOM; wurden unter Ny eingeblasen (500 p1 PCR-tube), mit 18.7 11 0.25 % NP40 im US-
Bad dispergiert (3x 10 sec. mit Zwischenkiihlung) und mit 44.1 ul Citrat/Phosphat Reaktionspuffer
pH 6.9 gemischt. Lagerung bei -20°C; je Reaktion 12 pl Pramix.
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A.2.8.2 Analytischer o1,3-Verdau des durch mildsaure Hydrolyse vom Dolicholrest abge-
trennten Tetrasaccharids

Verdau mit einer Mana1-2,3Man spezifischen Mannosidase rekombinant aus E. coli von Calbio-
chem:

Nach mildsaurer Hydrolyse von LLOM,; (A.2.11.9) wurde das Tetraoligosaccharid in einem 200
1l PCR-tube eingeblasen (N5), in 10 p1 150 mM CH3COONa pH 5.0, 7.5 mM Ca?* aufgenom-
men und mit 10 U Mannosidase (5 ul Enzym wie geliefert) 24 h bei 37°C verdaut. Die «1,3-
Mannosidaseaktivitit unter den angegebenen Bedingungen war zuvor erfolgreich getestet worden.
Aufarbeitung:

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 170 ul UP 3:2:1 (A.2.1) gestoppt, die homogene Phase in
ein 1.5 ml Filter-tube (0.45 pm Durapore Membran Amicon) iiberfiihrt, nachgewaschen mit 190
p1 UP 3:2:1 und das Gesamtextrakt filtriert, eingeblasen, in je 30 ul Millipore-H,O aufgenommen
und tiber HPLC analysiert (A.3.1).

A.2.8.3 Analytischer o1,6-Verdau des durch mildsaure Hydrolyse vom Dolicholrest abge-
trennten Tetrasaccharids

Verdau mit einer Mana1-6Man-spezifischen Mannosidase rekombinant aus E. coli von Calbio-
chem:

Nach mildsaurer Hydrolyse (A.2.11.9) von LLOM, wurde das eingeblasene Tetrasaccharid in ei-
nem Endvolumen von 15 pl in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 5.0 mit 1.125 mU Enzym bei
37°C 3.5 h verdaut.

Aufarbeitung wie unter A.2.8.2 beschrieben.

A.2.8.4 Analytischer 31,4-Verdau des priparativ hergestellten, prisumptiven DolPP[!*C]-
GlcNAc,51,4Man

Als (1,4-spezifische Mannosidase diente das Enzym aus Helix pomatia (Glyko, UK).

Verdau des freien Oligosaccharids nach mildsaurer Hydrolyse (A.2.11.9) 9000 cpm Oligo-
saccharid wurden in 32 1 100 mM Citrat/Phosphat-Puffer pH 4.0 aufgenommen. 16 ul Kontrol-
linkubation; 16 pl wurden mit 4 pl Enzym (0.02 u/ul) bei 37°C 16 h verdaut (0.004 u/ul, ca. 0.77
uM Substrat). Die Reaktion wurde mit 350 pl UP 3:2:1 (A.2.1) gestoppt und denaturiertes Pro-
tein durch Filtration iiber 0.45 ym Durapore Membran (Amicon) beseitigt. Nach Einblasen unter
N, Aufnahme in 30 pl H,O. Diinnschichtanalyse unter Std.-Bed. (A.2.11.2), Laufmittel Aceton/n-
Butanol/H,O 70/15/15, 2x entwickelt.

Verdau des lipidgebundenen Oligosaccharids 6000 cpm [*C]-LLOM; wurden im PCR-tube
eingeblasen, mit 7.14 ul 0.25 % NP40 nach N,-Begasung im Ultraschallbad suspendiert und mit
dem mitgeliefertem Citrat/Phosphatpuffer auf ein Endvolumen von 24 ul gebracht (100 mM Ci-
trat/Phosphat pH 4.0). Der Verdau erfolgte mit 6 xl Enzym (0.02 u/pl) in einem Endvolumen von
30 pl bei 37°C iiber 16 h (0.004 u/pl, ca. 0.68 uM Substrat). Die Reaktion wurde mit 600 ul C/M
2:1 gestoppt, mit 170 pl HoO auf C/M/H 2:1:1 gebracht und nach Standardbedingungen Folch-
verteilt (2x Waschen mit je 200 pl UP 2:1:1, A.2.1). Interphase und lowerphase wurden zusammen
eingeblasen unter Ny, aufgenommen in 300 pul C/M 1:1, filtriert (Amicon) um ausgefallenes Pro-
tein zu beseitigen, erneut eingeblasen und aufgenommen in 30 ul C/M 1:1. Diinnschichtanalyse
unter Std.-Bed. (A.2.11.2), Laufmittel C/M/H 65:25:4.1.
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A.2.9 Metabolische Markierung von Hefen und Immunprazipitation von

CPY bzw. Invertase

A.2.9.1 Markierung mit [**S]-Methionin und Zellaufschlu

Anzucht in Vollmedium, 2 % Glucose.
Ernte von 20 ODs575 Zellen je Ansatz aus logarithmischer Kultur.

Einmaliges Waschen mit YNB, 0.1 % Glucose und Dereprimierung in 5 ml des gleichen
Mediums bei 30 bzw. 25 und 35°C (TS-Phinotyp!) im Wasserbadschiittler.

Nach 30 min Zugabe von 114 pCi [*3S]-Methionin je Ansatz zur Markierung.

Nach 30 min Zugabe von je 0.2 mg/ml kalten Methionins; weitere 30 min schiitteln.
Zellernte und Absaugen des radioaktiven Uberstandes.

Waschen der Zellen mit 5 ml 10 mM Na-Azid.

Resuspendieren in 200 pl AufschluBpuffer (50 mM Tris-HCI1 pH 7.5, 1 mM Mercaptoetha-
nol, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin) und Uberfiihren in Fiolaxglischen mit je 0,75 g Glas-
perlen (@ 0.45-0.55 mm).

Zellaufschluf} bei 4°C im Reagenzglasschiittler und maximaler Drehzahl, 10 min.

Ernten der Zellsuspension mit ausgezogenen Pasteurpipetten und Uberfiihren in Eppendorf-
Cups.

20 min Zentrifugation in der Sorvall-Zentrifuge (SS-34-Rotor, 4°C, 48000 g).

Uberfiihren des Uberstands in neues Eppendorf-Cup und Einstellen einer SDS-Konzentration
von 1 %.

Denaturierung bei 95°C, 5 min.

A.2.9.2 Immunprizipitation

Inkubation des denaturierten Uberstandes (siehe oben) mit 1 ml TNET-Puffer und 7 z1 (CPY)
oder 5 ul (cytoplasmatische Invertase) Antikorper bei 4°C iiber Nacht.

30 min Zentrifugation in Sorvall-Zentrifuge (SS-34-Rotor, 4°C, 48000 g).

Isolierung des Antigen-Antikorperkomplexes mit Hilfe von Protein A-Sepharose:

Je Ansatz 5 mg Protein A-Sepharose in 1 ml TNET-Puffer 30 min bei 4°C quellen lassen.

Waschen mit 1 ml TNET-Puffer, Abzentrifugieren, Verwerfen des Uberstands und Zugabe
des Antigen-Antikorperkomplexes.

Bewegen der Protein A-Sepharose mit dem Antigen-Antikorperkomplex bei 4°C (rollern!),
2 h.
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e Abzentrifugieren der sepharosegebundenen AG-AK-Komplexe (Uberstinde fiir eventuelle
Féllung mit dem anderen Antikdrper aufbewahren!).

e Viermaliges Waschen mit TNET-Puffer.
e Einmaliges Waschen mit Tris-Saline.

e Trennung der Sepharose vom AG-AK-Komplex: je Ansatz zweimaliges, fiinf-mintitiges Er-
hitzen auf 95°C mit je 25 ul SDS-Probenpuffer.

e Auftragen der vereinigten Uberstinde jedes Ansatzes auf ein 10 %- (Invertase) bzw. 8 %-
(CPY) SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970 [76]).

e Lauf bei 35 mA.

e Zur Signalverstirkung vor Trocknung 30 min in Fluoreszenzlosung (Amplify, Amersham)
schwenken; Exposition des Rontgenfilms: 2-3 Tage.

