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1 Zielsetzung der Arbeit

Kohlenhydratstrukturen sind ein entscheidender Bestandteil des menschlichen Organismus.
Sie sind vielfach involviert beim Zusammenspiel von Zellen und spielen eine groRRe Rolle
im Nerven- und Immunsystem. Da sie die Interaktion zwischen Viren, Bakterien oder
Parasiten und menschlichen Wirtszellen vermitteln, sind sie von groRer Bedeutung bei der
Entstehung von Krankheiten. Haufig sind Veranderungen im Kohlenhydratmetabolismus

Ursache fur die Ausbildung von Tumoren und Metastasen.

Das Tn-Antigen (CD 175) ist ein mit Serin oder Threonin O-glykosidisch verknupfter N-
Acetylgalaktosamin-Rest. Es stellt eine Vorstufe in der O-Glykanbiosynthese dar und tritt
im adulten Organismus bis auf wenige Ausnahmen nur im Rahmen maligner Prozesse in
Erscheinung. Im embryonalen Wachstum wird das Tn-Antigen unter anderem im zentralen
Nervensystem exprimiert. Welche Rolle diese Expression fur den Organismus spielt, ist
nicht bekannt. Ziel dieses Projektes ist es, die physiologische Bedeutung des Tn-Antigens
im Nervensystem naher zu untersuchen. Zu diesem Zweck sollen mittels Phage-display-
Technik Phagen-Peptid-Klone identifiziert werden, die spezifisch an den Tn-Antikorper
5F4 binden. Peptide, die diese Bedingung erflllen und die somit ein Tn-Glykomimetikum
darstellen, sollen in Form von synthetischen Peptiden in in-vitro-Tests wie
Neuritenwachstum und Zelltberleben auf ihre Funktionalitit untersucht werden. Parallel
dazu soll der Tn-Antikdrper als rekombinantes Fab-Fragment ebenfalls in in-vitro-Studien
naher charakterisiert werden. Fab-Fragmente stellen die antigenbindende Domane eines
Antikorpers dar und finden aufgrund der fehlenden Immunantwort im Organismus breite

Anwendung in Diagnostik und Therapie von Erkrankungen.



2 Einleitung

2.1 Glykane und Glykosylierung

Kohlenhydrate zéhlen neben Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren zu den essentiellen
Bestandteilen lebender Organismen. Sie dienen als Energiespeicher, Informationstréager
oder Gewebekomponenten und finden sich sowohl im intra- und extrazellularen
Kompartiment als auch auf Zellmembranen. Wahrend in den Jahren nach Entdeckung der
DNA-Struktur durch Watson und Crick (1953) hauptséchlich an Aufbau und Funktion von
Proteinen geforscht wurde, kam den Kohlenhydraten vergleichsweise wenig
Aufmerksamkeit zuteil. Zum Einen ahnte man zu diesem Zeitpunkt nicht welche
bedeutende Rolle Kohlenhydrate im Organismus spielen, zum Anderen waren die
Analysetechniken zur Untersuchung komplexer Oligosaccharidstrukturen noch wenig

ausgereift.

Die vollstandige Sequenzierung des menschlichen Genoms zeigte, gemessen an der
Komplexitat des Proteoms, eine Uberraschend geringe Anzahl proteincodierender Gene.
Diese Beobachtung lie darauf schlieRen, dass pra- oder posttranslationale Modifizierung
von Proteinen eine groRere Rolle spielt, als zunachst angenommen (Venter et al. 2001).
Eine Mdglichkeit der posttranslationalen Modifizierung stellt die Glykosylierung dar, bei
der Kohlehydratketten (Glykane) aus einzelnen bis mehreren hundert Monosacchariden
kovalent an ein Protein gebunden werden. Sie dienen dort u.a. als Erkennungssignal und
modulieren einen Groliteil der Protein-Protein-Interaktionen. Durch Beeinflussung der
Faltung verandern sie die rdumliche Struktur eines Proteins und kdnnen so dessen Aktivitat

und Funktion regulieren.

Glykoproteine finden sich im Organismus ubiquitér verteilt. Zum groiten Teil sind sie in
der Zellmembran und im extrazelluldaren Raum lokalisiert. Lange Zeit glaubte man daher,
dass eine Glykosylierung auf sekretorische Proteine beschrankt sei. Verschiedene Autoren
konnten jedoch die Existenz von glykosylierten Proteinen auch in Zytosol und Kern
nachweisen (Hart et al. 1989). Immer mehr Details der unglaublichen Komplexitéat der
Kohlehydrate wurden im Laufe der Jahre aufgedeckt. Eine Beteiligung an vielen
biologischen Prozessen konnte gezeigt werden. Das anfanglich geringe Interesse an
Glykanen ist heute einer intensiven Forschung gewichen. Neben den Begriffen Genom und
Proteom hat sich der Begriff Glykom fiir die Gesamtheit der Glykane in einem Organismus

etabliert.