TNET-Puffer pH 7,5: 50 mM Tris-HCl1 pH 7,5
3 mM EDTA
150 mM NaCl
1 % Triton X-100

Tris-Saline: 50 mM Tris-HCI1 pH 7,5
100 mM NaCl

SDS-Probenpufter: 15,63 Vol% 1 M Tris-HCI pH 6,8
15,63 Vol % H,0O
31,25 Vol % Glycerin
31,25 Vol % 10 % SDS-Losung
3,13 Vol % 2-Mercaptoethanol
3,13 Vol % Bromphenolblau
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A.2.10 Enzymatische Reaktionen S. cerevisiae
A.2.10.1 Solubilisierung der Oligosaccharyltransferase aus S. cerevisiae

[P]zuTSolubilisieTung = 6,47 ,ug/,ul, D/P = 1,66 anI/lu’g; [NaCl] = 1,2 M;
Fiir ein Endvolumen von 150 ul erfolgte folgender Ansatz:

x pul Membranen (971 ug Protein) in Membranaufnahmepufferr,;s pH 7.4 (A.2.1)

e + x ul Membranaufnahmepuffery,.;;

+ 45 pl 4 M NaCl (Vortexen)

+ 12,95 pul 7,5 % NP40 (unter Vortexen zugeben)

¥ =150 ul

20 Minuten Solubilisierung auf Eis mit unterbrechendem Vortexen und Ultrazentrifugation bei 2°C
und 207.000 g. Das klare Solubilisat wurde abgenommen und als Enzymextrakt eingesetzt.

Eine hohere Enzymkonzentration/Aktivitit 148t sich durch Solubilisierung bei [P] = 11,55 pg/ul
unter Verwendung von 10 % NP40 bei sonst gleichen Bedingungen (D/P = 1,66 / [NaCl] = 1,2 M)
erreichen, wofiir gegebenenfalls die Membranpréparation aufkonzentriert werden muf.

A.2.10.2 N-Oligosaccharyltransferasetest

Der Test erfolgte in leichter Abwandlung des Protokolls von Sharma et al. [108]. Hier wurden
stets Membranen in Membranaufnahmepuffers, ;s eingesetzt, also pH 7.4. Prinzipiell wurde die
Reaktion in einem Volumen von 50 ul durchgefiihrt. Die eingesetzten Membranprotein- bzw. So-
lubilisatmengen sind an Ort und Stelle vermerkt, ebenso die jeweiligen Peptidkonzentrationen.
Wurden als Donorsubstrat ['4C]-markierte LLOs verwendet, waren im allgemeinen 3000-4000
cpm ausreichend, bei Verwendung [*H]-markierter LLOs wurden 5.000-10.000 cpm netto ein-
gesetzt. Eventuell vorhandenes Restvolumen wurde aufgefiillt mit Membranaufnahmepuffery,.;s.
Sowohl das Peptid- als auch das LLO-Substrat kam in Form eines Primixes zum Einsatz, wie im
Folgenden aufgefiihrt.

LLO-Pramix fiir 25 Tests:

e Einblasen von 125-250.000 cpm LLO[?*H]ManyGlcs bzw. 100.000 cpm DolPP[**C]GlcNAc,-
Many,; in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefil3;

e Leicht vortexen mit 150 pl Triton X-100 10 % und kurzes Beschallen im Ultraschallbad
nach Uberblasen mit Ny;

e Mischen mit 125 yl Tris/Cl pH 7,2-7,4;
e Zugabe von 12,5 ul MnCl; 1 M;

e Lagerung bei -20°C; je Reaktion 7,5-10 ul;
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Hexapeptidpramix YNLTSV (synthetisch) 10 mM:

e 4 mg Peptid in 310 ul H,O suspendieren, Ultraschallbad bis zum Zerfall jeglicher Partikel;

+ 125 p1 DMSO, Mischen;

+ 20 pl Triton X-100 10 %, Mischen;

+ 30 pl 1 N HCI (Séuresprung), Mischen;

Mit 1 N NaOH nachtitrieren bis pH 7,0-7,4 (Spezial-pH-Papier Merck);

Mit HyO auf 570 pl bringen;

Aufbewahrung im Kiihlschrank.

Hexapeptidpramix YNSTSV (Synthese durch Sigma Genosys) 10 mM: Hier wurde weder
Detergens noch DMSO verwendet, da das Peptid relativ gut in HoO 16slich ist. Jedoch muf3te mit
3 kurzen Ultraschall-Sequenzen nachgeholfen und anschlieBend vom initial sauren pH mit 1 M
NaOH auf pH 7-7,4 titriert werden.

14er-Peptid GGHRRASVYNSTSYV (Synthese durch Sigma Genosys): Dieses Peptid enthilt
eine Nickel-Bindedomine (GGH), eine Phosphorylierungssequenz (RRAS*V), ein Tyrosin sowie
das sehr effektive Glykosylierungs-Sequon NST und war fiir Crosslinking-Experimente (Nickel
induziertes, oxydatives Crosslinking von Tyr [7,23]) konzipiert worden - die aus Zeitmangel zu-
nidchst nicht weiterverfolgt und schlieBlich durch aktuelle Veroffentlichungen tiberholt wurden.
Nichtsdestotrotz weist es beste Akzeptoreigenschaften auf und ist daher als Akzeptorsubstrat ide-
al. Es ist sehr gut 18slich in HyO, wahrscheinlich zyklisiert es aber ziigig nach Losung (Ni%*-
Bindefihigkeit geht verloren, bleibt aber bei Anwesenheit von Ni?T lange erhalten — tief oran-
ger Komplex) und kann bei leichtem Erwidrmen auch intermolekular reagieren (wahrscheinlich
Angriff der nucleophilen freien Glycin-Aminogruppe am Guanidinium-C eines der Arginine. Die
intramolekulare Reaktion stort die Eigenschaft als Akzeptorsubstrat nicht im mindesten, die inter-
molekulare Reaktion kann durch Zugabe von DMSO/Triton wie bei (YNLTSV) verhindert werden.
Daher wurde ein entsprechender Pramix hergestellt (ohne pH-Sprung, nur Neutralisierung durch
NaOH), der bei 4°C lange Zeit stabil ist.

Waurden innerhalb einer Versuchsreihe unterschiedliche Peptidmengen eingesetzt, war eine Losung
entsprechend dem jeweiligen Pramix, aber ohne Peptid, bereitet und jene Ansitze mit geringerem
Peptidvolumen mit diesem ,,Peptid-LM* auf das maximal eingesetzte Volumen gebracht worden.
In Negativkontrollen ganz ohne Peptid wurde ebenfalls eine entsprechende Menge dieses ,,Peptid-
LMs* eingesetzt um eine reprisentative Verteilung des LLOs zu gewdhrleisten.

In Ansidtzen mit dem Volldngen LLO DolPPGIcNAc,;MangGles war iiberdies eine Implementa-
tion von 1.3 mM 1-Deoxynojirimycin Hydrochloride (2 pl einer 32,5 mM Stammldsung) erfolgt,
einem Glucosidase-Hemmer (Calbiochem).

Im Allgemeinen war die Reaktion in Fiolaxgldschen bei 24°C H,0O-Bad erfolgt. Fiir Inkubatio-
nen mit kurzkettigen LLOs bis LLOM; wurde mit 2x 1 ml C/M 3:2 abgestoppt und mit 350 pl
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H50 Folch verteilt (griindliches Vortexen und 5 min Zentrifugation bei 1.200 g). Die obere pola-
re, das Glykopeptid enthaltende, Phase wurde in Szintillationsglidschen iiberfiihrt, getrocknet, mit
400 pl HyO versetzt und mit einem hydrophilen Szintillationskocktail gezihlt. Die Counts einer
entsprechend lang inkubierten 0-Kontrolle ohne Peptid wurden jeweils subtrahiert.

Fiir lingerkettige LLOs als Donorsubstrat enthaltende Ansitze wurde mit 1,8 ml C/M 2:1 ab-
gestoppt, mit 600 pl HoO Folch verteilt (10 min Zentrifugation bei 1.200 g), vorsichtig 600 ul
der ,,upper phase“ in ein Szintillationsgefd} abpipettiert (so wenig wie moglich eintauchen, keine
Turbulenzen, relativ starke Interphase bleibt zuriick), noch 3 mal auf die gleiche Weise mit 600 yl
,»UP 2:1:1 (A.2.1) nachverteilt und jeweils wieder 600 ul der Oberphase mit den Vorigen verei-
nigt. Wie oben erfolgte Trocknung und Auswertung iiber Szintillationszdhlung. Die Counts einer
entsprechend lang inkubierten 0-Kontrolle ohne Peptid wurden jeweils subtrahiert.

A.2.10.3 Synthese von DolPP['“C]-GlcNAc;,

Solubilisierung Eine 200 mM Stamml6sung Diheptanoylphosphatidylcholin (Sigma) wurde wie
folgt hergestellt:

Die erforderliche in CHCl3 geldste Substanzmenge fiir 0.5 ml Dispersion wurde im Pyrex ein-
geblasen, mit 0.5 ml Puffer (150 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 10 mM Tris/HCI pH 7.5) versetzt,
gevortext, mit Ny {iberblasen und in einem Branson Ultraschall-Becher mit DurchfluSkiihlung be-
schallt: etwa 10 Pulse kiirzester Dauer und maximaler Intensitét. Als Lichtschutz wurde Alufolie
um das Glas gelegt. Lagerung bei -20°C.

Fiir die quantitative Synthese wurden bis zu 14 5-fach Inkubationen durchgefiihrt. Entsprechend
mul das folgende Protokoll multipliziert werden. Bei groeren Mengen wurde die Solubilisierung
im Reagensglas auf Eis vorgenommen und dann zur Zentrifugation auf eine entsprechende An-
zahl Zentrifugenrohrchen aufgeteilt. Eine 5x-Solubilisierung ([P] = 6.48 ug/ul; DHPC/P = 0.45
nmol/pg; [NaCl] = 1.5 M) wurde wie folgt durchgefiihrt:

e 1.873 mg Membranprotein in Membranaufnahmepufferr,;s (A.2.1);

e Mit Membranaufnahmepuffery,;; auf Volumen von 177 ul bringen;

e Unter Vortexen 108.5 pl NaCl 4 M zugeben;

e Unter Vortexen mit 4.21 1 200 mM DHPC versetzen und 20 Minuten auf Eis solubilisieren.
e 40 Minuten bei 2°C und 200.000 g zentrifugieren.

Das klare Solubilisat wurde abgenommen und unmittelbar in der Reaktion eingesetzt.

5xReaktion Fiir eine 5-fach Reaktion (16 mM MgCly; 0.25 uCi UDP-[**C]GIcNAc; 0.078 pg/pul
DolP) wurden in einem Reagensglas 250 u1 Solubilisat mit 86 ]l Pramix* gemischt und 45 Minuten
bei 24°C inkubiert, mit 2 mal 2 ml C/M 3:2 abgestoppt und mit 470 ul MgCly 4 mM Folch ver-
teilt: Nach Vortexen und 5 Minuten Zentrifugation bei 1.200 g wurde die Oberphase abgenommen
und noch 2 mal mit UP 3:2:1 (A.2.1) nachgewaschen. Die lower phases wurden gesammelt, ein
Aquivalent einer 1x Reaktion abgezweigt und auf Diinnschicht analysiert: Silica G60, C/M/H50
65:25:4. Analyse iiber TLC-Scanner (Proportionalzidhlrohr). Die verbliebene vereinigte lower pha-
se wurde unter Ny eingeblasen und in C/M 1:1 konzentriert aufgenommen. Lagerung bei -20°C im
fest verschlossenen Pyrex.
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(*) UDP-[**C]GleNA¢/DolP-Priimix mit 1.5x DolP  Fiir 41 Reaktionen (0.05 xCi, 5.25 pg DolP
je Reaktion):

e 107.6 ul DolP (in C/M 1:1) einblasen (1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefil3);

e Aufnehmen in 295.2 ul NP40 2.5 %: Vortexen, 3x 15 sec. Ultraschallbad mit Zwischenkiih-
lung (vorher mit Ny iiberblasen);

e Mischen mit 410 pl [Tris/HCI 50 mM pH 7.5, 100 mM MgCl,];

e 2.05 uCi UDP-['*C]GIcNAc einblasen (Eppendorf) und in DolP-Lésung aufnehmen (Vor-
texen).

e 17.2 ul je 1x Reaktion; Lagerung bei -20°C;

Gesamtausbeute aus 67 Reaktionen: 1.156.480,0 cpm, entsprechend etwa 15.5 % der eingesetzten
Radioaktivitit in Form von UDP-['*C]GlcNAc.
Vergleiche aber Optimierungsvorschldge am Ende von Abschnitt I1.2.2!

A.2.10.4 Synthese von DolPP['“C]-GlcNAc,

Solubilisierung: [P] zur Solub. = 16,8 ug/ul; Membranprotein aus gpil-8; D/P = 2,5 nmol/ug,
also 42 mM Detergens, entsprechend 2,53 % NP40; Endvolumen zur Solubilisierung bei Einsatz
von 16,8 mg Membranprotein = 1,0 ml; die Solubilisierung erfolgte in einem 1,5 ml Polypropylen-
Beckmann-UZ-Tube wie folgt:

e Fin 16,8 mg Protein entsprechendes Membranvolumen vorlegen: Das Membranendvolumen
mul} 747 pl betragen und wird entweder durch Hinzufiigen von Membranaufnahmepuffer
(A.2.1), oder durch 10 min Pelletieren bei 80.000 g (2°C), Entfernen einer entsprechenden
Menge Uberstands und Resuspendieren im verbliebenen Uberstand erreicht;

e Mit 253 11 NP40 10 % solubilisieren: Unter Vortexen zugeben, 20 min auf Eis solubilisieren,
unterbrochen von mehrfachem Vortexen.

e 40 min Zentrifugation bei 150.000 g und 2°C;

e Solubilisat abnehmen, in Eppendorf-Reaktionsgefif iiberfiihren, kurz mischen und wie im
Folgenden beschrieben in die Reaktion einsetzen,;

Fiir 5-fach-Reaktion (durchgefiihrt in Reagensglas von ca. 1,5 cm @):
e 86 il Pramix in Reagensglas unter Ny einblasen;

e + 300 ul Solubilisat: gut vortexen, um PM zu 16sen;

35 min Reaktion bei 24°C, evtl. zu Anfang nochmals kurz vortexen um PM sicher zu 16sen;

Chase mit 83 uM kaltem UDP-GIcNAc: 4,43 pl einer 6 mM-Losung;

Stop nach 45 min mit je 2x 2 ml C/M 3:2;
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Aufarbeitung:
e Folch-Verteilung mit 0,5 ml MgCls 4 mM (griindlich Vortexen, 5 min 1.200 g);
e Oberphase abnehmen und verwerfen;
e Entsprechend noch 2x mit je 1 ml UP 3:2:1 (A.2.1) nachverteilen;

e Unterphase erst mit blauer Spitze absaugen (bulk), dann Rest mit ausgezogener Pasteur-
Pipette; Unterphasen mehrerer 5x-Ansitze in Reagensglas sammeln, unter Ny zur Trockne
einblasen und Aufnehmen in etwa 0,9 ml C/M 1:1 pro 15 Reaktionen (3x 5-fach).

e Zihlen eines Aliquots (10 ul) im Szintillationszédhler und Analyse von ca. 3.000 cpm auf

Diinnschicht (A.2.11.2);

Pramix fiir 41 Reaktionen:

e 71,75 pl DolP 2 mg/ml einblasen in Eppi;
e + 2952 ul NP40 2,5 %, leicht vortexen;

e Mit N, iiberblasen und beschallen im Bandelin US-Bad: 3 15”-Sequenzen mit 30” Zwi-
schenkiihlung Eisblock;

e + 410 pl Tris/HC1 50 mM pH 7,5 100 mM MgCls, vortexen;
e 82 ul UDP-["*C]GIcNAc 0,025 pCi/ul einblasen in Eppendorf-Cup;

e FEingeblasenes Zuckernukleotid mit Detergens-DolP-Lésung in Losung bringen (in UDP-
GlcNAc Cup iiberfiihren, vortexen);

e Je Reaktion 17,2 ul (0,05 pCi) einsetzen;

e Lagerung bei -20°C;

A.2.10.5 Solubilisierung der GNT-AKktivitit/31,4-Mannosyltransferaseaktivitit und GN'T-
Test

Solubilisierung Die Solubilisierung erfolgte bei [P] = 6.5 pg/ul und NP40/Protein = 3.83 nmol/ug
nach folgendem Schema:
Fiir X p1 Endvolumen zur Solubilisierung wurden

(6.5ug/u1 - Xyl
. e

) Membranfraktion in Membranaufnahmepuffer (A.2.1) mit
[P ] Membranen

Membranaufnahmepuffer auf 0.65 - X ul gebracht,

mit 0.2 - X pul Puffer A (A.2.1) gemischt und mit

0.15 - X ul 10 % NP40 (unter Vortexen zugesetzt) 20 Minuten auf Eis solubilisiert.