2.1.1 Aufbau und Biosynthese von Glykoproteinen

Die physiologische Bedeutung der Glykane ist hauptsachlich auf ihre enorme strukturelle
Vielfaltigkeit zurlickzufiihren. Neun verschiedene Monosaccharide (Glucose, Galaktose,
N-Acetylglucosamin [GIcNACc], N-Acetylgalaktosamin [GaINACc], N-
Acetylneuraminséure, Glucuronséure, Mannose, Fucose und Xylose) konnen in
unterschiedlicher Konformation, Reihenfolge, Anzahl und Bindungsart aneinander
gekoppelt werden (Kleene & Schachner 2004). Die Biosynthese von Glykanen ist nicht
matrizenabhédngig, wie bei Proteinen, sondern stellt das Resultat eines Zusammenspiels
von hunderten Enzymen dar, fur die rund 1% aller Gene codieren (Lowe & Marth 2003).
Je nach Expressionsmuster dieser Enzyme entstehen in unterschiedlichen Zellarten
verschiedenste Glykoproteine. Diese Heterogenitat erlaubt jeder Zelle ein eigenes
spezifisches Glykanprofil, das ihr unterschiedliche physiologische und biologische

Eigenschaften verleiht.

Der grofite Teil der glykosylierten Proteine befindet sich im extrazelluldéren Kompartiment
und in der Zellmembran. Ihre Synthese erfolgt im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und
Golgi-Apparat. Die fir die Glykosylierung benétigten Monosaccharide werden aus
Glucose und Fructose, die mit der Nahrung aufgenommenen werden synthetisiert. Sie
liegen im Zytosol als energiereiche Nukleotidzucker vor und mussen fur eine Verwendung
auf sekretorischen Proteinen in das Lumen des ERs bzw. des Golgi-Apparates transportiert
werden. Da Nukleotidzucker die Membran dieser Organellen nicht selbst passieren
konnen, sind spezielle Transporter notwendig. Diese Transporter sind auf den Bedarf an
Monosacchariden abgestimmt, sodass ein Zucker nur dann transportiert wird, wenn er auch
gebraucht wird (Wopereis et al. 2006). Die Bindung an ein Protein oder ein bereits
bestehendes Glykan erfolgt mittels Glykosyltransferasen. Der Nukleotidrest wird bei

diesem Prozess abgespalten.

Ein Glykan ist mit einem Protein hauptsachlich N- oder O-glykosidisch verbunden, wobei
die N-Glykosylierung weitaus haufiger zu finden ist. Seltener ist die C-Glykosylierung, bei
der Protein und Glykan tber zwei Kohlenstoffatome verbunden sind (Hofsteenge et al.
1994). Tragen Proteine Glykosaminoglykane (lange Polymere aus sich wiederholenden
Disacchariden, in der Regel Glucuronsdure verkniipft mit GICNAc oder GalNAc) werden
sie Proteoglykane genannt. Mucine sind Glykoproteine, die Aufgrund eines hohen Gehalts
an Serin und Threonin, eine grolRe Anzahl O-Glykane enthalten (Kleene & Schachner
2004).



2.1.1.1 N-Glykosylierung

Die N-Glykosylierung beginnt mit der Synthese einer Kernstruktur, die als Matrix fur die
weitere Prozessierung dient. Diese Kernstruktur besteht aus drei Glucose-, neun Mannose-
und zwei GIcNAc-Molekdilen, die an Dolichol-Phosphat gebunden werden. Dolichol ist ein
langkettiges, mehrfach ungeséttigtes Lipid, das aus mehreren Isoprenderivaten aufgebaut
und in der Membran des ERs lokalisiert ist. Von Dolichol wird der Zuckerrest im Lumen
des ER auf Asparagin, das in einer bestimmten Erkennungssequenz des zu
glykosylierenden Proteins liegt, Ubertragen. Es folgt ein komplexes Zusammenspiel von
verschiedenen Glucosidasen und Glykosyltransferasen, die in ER und Golgi-Apparat durch
Abspaltung und Bindung weiterer Monosaccharide die Kernstruktur modifizieren. Auf
diese Weise entstehen drei verschiedenen Typen von N-Glykanen, denen eine
Grundstruktur aus zwei GIcNAc- und drei Mannoseresten gemein ist. Bei
oligomannosidischen Glykanen bleibt die mannosereiche Kernstruktur weitestgehend
unsubstituiert. Hybride Glykane bestehen zum Teil aus unsubstitierten Mannoseresten,
beinhalten aber auch Teile die weitere Monosaccharide tragen. Komplexe Glykane
bestehen aus vielen verschiedenen, in unterschiedlicher Reihenfolge substituierten

Monosacchariden (Stanley et al. 2009).