Nach Ultrazentrifugation bei 200.000 g iiber 40 Minuten bei 4°C wurde das klare Solubilisat
abgenommen und in den Reaktionen eingesetzt. Eine Lagerung bei -80°C ist ohne jeden
mefBbaren Aktivitdtsverlust langerfristig moglich.

[NaCl] = 30 mM; [Glycerin] = 21.5 %;
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GNT-Reaktionspramix Je Reaktion zur Diinnschichtanalyse wurden 9000 cpm DolPP-
["*C]GlcNAc, eingesetzt. Primix fiir 20 Reaktionen:

e 180.000 cpm LLO-Substrat im 1.5 ml Eppendorfgefil} einblasen;

e Mit 200 p 0.25 % NP40 im Ultraschallbad 16sen (vorher mit Ny, iiberblasen; 3 15”-Sequenzen
mit Zwischenkiihlung auf Eis);

e Mit 200 pl [SO mM Tris/HC1 pH 7.5; 100 mM MgCl,] mischen;
e Mit 20 pl 6 mM UDP-GIcNAcy,;; versetzen;
e Je Reaktion 21 ul, Lagerung bei -20°C;

Da fiir Hefe-GNT zuletzt ermittelt worden war, dal3 MgCl,-Konzentrationen iiber etwa 10 mM
inhibierend wirken (vgl. Abb. I1.7), empfiehlt es sich die MgCl,-Konzentration im Pramix kiinftig
zu reduzieren.

Reaktion Die jeweils angegebenen Mengen an Solubilisat wurden, soweit nicht anders vermerkt,
mit Membranaufnahmepuffer auf ein Volumen von 39 ul gebracht und die Reaktion mit 21 ul
Primix gestartet. In der Regel wurde 10 Minuten bei 24 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 2x
1 ml C/M 3:2 gestoppt, aufgearbeitet und analysiert wie unter A.2.11.2 beschrieben.

A.2.10.6 Synthese von DolPP[!“C]-GlcNAc,Man,

Die Solubilisierung von Hefemembranen erfolgte wie unter A.2.10.5 beschrieben.
Reaktion (5x, in Reagensglas =~ 1,5 cm @):

e 62,5 ul [20 mM Tris/Cl pH 7,2/ 10 mM MgCl, / 1 mM DTT]

+ 18 ul Glycerin 87 %

+ 110 pl Solubilisat

+ 105 1 DolPP[**C]GIcNAc,-PM*

+ 4,5 4l GDP-Man 100 mM (Reaktionsstart);

¥ =300 pl; 90.000 cpm DolPP[**C]GIcNAcs; 1,5 mM GDP-Man; [Glycerin] ~ 12,4 %;
Inkubation iiber 50 min bei 24°C H,O-Bad;

Abstoppen und Aufarbeitung:
e Stopp mit 2x 2 ml C/M 3:2;
e Folch-Verteilung mit 500 pl 4 mM MgCl, (Vortex, 10 min 1.200 g);
e Oberphase (bis auf etwas Interphase) abnehmen und verwerfen;

e In gleicher Weise noch 2x mit je 1 ml UP 3:2:1 (A.2.1) nachverteilen;
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e Die Masse der Unterphase mit einer 1 ml Gilson-Pipette, die restliche Unterphase zusam-
men mit der verbliebenen Interphase mit einer ausgezogenen Pasteurpipette (Protein bleibt
zuriick) in einem neuen Reagensglas sammeln, unter N, einblasen und in C/M 1:1 aufneh-
men;

e Ein Aliquot (entsprechend etwa 3000 cpm) iiber Diinnschicht (A.2.11.2) auf Identitét kon-
trollieren: Prinzipiell verlduft die Reaktion aber quantitativ und ohne Nebenprodukte.

e Bei -20°C in gut verschlossenem Sovirell-Glas lagern.
(*) DolPP[**C]GlcNAc,-PM fiir 10 Reaktionen (18.000 cpm/21 pl):
e 180.000 cpm in Eppendorf-Reaktionsgefall unter N4 einblasen;

e + 100 ul NP40 0,25 %, mit Ny tiberblasen, leicht vortexen, Ultraschallbad Bandelin: 3x 15
sec-Sequenzen mit Zwischenkiihlung;

e + 100 p1 [100 mM Tris/Cl pH 7.4 / 50 mM MgCl,]

e +10 ul H,0

> =210 pl; 23,81 mM MgCly; 0,12 % NP40;

A.2.10.7 Synthese von kaltem DolP-Man [nach C. B. Sharma]

Solubilisierung 50 mg Membranprotein in 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 3 mM MgCls, 35 % Glyce-
rin, 0.04 % EtOHSH wurden unter Vortexen mit 300 p1 10 % Triton X-100 versetzt und mit dem
gleichen Puffer auf ein Endvolumen von 5.5 ml gebracht. Bei unterbrechendem Vortexen wurde
20 Minuten auf Eis solubilisiert und anschliefend bei 150.000 g und 4°C zentrifugiert. Das kla-
re Solubilisat wurde abgenommen und in der Reaktion eingesetzt. Die Aktivitit bleibt bei -80°C
erhalten.

Priparative Reaktionen Je Reaktion wurden 25 ul DolP (2 mg/ml in C/M 2:1) eingeblasen, mit
100 gl Triton X-100 1 % geldst, mit 300 pl Reaktionspuffer®, 25 pl HoO und 25 pl GDP-Man 20
mM versetzt (0.714 mM GDP-Man i. Endvol.). Die Reaktion wurde gestartet mit 250 pl Solubilisat
(Endvolumen 700 pl) und 12 Minuten bei 24 °C inkubiert. Mit der obigen Solubilisatpridparation
sind 18 Inkubationen méglich.

Aufarbeitung

Stop mit je 6 ml C/M 3:2 und Vortexen. Proteinanteil durch Zentrifugieren bei 1200 g (5 min)
pelletieren, Uberstand in neues Glas iiberfithren und Folch verteilen mit 600 1 HoO (mixen, 5 min
1200 g). Obere Phase verwerfen, untere Phase zweimal mit 1.5 ml UP 3:2:1 A.2.1 waschen (ohne
zu mischen, nur iiberschichten und jeweils Oberphase nach Zentrifugieren abnehmen), einmal mit
1.5 ml UP 3:2:1 vortexen und nach erneutem Zentrifugieren obere Phase verwerfen, untere Phase
einblasen unter Ny und in 500 pl C/M 3:2 aufnehmen.
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GDP-['*C]Man Kontrollreaktion zur Stoffmengenabschiitzung Reaktion und Aufarbeitung
wie oben, aber mit 2 xCi GDP-['*C]Man und, abhingig von dessen spezifischer Radioaktivitit, so
viel kaltem GDP-Man, daf die Endkonzentration von 0.714 mM GDP-Man,; Wie im , kalten
Ansatz* erreicht wird. Das wie oben gewonnene DolP-Man des Gesamtansatzes wird gezéhlt und
wie folgt, kann die Stoffmenge an Gesamt-DolP-Man abgeschitzt werden:

Bei etwa 90 % Zihlausbeute wiirden ungefihr 19.98 x 10° cpm einem pCi entsprechen. So kann
die Gesamtradioaktivitit in uCi des gewonnenen DolP-['*C]Man-Anteils bestimmt werden. Teilt
man dann durch die spezifische Radioaktivitit der eingesetzten GDP-[1*C]Man Charge, erhilt man

die Stoffmenge des gewonnenen radioaktiven DolP-Man Substrats. Multipliziert man diese dann
.. 714 uM ([GDP-Man]4.,.)

it = T GDP-["*C]Man

erhilt man die Gesamtmenge an Reaktionsprodukt eines Ansatzes.