2.1.1.2 O-Glykosylierung

Anders als bei der Synthese der N-Glykane erfolgt die O-Glykosylierung ohne eine feste
Kernstruktur. Das erste  Monosaccharid wird im Golgi-Apparat von einer
Glykosyltransferase direkt an ein Protein gebunden. Je nach Expressionsmuster der
verschiedenen Glykosyltransferasen werden anschlielend weitere Monosaccharide
angehangt (Wopereis et al. 2006). Die meisten O-glykosidischen Bindungen erfolgen an
Serin oder Threonin, aber auch Bindungen an Hydroxylysin, Hydroxyprolin oder Tyrosin
sind beschrieben (Blumenkrantz et al. 1969; Zarschler et al. 2010).

Sieben verschiedene Typen wurden bislang im menschlichen Organismus gefunden. Sie
werden nach dem jeweils erstsubstituierten Monosaccharid eingeteilt. Am haufigsten ist
der GalNAc-Typ, dessen Grundstruktur ein an Serin oder Threonin ol-glykosidisch
gebundenes GalNAc-Monosaccharid darstellt (Tn-Antigen, siehe Abb. 1). GalNAc-O-
Glykane finden sich in hohem Mal%e in Mucinen sowie auf Blut- und Epithelzellen. Die
anderen Typen umfassen Xylose (in Glykosaminoglykanen), Galaktose (z.B. im Kollagen),
GIcNAc (in nuclearen und zelluléren Glykoproteinen), Mannose (z.B. im a-Dystroglykan),

Glucose und Fucose (beide in EGF Proteindoménen) (Wopereis et al. 2006).



O-Glykane sind zwar in der Regel kirzer, aber bedingt durch den komplexen
Synthesemechanismus im Aufbau wesentlich variabler als die N-Glykane. Vor allem die
O-Glykane des GalNAc-Typs weisen eine hohe strukturelle Diversitat auf. Acht
Kernstrukturen, basierend auf der Bindung von GalNAc an das néchstfolgende
Monosaccharid, sind beschrieben (Abb. 1). Bei weitem am h&ufigsten ist die Core 1-
Struktur (Thomsen-Friedenreich (TF) -Antigen) zu finden.

T
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Abb. 1: Kernstrukturen der GalNAc-O-Glykane (Schema). Basierend auf der Grundstruktur GalNAcal-Ser/Thr
(Tn-Antigen) entstehen durch verschiedene Glucosyltransferasen acht Kernstrukturen. Zum Teil sind die gleichen
Monosaccharide dabei unterschiedlich gebunden.

2.1.2 Funktion von Glykoproteinen

Aufgrund ihres ubiquitaren Vorkommens spielen Glykane eine bedeutende Rolle fur eine
Vielzahl biologischer Prozesse. Das Spektrum ihrer Funktionen reicht von trivial
(strukturelle Komponente im Gewebe) bis kritisch (Autoimmunprozesse). Generell ist es
schwierig, die genaue Funktion, oder Bedeutsamkeit einer bestimmten Glykanstruktur
vorauszusagen, da die gleiche Oligosaccharidsequenz an unterschiedlichen Orten in einem
Organismus, oder zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Ontogenese verschiedene
Funktionen haben kann (Varki 1993).

Die Glykosylierung von Proteinen ist ein wesentlicher Faktor fur die korrekte Faltung und
ubt einen modulierenden Effekt auf die Proteinfunktion aus. So konnen durch die
Beeinflussung der Struktur z.B. Stabilitat, Hitzeresistenz, Hydrophilie sowie die Labilitét
eines Proteins gegentber Proteasen verandert werden (Van den Steen et al. 1998; Fiedler &
Simons 1995). Manche Hormone und Enzyme werden auf diese Weise in ihrer Aktivitat

reguliert.



Wie Dbereits erwdhnt, sind viele Glykoproteine ein wesentlicher Bestandteil der
Zellmembran. Der Kohlenhydratanteil bildet dabei zusammen mit dem der Glykolipide die
Glykokalyx (Abb. 2), eine Schleimschicht, die der Zelle einerseits Schutz gewéhrleistet
und ihr andererseits die Kommunikation nach auBen ermdglicht. Verschiedene
Glykorezeptoren erkennen und binden spezifisch einzelne Oligosaccharidstrukturen
innerhalb der Glykokalyx. Auf diese Weise wird ein GroRteil der physiologischen
Erkennungsprozesse wie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion sowie zelluldre

Signaltransduktion, die zu Zellwachstum oder Apoptose fuhrt, vermittelt.

Extrazellularer Raum

Glykokalyx Glykoprotein

“{ 9%
m JIUL il

Zytoplasma

Abb. 2: Schematische Darstellung der Zellmembran. Die in den extrazelluldaren Raum
gerichteten Oligosaccharide bilden die Glykokalyx

Auch in den extrazellularen Kompartimenten finden sich viele Glykoproteine. In der
extrazellularen Matrix haben diese vor allem einen Effekt auf Organisation, Struktur und
Integritdt von Gewebeverbanden (Varki 1993). Mucine, die aufgrund eines hohen Anteils
an O-Glykanen grolRe Mengen Wasser binden kénnen, sind Teil von Schleimsekreten und
bilden in Schleimh&uten eine Barriere fir Krankheitserreger (Voynow & Rubin 2009).
Zudem sind nahezu alle Proteine des Blutplasmas glykosyliert. Sie sind dort u.a.
Bestandteil oder Mediator der Gerinnungskaskade (Varki 1993; Bjork & Lindahl 1982).