(*) Reaktionspuffer: 50 mM Tris pH 7.4, 50 mM MgCl,, 0.04 % EtOHSH;

A.2.11 Enzymatische Reaktionen humaner Fibroblasten
A.2.11.1 N-Oligosaccharyltransferasetest
Siehe Bedingungen unter A.2.10.2!

A.2.11.2 Bestimmung der gekoppelten Aktivitit von GPT (Alg7p) und GNT in Mikrosomen
Reaktion (endogenes DolP):

e 145 pg Membranprotein

e + x ul Membranaufnahmepuffery, ;s (A.2.1)

e + 15 yul UDP-[**C]GIcNAc-Primix* (Reaktionsstart);

¥ =60 pl; 0,05 £Ci UDP-[**C]GIcNAc; 18,9 mM MgCly;

15 min Reaktion bei 24°C Wasserbad.
Stopp mit 2x 1 ml C/M 3:2;

Aufarbeitung:
e mit 340 ul 4 mM MgCl, verteilen (Vortex, > 5’ 1200 g);
e _upper phase* abziehen, diinne Interphase bleibt zuriick;
e 2x Waschen (Verteilen, up abziehen wie oben) mit je 500 pl UP 3:2:1 (A.2.1);

e _lower phase* mit ausgezogener Pasteur-Pipette in Fiolaxglas abziehen und einblasen unter
No;

Diinnschicht:

In 25 pl C/M 1:1 aufnehmen und auftragen auf Aluminium-Diinnschichtplatte Merck Kieselgel
G60, die zuvor ca. 1 h bei 80°C erhitzt worden war, um stirkere Schwankungen im Feuchtigkeits-
gehalt der Matrix zu vermeiden. Fiir 7 Spuren: 2x 2.2 cm Rand; 6 Zwischenrdume a’ 1.2 cm; 7
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Spuren a’ 1.2 cm. Fiir 8 Spuren (moglich, aber nicht optimal): 2x 2.2 cm Rand; 7 Zwischenrdume
a’ 1.2 cm; 8 Spuren a’ 0.9 cm Lauf in C/M/H 65:25:4 (ca. 2 - 2.5 h); Phosphorimager-Screen ,,Mul-
tipurpose* oder ,,High Resolution* auflegen (unterer Rand knapp unterhalb der Auftragslinie) und
mindestens 36 h exponieren;

(*) UDP-[*C]GlcNAc-PM fiir 20 Reaktionen:
e 1 uCi UDP-[**C]GIcNAc in Eppendorf-Reaktionsgefif einblasen;
e In 100 p1 H,O aufnehmen;

e +200 p1 [50 mM Tris/Cl pH 7,5 / 100 mM MgCl,]

> =300 pl; 15 pl/Reaktion; Lagerung bei -20°C;

A.2.11.3 Verlingerung endogenen DolPs mit UDP-['*C]GlcNAc und in der Folge GDP-Man

145 pg Membranprotein in Membranaufnahmepuffers,;s wurden in einem Endvolumen von 60 ul
(entsprechend mit Membranaufnahmepuffers,;s aufgefiillt) mit 15 pl ,,UDP-[**C]-GlcNAc-PM*
(0.05 uCi, siehe A.2.11.2) 15’ bei 24°C umgesetzt (Glycerin-Konzentration ca. 26 %). Dann er-
folgte ein Temperaturshift auf 32°C und anschlieBend die GDP-Man-Zugabe auf 0.5 mM End-
konzentration (3.16 ul 10 mM), worauf weitere 15 Minuten inkubiert wurde. Mit 1.8 ml C/M 2:1
wurde die Reaktion terminiert, verteilt mit 540 pl HoO (Vortexen, 10 Minuten 1200 g Zentrifuga-
tion), die obere Phase vorsichtig abgenommen und verworfen, Interphase und ,,Jower phase‘ noch
zwei mal mit 600 1 UP 3:2:1 (siehe A.2.1) verteilt und ,,Jower phase* wie Interphase/Protein ge-
trennt aufgearbeitet.

,Lower phase“: Auftrennung auf Silica G60 in C/M/H 65:25:4 (A.2.11.2);

A.2.11.4 Bestimmung der GPT-Aktivitit im Mikrosomensolubilisat

Je Test: 255 pg Membranprotein aus Fibroblasten via Pufferaufschluf; sinnvoll sind 2 Zeiten, 4’
und 6’. Zudem sollte die DolPMan-Aktivierung getestet werden, am besten bei 4 Minuten Inkuba-
tion mit 81 DolPMan-Verdiinnung (3.75 pmol/ul, zuletzt 1:8) in C/M 3:2;

Solubilisierung fiir 3 Reaktionen (2 Zeiten, DolPMan-Aktivierung):

Endvolumen fiir Einzel-Solubilisierung: 42.5ul; [P] = 6.0 pg/ul; D/P = 1.0 nmol/ug = 6 mM
DHPC i. Endvol.; [NaCl] i. Endvol.: 1.25 M; daher also konkret fiir 3 Reaktionen (mit geringem
UberschuB - Faktor 3.2):

e Endvolumen fiir jede 3.2x - Solubilisierung: 136 ul;

Volumenbedarf fiir NaCl: 42.5 ul;

Volumenbedarf fiir DHPC: 14 pul;

3.2 x 255 g Membranprotein in Beckmann-Eppi = 816 ug;

mit Membranaufnahmepufferr,;; (pH 7.4) auffiillen auf 79.5 ul (= Max. Vol. Membranen
- falls zu verdiinnt, siehe unten!), vortexen;
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e unter Vortexen NaCl zugeben: 42.5 ul 4 M, vorgekiihlt;

e Solubilisierung mit 13.6 1 DHPC 60 mM Stammlosung in Puffer A (A.2.1); bei Verwen-
dung einer konzentrierteren Losung entsprechend auf 14 pl (Volumenspielraum DHPC) mit
Puffer A auffiillen - vor der Zugabe von DHPC!

DHPC unter Vortexen zugeben und 20’ auf Eis solubilisieren, dazwischen immer wieder 30”
vortexen,;

e 40’ 62.000 rpm Beckmann UZ (150.000 g), 2°C;

e Solubilisat mit umgebogener Pipettenspitze in 500 p1-Eppi abziehen, auf Eis;

Falls Membranen zu verdiinnt, um maximales Endvol. einhalten zu kénnen (10.3 pg/ul Minmal-
konz.):

Erforderliche Proteinmenge (X pl) Membranen in Beckmann-Eppi 10’ bei 49.000 rpm abzentrifu-
gieren (2°C); X ul - Max. Vol. Membranen (s. 0.) = Pufferiiberschul3; Pufferiiberschuf} abziehen;
Pellet in Restpuffer resuspendieren: Endvolumen ist dann gleich Max. Vol. Membranen (79.5 ul
fiir 3.2x - Ansatz).

Zum Resuspendieren: Pipettenspitze umbiegen; Uberstand so weit aufziehen, daB Pellet noch be-
deckt ist; mit gefiillter Pipettenspitze durch auf- und nieder- Bewegung Pellet von Wand und Boden
l6sen; Pipettenspitze unter Entleeren und unter Abstreifen an Eppi-Wand so herausbewegen, dal3
nichts kleben bleibt; gut vortexen, erst mit niedriger, dann mit hoher Geschwindigkeit; Solubili-
sierung wie oben beschrieben durchfiihren; falls nach DHPC-Zugabe und Vortexen noch ,,Kliimp-
chen®, durch Auf- und Abpipettieren mit gelber Spitze beseitigen - unter Vermeidung von Schaum!

Reaktion:
e Im Wassermann-Glas, bis zum Reaktionsstart auf Eis!

e Fiir DolP-Stimulierung: 8 ul verdiinntes DolPMan in C/M 3:2 (3.75 pmol/ul) einblasen im
Wassermann-Glas;

e Fiir alle Reaktionen: 17.2 ul UDP-GIcNAc/DolP-PM zugeben (PM = Prdmix zur DolPP-
GlcNAcy-Synthese, A.2.10.4), am besten zuerst zum DolPMan-Ansatz; DolPMan-Ansatz
anschliefend mehrfach vortexen, um eingeblasenes DolPMan in Lésung zu bringen - Sicht-
kontrolle!

e + 6.5 ul Membranaufnahmepuffery,;s, Vortexen: insbesondere DolP-Man-Ansitze!;

e Reaktionsstart mit 36 pl Solubilisat: Start der Uhr bei Zupipettieren, sofort 10” vortexen
(méBiger Dauerbetrieb), Wasserbad 24°C;

e Abstoppen zu entspr. Zeit + 10” (Vortexzeit beim Start):
+ 2x Iml C/M 3:2;

Aufarbeitung und Diinnschichtanalyse wie unter A.2.11.2 beschrieben.
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A.2.11.5 Bestimmung der GNT-Aktivitit im Mikrosomensolubilisat

Je Test Solubilisat aus 145 pug Membranprotein aus Fibroblastenmembranen via Pufferaufschluf;
sinnvoll sind 2 Zeiten, 6’ und 8’ bei 24 °C.