Im Nervensystem haben Glykane eine wichtige Funktion in Prozessen, die auf
Zellerkennung beruhen. So konnte fur verschiedene Glykoproteine u.a. eine Beteiligung
bei Zellmigration, Neuritenwachstum und Synapsenbildung gezeigt werden (Kleene &
Schachner 2004). Manche Glykane, darunter viele Proteoglykane, sowie das Tn-Antigen
(GalNAcal-Ser/Thr; siehe 2.2) werden wéhrend der Reifung des Gehirns streng zeitlich
und rdumlich begrenzt exprimiert (Bandtlow & Zimmermann 2000; Akita et al. 2001a),

was auf eine entscheidende Funktion im embryonalen Wachstum hindeutet.

Viele Pathogene tragen eine eigene Kohlehydrathille, die durch Interaktion mit der
Kohlenhydrathille des Wirtes Infektiositat vermittelt (Sharon 1996). So bindet z.B. der



Influenza-Virus Uber viruseigene Lektine, die Hamagglutinine, an terminale
Sialinsdureeinheiten der Wirtszelle (Weis et al. 1988). Der Organismus verteidigt sich
gegen diese Angriffe mit der Synthese spezifischer Antikorper, die gegen das
Glykanmuster des Angreifers gerichtet sind. Zudem versucht er langfristig sein eigenes
Glykanmuster in einer Weise abzuéndern, die vor einem weiteren Angriff schitzt, die aber
die eigene Funktion nicht beeintrachtigt. Um ihre Infektiositat zu wahren, reagieren die
Pathogene darauf ebenfalls mit einer Anderung ihres Glykanmusters. Dieser stetige
Prozess der gegenseitigen Anpassung flihrte im Laufe der Evolution wahrscheinlich zu der
heutigen Vielseitigkeit und Artenvielfalt der Glykanstrukturen (Varki 2006).

Die Bedeutsamkeit der Glykane spiegelt sich vor allem in Krankheitsbildern wieder, bei
denen eine Verdnderung des physiologischen Glykanmusters vorliegt, die die Funktion
einer Zelle nachhaltig beeintrachtigt. In der Regel haben solche Veranderungen schwere
Konsequenzen fir den ganzen Organismus. Man unterscheidet zwischen angeborenen und
erworbenen Defekten der Glykansynthese. Zu den angeborenen Erkrankungen zahlen die
sogenannten CDGs (congenital disorders of glycosylation), Multisystemerkrankungen, die
je nach Lokalisation des Defektes unterschiedlich schwer verlaufen (Jaecken & Matthijs
2007). Haufige Symptome sind fruhzeitiges Organversagen und psychomotorische
Entwicklungsstérungen schon im Sduglingsalter. Betroffene Patienten haben in der Regel
eine geringe Lebenserwartung. Weitere Beispiele sind die angeborenen Muskeldystrophien
(Collins & Bonnemann 2010), oder das Wiskott-Aldrich-Syndrom (Peacocke &
Siminovitch 1992). Auch im gesunden Organismus kdnnen Defekte in der Glykosylierung
auftreten. Sie zahlen zu den erworbenen Defekten und beruhen meist auf einer veranderten
Expression von normal auftretenden Glykanmustern (Alavi & Axford 2008). In diese

Kategorie fallen z.B. die meisten Tumorerkrankungen.

Tumorzellen unterscheiden sich von gesunden Zellen in Struktur und Menge der
Glykoproteine. Viele maligne Tumoren exprimieren verstarkt Mucine, die verkirzte
Kohlenhydratepitope tragen. Einige dieser verkirzten Glykanstrukturen, darunter das Tn-
Antigen, sind tumorassoziiert. Das bedeutet, sie kdnnen bei vielen Tumorerkrankungen in
groRer Anzahl nachgewiesen werden, sind aber im gesunden Organismus nicht oder nur in
geringer Anzahl vorhanden. Krebserkrankungen, die mit einer erhthten Expression
verkirzter Kohlehydratepitope einhergehen, haben in der Regel eine schlechte Prognose.
Da die Strukturen zum Teil immunogenes Potential aufweisen, stellen sie primare Ziele in

der Entwicklung von Krebsimpfstoffen dar (Astronomo & Burton 2010).