Solubilisierung fiir 2 Reaktionen (2 Zeiten) Endvolumen fiir Einzelsolubilisierung: 22.6 pul,
[P] = 6.4 pg/ul, NP40/P = 3.8 nmol/ug (= 1.476 %); daher also konkret fiir 2 Reaktionen (mit
geringem UberschuB - Faktor 2.3):

e Endvolumen fiir jede 2.3x-Solubilisierung: 51.98 ul;
e Membranen fiir 2.3x-Ansatz (333.5 pg) in Beckmann-Eppi (Max. Vol. = 41.75 ul);
e mit Membranaufnahmepuffery,;s auf Membranvolumen bringen (41.75 ul), vortexen;

e 10.23 pul 7.5 % NP40 unter Vortexen zugeben und 20° auf Eis solubilisieren, dazwischen
immer wieder 30 vortexen;

e 40’ 62.000 rpm Beckmann UZ (150.000 g), 2°C;

e Solubilisat mit umgebogener Pipettenspitze in 500 pl-Eppi abziehen, auf Eis;

Pramix: 9000 cpm/Reaktion, 100 uM UDP-GIcNAckq;:, 16.8 mM MgCls in 60 pl Reaktionsvo-
lumen; fiir 6 Reaktionen (entsprechend erweiterbar):

e 54.000 cpm DolPP-[1*C]GIcNAc; in Eppendorf-GefiB einblasen;

+ 60 pl 0.25 % NP40, mit N, iiberblasen, Ultraschallbad (Bandelin): ca. 3x 15” mit 30”
Zwischenkiihlung im Eisblock; vortexen;

+ 60 ul 50 mM Tris/HCI pH 7.5 100 mM MgCls;

+ 6.1 6 mM UDP-GIcNACc kalt, vortexen;

je Reaktion 21 pl Pramix;

e Lagerung -20 °C;

Reaktion
e 21.5 pul Membranaufnahmepuffers,;; in Wassermann-Glas vorlegen;
e + 17.5 ul Solubilisat, leicht vortexen;

e Reaktionsstart mit 21 ul Prdmix: Start der Uhr bei Zupipettieren, sofort 10 vortexen (méaBi-
ger Dauerbetrieb), Wasserbad 24°C;

e Abstoppen zu entspr. Zeit + 10” (Vortexzeit beim Start):
+2x 1 ml C/M 3:2;

Die Aufarbeitung und Diinnschichtanalyse erfolgte wie unter A.2.11.2 beschrieben. Puffer sind
unter A.2.1 beschrieben.
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A.2.11.6 Bestimmung der DolP-Man-Synthaseaktivitit in Rohmembranen humaner Fibro-
blasten

Ohne Zugabe von exogenem DolP: Je Reaktion wurden 160 ug Membranprotein (20 pl Volu-
men, gegebenenfalls mit Membranaufnahmepuffers,;; A.2.1 aufzufiillen), 0.1 xCi GDP-[**C]Man
(0.1 pCi/10 pl), 50 mM Tris-HCI pH 7.5 sowie 21 mM MgCl, (24 p1 100 mM Tris pH 7.4, 50
mM MgCl,) in einem Endvolumen von 60 ul (mit HoO auffiillen) im Fiolaxglas umgesetzt. Die
Glycerin-Konzentration (aus 20 1 Membranvolumen) betrdgt dabei etwa 11 %. Die Reaktionen
wurden jeweils durch Zugabe von GDP-Man gestartet und 2 Minuten bei 24°C inkubiert, abge-
stoppt mit 2 ml C/M 3:2, verteilt mit 340 pul 4 mM MgCl, und noch 2 mal gewaschen mit je 0.5
ml UP 3:2:1 (A.2.1). Dabei wurde jeweils die Oberphase quantitativ abgenommen und verworfen,
die Unterphase entweder direkt (nach Trocknung) iiber Szintillationszidhlung analysiert oder aber
auf Diinnschicht aufgetragen und quantifiziert entweder tiber ein Proportionalzédhlrohr oder tiber
Phospho-Imaging (vgl. A.2.11.2).

Unter Zugabe von exogenem DolP: Prinzipiell analog zur Reaktion ohne exogenem DolP; al-
lerdings unter Verwendung von nur 82 pug Membranprotein (20 pl Volumen, gegebenenfalls mit
Membranaufnahmepuffery,;; aufzufiillen), 17.2 pl DolP-Pramix* und aufgrund des darin enthal-
tenen MgCls nur 4 1 100 mM Tris/50 mM MgCl,-Puffer. Inkubation, Aufarbeitung und Analyse
wie im Falle ohne exogenem DolP.

(*) DolP-Pramix fiir 10 Reaktionen:
e 18 ul 2 pg/ul DolP (in C/M 1:1) einblasen (Eppendorfgefif);

e Aufnehmen in 72 ul 1 % NP40 (Vortexen, US-Bad unter No mit Zwischenkiihlung);

Mischen mit 100 pl [SO mM Tris pH 7.5; 100 mM MgCls]

Mit N, iiberblasen bei 4°C lagern;

e Je Reaktion 17.2 ul Pramix (0.06 pg/ul DolP sowie 0.12 % NP40 im Reaktionsendvolumen);
A.2.11.7 Bestimmung der Mannosyltransferaseaktivititen bis LLOM; im Mikrosomenso-
lubilisat

Je Reaktion (bei 37°C) kam Solubilisat aus etwa 56 ug Membranprotein zum Einsatz.
Solubilisierung (NP40/P = 2.32 nmol/ug sowie [P] =7 ug/ul):

e Pelletieren von 297.5 ug Membranprotein (in Membranaufnahmepuffer,;s sieche A.2.3)
(Beckmann 1.5 ml Reaktionsgefid3) in Beckmann-UZ 80.000 g bei 2°C, 10 min.

e Resuspendieren in 30.8 ul Reaktionspuffer®;

e Zugabe von 5.55 ul NP40 7.5 % unter Vortexen und Volumenkontrolle/Resuspendieren von
letzten Membranklumpen: Falls < 42.5 ul, entsprechendes Auffiillen mit Reaktionspuffer*.
20 Minuten Solubilisieren auf Eis, Vortexen etwa alle 5 Minuten.

e Zentrifugation fiir 40 min bei 60.000 rpm (150.000 g) und 2°C;
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e Abnehmen des klaren Solubilisats (> 35 ul), das bei -80°C ohne Aktivititsverlust aufbe-
wahrt werden kann.

Reaktion (60 pl Endvol., 0.13 % NP40, 10 mM MgCly, 0.9 mM DTT, 0.14 mM Na-EDTA, 19
mM Tris-HCI pH 7.1, 1 mM GDP-Man und 3.000 cpm ['*C]-GlcNAc,PPDol bzw. Man; ['*C]-
GlcNAc,PPDol oder ca. 7.000 cpm [*H]Man,GlcNAc,PPDol):

e 38 ul Reaktionspuffer*;

e 7 ul Enzymsolubilisat;

e 12 pl LLO-Primix**;

e Start mit 3 ;] 20 mM GDP-Man;

(*) Reaktionspuffer: 20 mM Tris pH 7.1, 10 mM MgCly, 1 mM DTT;
(**) LLO-Prémix fiir 10 Reaktionen ([MgCls] = 11.3 mM, [NP40] = 0.0744 %):

e Einblasen der erforderlichen Menge LLO-Substrats (Eppendorf-Reaktionsgefil3);

e Im Ultraschallbad (Bandelin) mit 35,7 ul NP40 0.25 % dispergieren: 3x 10 sec., Zwischen-
kiihlung;

e Versetzen mit 84.3 pl 30 mM Citrat/KoHPOy4-Puffer pH 6.9 (16.1 mM MgCl,, 1 mM Na-
EDTA, 1 mM DTT);

e Lagerung bei -20°C;

Stopp der Reaktion und Aufarbeitung wie unter A.2.11.9 beschrieben.