2.2 Das Tn Antigen

Das Tn-Antigen (T antigen nouvelle; CD 175) ist ein mit Serin oder Threonin ol-O-
glykosidisch verbundener N-Acetylgalaktosaminrest (Abb. 3) wund entspricht der
Grundstruktur der GalNAc-O-Glykosylierung. Wéhrend es im embryonalen Wachstum
vielfach auf diversen Zellen prasentiert wird (Barr et al. 1989), tritt das Tn-Antigen im
gesunden adulten Organismus, bis auf wenige Ausnahmen, nicht in Erscheinung. Es ist
maskiert durch die Anheftung weiterer Monosaccharide im Rahmen der O-Glykan-

Synthese.

Ob{ O"

) O.
HO\«\

ACHN 0
\
NsSer/Thr s

Abb. 3: Biochemische Struktur des Tn-Antigens. GalNAc ist al-O-
glykosidisch mit dem Serin oder Threoninrest einer Peptidkette verbunden.

Das Tn-Antigen wird durch die Enzymgruppe der a-N-Acetylgalaktosaminyltransferasen
(ppGalNACTS), die GaINAc vom Donor UDP-GalNAc auf den Serin- oder Threoninrest
eines Proteins Ubertragen, synthetisiert (Abb. 4). Dieser Prozess findet im Golgi-Apparat
statt. Zwanzig verschiedene ppGalNAcTs sind bislang im menschlichen Genom
beschrieben (Gill et al. 2011). Sie werden gewebespezifisch exprimiert und haben

unterschiedliche Substratpraferenzen (Pratt et al. 2004).

Die Struktur des Tn-Antigens weist immunogenes Potential auf. Im Laufe seiner
Entwicklung bildet jeder Mensch bei der immunologischen Auseinandersetzung mit
Enterobacteriaceae Antikorper gegen das Tn-Epitop (Springer & Tegtmeyer 1981). Kommt
es im adulten Organismus zu einer Demaskierung des Epitops, fihren die Antikorper zu
einer Aktivierung des Immunsystems (Dausset et al. 1959). Auf wenigen O-glykosylierten
Proteinen, vorwiegend auf epithelialem Gewebe, wird das Tn-Antigen physiologisch
exprimiert (Cao et al. 1996). Es scheint an diesen Orten unerreichbar fir zirkulierende
Antikorper, zu einer Aktivierung des Immunsystems kommt es nicht. Welche Funktion das

Tn-Antigen an diesen Orten hat ist bislang unbekannt.



OH OH
Tn-Antigen

-\ 0.
uDP Ho\’\\*\

OH UDP-GalNAc ACHN &
N Ser/Thrrs k P> NsSer/Thrnvs
ppGalNAcT

Abb. 4: Biosynthese des Tn-Antigens (Schema). Das Enzym ppGalNACcT katalysiert die
Bindung von GalNAc an einen Serin- oder Threoninrest.

Verschiedene Autoren konnte mithilfe von Lektinen oder Antikérpern eine vermehrte
Expression des Tn-Epitops auf embryonalem Gewebe, v.a. auf epithelialen Zellen
nachweisen (Barr et al. 1989; Tian & Ten Hagen 2007). Da das Antigen zum Teil rdumlich
und zeitlich sehr begrenzt auftritt, wird eine entscheidende Funktion im embryonalen

Wachstum angenommen.

2.2.1 Pathophysiologische Rolle des Tn-Antigens

Das Tn-Antigen stellt eine Vorstufe der GaINAc-O-Glykane dar und ist physiologisch nur
in sehr wenigen Geweben zu finden. Kommt es im adulten Organismus zu einem Auftreten
des Tn-Antigens Uber das normale MaR hinaus, ist dies ein Ausdruck von unvollstandiger
Glykosylierung und Malignitat. Ursachlich sind meist Mutationen, die sich auf die
Synthese der flr die weitere Prozessierung des Tn-Antigens verantwortlichen Enzyme

auswirken.

Ein entscheidender Schritt in der Biosynthese der Core-1 Struktur ist die Bindung von
Galaktose an das Tn-Antigen durch das Enzym B-1,3-Galaktosyltransferase (T-Synthase).
Das Chaperon Cosmc ist fur die korrekte Faltung und Aktivierung dieses Enzyms
verantwortlich (Ju et al. 2008a). Bei dem duRerst seltenen Krankheitsbild des Tn-Syndrom
(auch PMFP — permanent mixed-field polyagglutinability) kommt es durch eine Mutation
des Chaperons zu einem Verlust der T-Synthase in hdamatopoetischen Stammzellen (Ju &
Cummings 2005). Durch den Ausfall des Enzyms wird das Tn-Antigen auf allen Zellen der
Hé&matopoese demaskiert (Berger 1999). Im Blut zirkulierende Antikdrper fiihren zu einer
Immunantwort mit hamolytischer Anédmie, sowie milder Thrombo- und Leukozytopenie.
Nicht alle Mutationen beeinflussen die Aktivitat des Chaperons in gleicher Weise. Die

Auspragung des Krankheitsbildes ist daher sehr heterogen.

Auch bei der Krebsentstehung spielen Enzymdefekte aufgrund von Mutationen eine

entscheidende Rolle. Sie fuhren zu einer Demaskierung verkirzter Kohlenhydratepitope,
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darunter das Tn- und TF-Antigen (siehe Abb. 1). Springer et. al beschrieben das Tn-Epitop
bereits 1974 als tumorassoziiert (Springer et al. 1974). Seither konnte eine Uberexpression
auf vielen Tumor-Entitaten, darunter Brust-, Kolon- und Prostatakarzinome, gezeigt
werden (Springer 1997). Das Tn-Antigen wurde dabei sowohl auf Primadrtumoren, als auch
auf Metastasen nachgewiesen. In vielen Féllen korreliert eine erhdhte Expression mit einer
Tendenz zur Metastasierung und schlechter Prognose (Desai 2000). Wie schon im Falle
des Tn-Syndroms, liegt der Uberexpression des Tn-Antigens in Tumoren meist eine
Mutation des Chaperons Cosmc zu Grunde (Ju et al. 2008b). Daneben sind Veranderungen
in der Expression von Core-2 bildenden Enzymen beschrieben (Dalziel et al. 2001). Zwar
erkennt das Immunsystem die Tn-Epitope in Tumoren als ,,fremd*, die Immunantwort ist
jedoch aus bisher wenig verstandenen Grunden nicht effektiv genug, um eine Zerstérung
von Tumorzellen zu bewirken. Diskutiert werden u.a. immunsuppressive Effekte durch
eine Bindung an das macrophage galactose-type lectin (MGL) auf dendritischen Zellen
(Saeland et al. 2007). Um eine bessere Immunabwehr des Organismus zu férdern wurde in
den letzten Jahren verstérkt an der Herstellung spezifischer Tumor-Impfstoffe geforscht.
Einige befinden sich in klinischer Erprobung (fir eine Zusammenfassung siehe Ju et al.
2011).

Bei der IgA-Nephropathie kommt es durch Ablagerung von polymerem Immunglobulin A,
insbesondere des IgAl Subtyps, im Mesangium zur Glomerulonephritis. Im Normalfall
tragt die Gelenkregion (hinge region) des IgAl Molekiils zahlreiche sialysierte Core-1
Disaccharide. Bei Patienten mit IgA-Nephropathie wurden Galaktose-defiziente 1gAl
Varianten mit Tn-Expression gefunden (Julian & Novak 2004). Ein funktionelles Defizit
der T-Synthase scheint auch hier gegeben. Ob Cosmc-Mutationen eine Rolle spielen ist
bislang nicht geklart. Die verkirzten Kohlehydratepitope scheinen jedoch die Pathogenese

der IgA Nephritis entscheidend zu beeinflussen (Ju et al. 2011).

Neben den genannten Erkrankungen scheint eine Tn-Expression auch in der Infektiologie
eine Rolle zu spielen. So konnte das Tn-Antigen in zahlreichen Parasiten, darunter
Echinococcus granulosus und Cryptosporidium parvum, nachgewiesen werden (Alvarez
Errico et al. 2001; O’Connor et al. 2003). Auch auf Hullproteinen von Viren, darunter
gp120 und gpl160 des humanen Immunodefizienz-Virus, konnte eine Expression gezeigt
werden (Hansen et al. 1991).
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2.2.2 Das Tn-Antigen im zentralen Nervensystem

Wahrend des embryonalen Wachstums von M&usen wird das Tn-Antigen in verschiedenen
Hirnstrukturen, darunter Kleinhirn und Zerebralcortex, exprimiert (Akita et al. 2001a). Die
Expression ist begrenzt auf einen Zeitraum zwischen Embryonaltag neun und der dritten
Lebenswoche, anschlieBend ist das Epitop nicht mehr nachweisbar. Aus der Gruppe der
a-N-Acetylgalaktosaminyltransferasen, die das Tn-Antigen synthetisieren, wurde das
Enzym ppGalNAcT-13 spezifisch in  Neuronen des zentralen Nervensystems
nachgewiesen. Es scheint fir die Expression des Tn-Antigens im Gehirn von
entscheidender Bedeutung (Zhang et al. 2003).

Das Proteoglykan Syndecan-3 konnte als Tréagerprotein fur das Tn-Antigen identifiziert
werden (Akita et al. 2001b). Anders als andere Unterformen beinhaltet es eine
mucindhnliche Doméne mit zahlreichen Serin- und Threonin-Resten, die eine
O-Glykosylierung erméglichen (Gould et al. 1992). Welche Rolle die Expression des Tn-
Antigens auf Syndecan-3 fur die embryonale Entwicklung spielt, ist bislang nicht bekannt.

Eine Beeinflussung der Nervenzellentwicklung wird angenommen.