A.2.11.8 Priiparative LLOM;-Synthese aus DolPP['*C]GlcNAc, und GDP-Man

Solubilisiert wurde nach Standardbedingungen A.2.11.7 . Die Reaktion, deren Details im folgen-
den beschrieben sind, lief 35 Minuten bei 37°C.

1. Chitobioseprdamix analog LLOM;-Pramix, nur 4000 cpm/12 pul;

2. Priparativer (theoretischer) Einfach-Ansatz eines Endvolumens von 60 ul bestehend aus 14
ol Solubilisat, 24 pl Pramix (8000 cpm), 3 pl 20 mM GDP-Man und 19 pl Tris-Puffer 20
mM pH 7.1, 10 mM MgCly, 1 mM DTT;

3. Umgesetzt wurde ein 5x Ansatz, also 300 pl Endvolumen, abgestoppt mit 3.45 ml C/M
2:1, mit 850 ul HyO verteilt, 800 ul ,,upper phase* abgezogen und noch 2x mit je 850 ul
UP 2:1:1 (A.2.1) gewaschen, wobei je das gleiche Volumen an ,,upper phase‘ abgenommen
wurde. Die weitere Aufarbeitung erfolgte nach Standardmethoden (vgl. A.2.11.9).

Sehr wahrscheinlich liee sich noch um einiges mehr als die hier eingesetzten 4000 cpm Edukt/7
ul Solubilisat umsetzten, da auch nicht die Spur eines Rests von DolPPGIcNAc, auf Diinnschicht
nachweisbar war.
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A.2.11.9 Bestimmung der Mannosyltransferaseaktivititen von LLOMj bis LLOM, in Mi-
krosomenmembranen

Fiir die Verlingerung von LLO[*H]Mg bzw. LLO[*H]M (jeweils gewonnen aus [*H]Man-Markie-
rungen entsprechender Hefemutanten, A.2.7) in Fibroblastenmembranen wurden jeweils etwa
40.000 cpm Substrat (in C/M/H 10:10:3) zusammen mit etwa 70 pmol kaltem DolPMan (in C/M
1:1) unter N, im Wassermannglas eingeblasen, 10 ul Citrat/Phosphatpuffer pH 6.5 (30 mM, 1
mM DTT, 35 % Glycerin) zugegeben und mit 2.33 pl NP40 7.5 % durch kriftiges Vortexen re-
suspendiert, 5.3 pl 15 mM Phosphatidylcholin (in Membranaufnahmepuffery,;s dispergiert) so-
wie 7.5 pl 100 mM MnCl, hinzugefiigt und wieder gut gevortext. Um zusammen mit dem erfor-
derlichen Volumen an Membranen (150 pg Protein) auf ein Reaktionsendvolumen von 70 ul zu
kommen, wurde zunichst die Membranvolumendifferenz zwischen den einzelnen Ansitzen (be-
dingt durch unterschiedliche Proteinkonzentrationen) durch Zugabe einer entsprechenden Menge
Membranaufnahmepuffery,;; ausgeglichen, das noch fehlende Restvolumen durch Wasser ergédnzt
und erneut gevortext.

Reaktionsstart erfolgte durch Membranzugabe. Bei 24°C im Wasserbad wurde 20 Minuten inku-
biert und mit je 1.8 ml C/M 2:1 abgestoppt.

Aufarbeitung: Mit je 530 pul H,O wurde eine Folch-Verteilung (C/M/H 2:1:1) durchgefiihrt:
Nach Vortexen und 10 Minuten Zentrifugation bei 1.200 g wurden 600 pl der ,,upper phase‘ ab-
genommen und noch zwei mal mit je 600 pl UP 2:1:1 (A.2.1) gewaschen (jeweils wieder 600 pl
,upper phase* entfernt). Die verbliebene Interphase und ,,Jower phase* wurden unter Ny bei 37°C
eingeblasen.

Die gebildeten lipidgebundenen Oligosaccharide wurden wie folgt extrahiert:

1 ml C/M/H 10:10:3 an der Glaswand entlang ins Wassermannglas laufen lassen, Verschlu} mit et-
was Alufolie und Parafilm und Beschallung fiir ca. 1 Minute im Branson Ultraschallbad. Kurz Vor-
texen und 10 Minuten Zentrifugation 1.200 g zur Pelletierung des Proteinanteils. Abziehen des kla-
ren Uberstands in ein 1.5 ml Schraubdeckel-Eppendorf-Reaktionsgefi und Einblasen unter N, bei
37°C. Der im Wassermannglas verbliebene Proteinanteil wurde einer zweiten 10:10:3-Extraktion
unterzogen, im Wesentlichen wie oben, allerdings mit nur 500 pl Losungsmittel im offenen Was-
sermannglas und ohne Beschallung. Der nach erneuter Zentrifugation erhaltene Uberstand wurde
vereinigt mit dem der ersten Extraktion und erneut unter N4 bis zur Trockne eingeblasen.

Mildsaure Hydrolyse: Zugabe von 120 p1 0.02 N HCI und Hydrolyse im Schraubdeckel-Eppen-
dorfgefal} bei 100°C 30 Minuten. Kurz neutralisieren mit NH3-Dampf, einblasen unter N5 bei 40°C
und Phasenverteilung mit 200 ul HoO sowie 600 pul C/M 2:1 (5 Minuten Eppendorf-Zentrifuge).
Untere Phase abpipettieren und obere Phase iiber 0.45 ym Durapore Membran (Amicon) filtrieren
(4000 g Eppendorfzentrifuge). Filtrat unter No einblasen, aufnehmen in 30 p1 Millipore-H»O, er-
neut neutralisieren mit ca. 70 ul NH3-Dampf und HPLC-Analyse (siehe A.3.1).

A.3 Analytische Methoden

A.3.1 HPLC von Oligosacchariden

Die Auftrennung der nach mildsaurer Hydrolyse erhaltenen freien Oligosaccharide erfolgte iiber
Hochdruckfliissigkeits-Chromatographie an einer ,,Supelco Sil LC-NHz“-Sdule (25 cm x 4.6 mm
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@) mit linearem Gradienten in einem Acetonitril/H,O-System. Folgende Gradienten kamen zur
Anwendung:

1. Zur Auftrennung lingerkettiger LLOs: Ausgehend von 70:30 (v/v) CH3CN:H,O bis 50:50
(v/v) CH3CN:H,O innerhalb von 75 Minuten;

2. Zur Auftrennung ab GlcNAc, bis GIcNAcy,MangGlces: Ausgehend von 80:20 (v/v) CH3CN:H;O
bis 50:50 (v/v) CH3CN:H5O innerhalb von 75 Minuten;

3. Zur Auftrennung ab GIcNAc, bis GIcNAc,Mans: Ausgehend von 80:20 (v/v) CH3CN:H5O
bis 60:40 (v/v) CH3CN:H5O innerhalb von 50 Minuten.

Die Oligosaccharidfraktionen ([*H]Man bzw. [**C]GlcNAc-markiert) wurden mit einem Durch-
fluBszintillationszédhler quantifiziert. Die Zuordnung einzelner ,,Peaks* zu bestimmten Oligosac-
chariden erfolgte durch einen Vergleich mit der Retentionszeit definierter Referenzverbindungen.

A.4 Molekularbiologische Methoden

A.4.1 Transformation von E. coli, Elektroporation

E. coli-Zellen wurden durch Elektroporation mit dem Gene Pulser der Firma Bio Rad (Miinchen)
nach Herstellerangaben (25 pF, 2.5 kV, 200 Q) transformiert. Pro Transformationsansatz wurden
ca. 10° Zellen und 40 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Positive Transformanten wurden durch Ampi-
cillinresistenz selektioniert.

A.4.2 Transformation von Hefen, Elektroporation

Apparatur: wie oben!
Zellpriparation:

e Anzucht der Zellen in YEPD (250 ml) auf ODs575 von 1-1.5.

e Ernte der Zellen (pro Trafo 40 ODj51g).

e Waschen in kaltem, 1 M Sorbit.

e Resuspendieren in 1 ul kaltem, 1 M Sorbit je ODs57g Zellen (40 ul fiir 40 OD).
Elektroporation:

e Je Transformation Durchmischen von 40 ul Zellsuspension und etwa 200 ng Plasmid-DNA
(Maximalvolumen 5 ul); Inkubation auf Eis, 5 min.