2.3 Glykomimetika

Viele wichtige Funktionen von Glykanen werden (ber Interaktionen mit spezifischen
Kohlenhydratrezeptoren vermittelt. Diese Wechselwirkung bietet zahlreiche Mdoglichkeiten
der therapeutischen Intervention in pathologischen Prozessen. Die kiinstliche Herstellung
von Glykanen fur Forschung und Therapie ist trotz methodischer Fortschritte bei der
Oligosaccharidsynthese (Bartolozzi & Seeberger 2001, Zhou & O'Doherty 2008) nach wie
vor kompliziert und kostenintensiv. Zudem haben viele Glykane unglnstige
pharmakokinetische Eigenschaften (z.B. schlechte Affinitdt zum Rezeptor, oder Labilitat
gegeniber enzymatischem Abbau), sodass sie fir die Entwicklung Kohlenhydrat-basierter
Wirk- und Impfstoffe ungeeignet sind (Sears & Wong 1999).

Abnhilfe schaffen Glykomimetika, organische Strukturen, die in der Lage sind, Glykane
funktionell zu imitieren (,,mimikrieren*). Diese Strukturen sind in der Regel einfacher
aufgebaut als das Original und kénnen daher leichter synthetisiert werden. Durch gezielte
Modifizierungen lassen sich Affinitat, Spezifitdt und Stabilitdt beeinflussen, sodass die
pharmakokinetische Eigenschaften im Vergleich zum Original verbessert sind. Ein
Glykomimetikum muss seinem Original nicht zwangsweise strukturell &hneln, viel

wichtiger dagegen ist eine enge Funktionsverwandtschaft. Im Idealfall wird ein
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Glykomimetikum durch s&émtliche Rezeptoren und Antikdrper erkannt, die auch mit dem
Original eine Wechselwirkung eingehen. Ein geeignetes Glykomimetikum kann so nicht
nur bei der Aufklarung von molekularen Grundlagen vieler Oligosaccharid-vermittelter

Prozesse helfen, sondern eréffnet auch neue Ansatze zur Therapie von Krankheiten.

Viele Mimetika wurden bislang durch rationales Design erstellt, bei dem ausgehend vom
Original durch gezielte Modifikation und Vereinfachung eine neue Struktur entworfen
wird. Prominentes Beispiel hierfiir sind die Mimetika fir das Sialyl-Lewis*-Tetrasaccharid
(Kaila & Thomas 2002). GroRe, stark verzweigte Glykane kdénnen durch sogenannte
Glykodendrimere mimikriert werden (von der Lieth et al. 2002). Diese, auf dem Konzept
der Dendrimere beruhenden Glykomolekile, sind in der Lage die im Organismus

vorkommende Multivalenz zu imitieren.

Eine weitere Mdglichkeit der Glykanimitation bieten Peptide. Oldenburg et al. und Scott et
al. waren 1992 die ersten, die mithilfe von randomisierten Phagenbibliotheken Peptide
identifizieren konnten, die an das Lectin Concanavalin A binden und somit ein
Glykomimetikum  fir  mannosehaltige  Oligosaccharide  darstellen.  Diverse
Veroffentlichungen Uber andere glykomimetische Peptidstrukturen folgten, einige der
Glykomimetika zeigten sogar immunogenes Potential (Johnson & Pinto 2002). Auf
neuraler Ebene konnte kirzlich eine Stimulation des Neuritenwachstums durch peptidische
Glykomimetika von Polysialindure und HNK-1 (human natural killercell) Glykan in vitro

und in vivo gezeigt werden (Mehanna et al. 2010; Béachle et al. 2006).

2.4 Die Phage-display-Technik

Phage-display ist primar eine Methode zur Selektion von Peptiden, Proteinen oder
Antikdrpern, es wird aber auch zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen,
Charakterisierung von Immunantworten und Modifizierung von Proteineigenschaften
eingesetzt (Bradbury 2010). Prinzip der Methode ist die Prasentation (display) von
Proteinen oder Peptiden auf der Oberflache von Bakteriophagen (Smith 1985). Auf
genetischer Ebene werden diese mit einem Oberflachenprotein des Phagen fusioniert,
sodass ein Kopplungsprodukt entsteht, welches in die Hiille des Phagen integriert wird. Die

eigentliche Funktion des Hullproteins bleibt bei der Kopplung erhalten.

Am hdaufigsten kommen fiir das Phage-display filamentose Phagen der Ff-Gruppe (z.B.
M13, fd oder f1) zum Einsatz. Diese stabférmigen, 6nm breiten und 1000-2000nm langen
Phagen tragen ein zirkul&res, einzelstrangiges DNA-Genom (Marvin & Wachtel 1976) und
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infizieren gram-negative Bakterien Uber den F-Pilus. Bindet ein Phage an den Pilus, wird
er in die Bakterienoberflache integriert und die DNA gelang in das Bakterium. Dort wird
die einzelstrangige DNA mithilfe bakterieller Enzyme in Doppelstrangform
umgeschrieben, aus der samtliche Proteine, sowie eine Einzelstrangkopie fur die
Produktion neuer Phagen erstellt werden kénnen. Im periplasmatischen Raum werden die
Phagenbestandteile zusammengesetzt. AnschlieBend verlassen die fertigen Phagen das
Bakterium, das durch die Infektion zwar nicht getdtet, aber in seiner Vermehrung stark

eingeschrankt wird.