Elektroporation bei 1.25 kV, 25 pF und 200 €.

e Unmittelbar nach Puls, Zugabe von 750 pl kaltem, 1 M Sorbit.

Ausplattieren von je 250 pl auf drei Agarplatten (selektiv) pro Trafo.

Inkubation bei 29°C.
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A.4.3 Plasmidisolierung aus E. coli

Fiir Restriktionsanalysen oder Klonierungen wurde Plasmid-DNA aus E.coli nach der Methode
von Ish-Horowicz und Burke (1981) [41] durch alkalische Lyse der Zellen isoliert. Vor der Etha-
nolfillung wurde die DNA noch mit 1 Volumen Chloropan (s.u.) und 1 Volumen CIA (Chloroform
: Isoamylalkohol = 24:1 v/v) extrahiert.

Chloropan: Phenol : Chloroform 1:1 (w/w),
0.05 % p-Hydroxychinolin (w/v),
Uber Nacht mit 150 ml ANE-Puffer dquilibrieren.

ANE-Puffer: 10 mM NaAc,
100 mM NaCl,
1 mM EDTA.

A.4.4 Vektorkonstrukt fiir die S. cerevisiae alg2-1-Transformation mit
hALG2 bzw. A1040G hALG2

Die hALG2-cDNAs einer Kontrolle bzw. des miitterlichen Allels des Patienten M.S. wurden zu-
ndchst in den pBS-SK Vektor (Stratagene) kloniert, als EcoRI 1260 bp Fragmente isoliert und,
unter Kontrolle des PMA I-Promotors, in die EcoRI Schnittstelle des Hefe-Shuttlevektors pNEV-
E [102] ligiert. Die Konstrukte, pPNEV-ManTwt und pNEV-ManTpat, wurden, wie auch der leere
Vektor, in den Hefestamm alg2-1 (MAT« ura3-52) transformiert (nach Standardtechniken [29]).
Hefezellen wurden kultiviert in YNBD Medium (0.67% yeast nitrogen dropout ura, 2% Glucose).






Anhang B

Materialien

B.1 Chemikalien und Enzyme

Alle eingesetzten Chemikalien und Losungsmittel waren analysenrein und wurden, wenn nicht an-
ders angegeben, von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen. Verbrauchsmaterial stammte von den
Firmen Greiner und VWR international. Soweit nicht bereits im Methodenteil aufgefiihrt, werden
hier weitere Quellen genannt.

Folgende Firmen lieferten:
Amersham Life Science: Alle radioaktiven Zuckernukleotide
J. T. Baker (Deventer): Acetonitril fir HPLC

Calbiochem: Nonidet P40, HEPES-Puffer, 1-Deoxynorjirimycinhydrochlorid als Glucosidase-
Inhibitor

Difco (Detroit, USA): Hefe-Medien, wie im Methodenteil aufgefiihrt
Gibco: Pferdeserum, alle Zellkulturmedien (Methodenteil)

Millipore: Amicon Ultrafree-MC 0.45 pum Durapore-Membran Filter Units zur Proben-Filtration
vor der HPLC-Analyse, HV-Filter (PorengroBe 0.45 pm, @ 47 mm) zur Filtration von HPLC-
Laufmitteln, Millex®-GS 0.22pm Filter Unit mit Luer Lock-Anschluf 4 mm zur Sterilfiltration
von Zellkulturmedien

Nikko Chemicals (Japan): Nikkol BL-8SY (Plyoxyethylene mono 8-dodecylether)
Nunc: Kryotubes, 1 ml
Pierce: Triton X-100 (hochrein)

Roche: PMSEFE, Benzamidin
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Roth (Karlsruhe): Rotiszint® ecoplus, Acrylamide-/N,N’-Methylenbisacrylamidlosung (30/0.8
% wiv) fiir Proteingele

Sarstedt: Zellkulturflaschen und Zellkulturschalen

Sigma (Deisenhofen): Diheptanoylphosphatidylcholin, PIPES-Puffer, MOPS-Puffer, Dolichol-
Monophosphat (Cgy_195, Reinheitsgrad III aus Leber), L-a-Phosphatidylcholin (Typ XVI-E aus
gefrorenem Hiihnereigelb), UDP-GIcNAc, GDP-Man, GDP, UDP, UMP, Tween 20, Ponceau S,
Anti-rabbit-IgG gekoppelt mit Meerrettichperoxidase

USB (Cleveland, USA): Tris-Puffer

B.2 Spezielle Geriite

Bandelin ,,Sonorex RK 52¢  Ultraschallbad zur Dispersion von Oligosaccharidlipiden in Kunststoff-
Reaktionsgefiflen < 2 ml

Branson ,,Bransonic 220 Ultraschallbad zur Dispersion von Oligosaccharidlipiden in Rea-
genzglidsern oder Wassermanngldsern

Branson ,,Sonifier 450 mit durchfluBgekiihltem Beschallungsbecher zur Dispersion von DHPC
zur Bereitung einer 200 mM Stammldsung

Beckmann Ultranzentrifuge ,,Optima’® TL* fiir alle Solubilisierungen

Eppendorf Biophotometer zur Bestimmung der Kulturdichte tiber ODgg, der DNA-Konzentration
sowie der Proteinkonzentration (Bradford-Methode)

B.3 Organismen und Plasmide

Tabelle B.1: Plasmide und Vektoren

| Name | GroBe, Marker | Referenz |
YEp352 5.2 kb, ori, bla, 2, URA3 [36]
YEp-OST3 | 6.8 kb genom. Fragment mit OST3 | dieses Labor
ORF in YEp352

pOST6 4 kb genom. Fragment mit OST6 | dieses Labor
ORF in YEp352




Tabelle B.2: Hefestimme (Saccharomyces cerevisiae)

Stamm | Genotyp | Referenz
W303 a/a MATa/MATo leu2-3,112/leu2-3,112 [98]
his3-11,15/his3-11,15 ura3-1/ura3-1
ade2-1/ade2-1 trpl-1/trpl-1
canl-100/canl-100
X2180-1A MATa SUC2 mal mel gal2 CUP1 Genetic Stock Center,
Berkley
SS328 MATaoade2-101 ura3-52 his3A200 [120]
lys2-801
SS330 MATa ade2-101 ura3-52 his3A200 [120]
tyrl
YG191 MATo ade2-101 ura3-52 his3A200 dieses Labor
(Aost3) lys2-801 Aost3::HIS3
SKY325 MATa ade2-101 ura3-52 his3A200 dieses Labor
(Aost6) tyrl ura3 Aost6::URA3
RKY327 MAT« ade2-101 ura3-52 his3A200 dieses Labor
(Aost3Aost6) Aost3::HIS3 Aost6
RKY346 MATa ade2-101 ura3-52 his3A200 dieses Labor
(Aost3 + pOSTo6) lys2-801 Aost3::HIS3 YEP352-OST6
SKY325 + pOST6 MATa ade2-101 ura3-52 his3A200 diese Arbeit
(Aost6 + pOSTo6) tyrl ura3 Aost6::URA3 YEp352-0OST6
YGI191 + pOST3 MATo ade2-101 ura3-52 his3A200 diese Arbeit
(Aost3 + pOST3) lys2-801 Aost3::HIS3 YEp352-OST3
RKY348 MATa ade2-101 ura3-52 his3A200 dieses Labor
(Aost3Aost6 + pOST6) lys2-801 Aost3::HIS3 Aosto

YEP352-08T6

RKY327 + pOST3
(Aost3Aost6 + pOST3)

MAT«o ade2-101 ura3-52 his3A200
Aost3::HIS3 Aost6 YEp352-OST3

diese Arbeit

YG 247 (Aalg3)

MATo Aalg3:HIS3 ade?2 his3 ura3 tyrl

dieses Labor

FPIN101-19A(A) FY MATa ura3-52 HIS3 LEU2 LYS?2 Euroscarf
(Aalg9) trpl1 A63 YNL219¢(70,1627): :kanM X4
FHENO005-02C(A) FY MATa ura3-52 HIS3 LEU2 LYS?2 Euroscarf
(Aalgl?2) trpl A63
YNRO30w(230,1656): :kanMX-loxP
gpil-8A gpil MATa ade2-101 ura3-52 [80-82]

his4
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