Das Phagen-Genom beinhaltet elf verschiedene
Fremdprotein

Proteine, von denen funf die Hille bilden und die
pill anderen sechs an der Reproduktion beteiligt sind.
pvI Unter den Hullproteinen hat pVIII, das in etwa

2700 Kopien vorliegt, den Hauptanteil. plll ist

verantwortlich fur die Bindung an den F-Pilus

Phagen

P pll1-Gen und liegt in drei- bis finffacher Anzahl

zusammen mit pVI an einem Ende des Phagen.
Fremd-DNA  pVII und pIX sind auf der gegeniiberliegenden
Seite lokalisiert (Abb. 5).

r

pvil Die Kopplung des Fremd-Proteins, das an der

£

pIX Oberflache présentiert werden soll, erfolgt am N-

PVl Terminus von pVIII oder plll, wobei Letzteres

Abb. 5: Struktur eines filamentdsen Phagen

(Schema). plil, pVI, pVI1, pVIIl und pIX bezeichnen bei weitem am hadufigsten zum Einsatz kommt.
die Hullproteine des Phagen. Von pVIII sind etwa

2700 Kopien in einem Phagen vorhanden, die F(r die Fusion der Proteine auf DNA-Ebene
anderen Hullproteine liegen in 3-5facher Kopie vor.

Das Produkt der an das plll-Gen gekoppelten Fremd- wurden bisher zwei verschiedene Vektorsysteme
DNA wird auf dem plll Protein prasentiert.

beschrieben: Phagenbasiert und Phagemidbasiert.
In phagenbasierten Vektoren wird die Fremd-DNA direkt an plll in das Phagengenom
kloniert. Die Prasentation erfolgt multivalent, d.h. auf jeder Kopie von plll wird das
Fremdprotein prasentiert. Aufgrund der schlechten Transformationsrate und der Instabilitat
des Genoms hat sich diese Methode jedoch als schwierig erwiesen. Sehr viel hdufiger
kommen in E. coli transformierte, phagemidbasierte Vektoren zum Einsatz. Diese
enthalten neben einem Resistenzgen lediglich den Ff-Replikationsursprung, sowie eine
Kopie von plll, gekoppelt an die Fremd-DNA. Das Phagemid enthaltende Bakterium wird

von einem Helferphagen, der alle wichtigen Phagenproteine bereitstellt, infiziert. Beim
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Zusammenbau neuer Phagenklone wird nun zum Teil das Phagemidprotein eingebaut. Die
Présentation des Fremdproteins erfolgt monovalent, d.h. tragt ein Phage das Fremdprotein,

dann ist es in der Regel nur auf einem pllI-Protein vertreten.

Phagenbibliotheken bestehen aus Millionen Phagenklonen, die unterschiedliche
Fremdproteine auf ihrer Oberflache préasentieren. Aus solchen Bibliotheken lassen sich,
ahnlich einer Affinitatsaufreinigung, Bindungspartner fur Antikorper, Proteine, oder
andere Substanzen anreichern. Die Phagenbibliothek wird dazu auf eine immobilisierte
Zielstruktur gegeben. Ungebundene Phagen werden entfernt und die gebundenen Phagen
geldst, um sie anschliefend in E. coli zu vermehren. Dieser Selektionsprozess (Abb. 6),
auch panning genannt, wird drei Mal wiederholt, wobei jedes Mal das amplifizierte
Phageneluat auf die Zielstruktur gegeben wird. Am Ende sollten im Idealfall ein oder zwei
Phagenklone ubrig bleiben, die spezifisch an die Zielstruktur binden. In der vorliegenden
Arbeit wurden Peptidbibliotheken, deren Phagen die Fremdstruktur auf plll prasentieren,
zur ldentifizierung eines Antigens fir den Tn-Antikorper 5F4 verwendet.

o
218

v .
W

Abb. 6: Ablauf der Selektion von Peptiden/Proteinen aus Phagenbibliotheken mittels Phage-display. Die
Phagenbibliothek (1.) wird zun&chst mit dem Zielantigen inkubiert (2.). Nicht bindende Phagen werden durch
Waschen entfernt (3.). Die bindende Phagen werden eluiert (4.) und anschliefend in E.coli amplifiziert (5). Es
folgen zwei weitere Selektionsrunden, danach werden die Phagenklone sequenziert (6).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Soweit nicht anders erwdhnt wurden alle Chemikalien in analysereiner Qualitdt von

folgenden Firmen bezogen (weitere Firmen siehe Tab. 1):

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Fluka/ Riedel-de-Haen/ Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Pasching

Chemikalie Herkunft

Acrylamid/Bis 30% Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Desthiobiotin IBA GmbH, Géttingen
Dimethylformamid Th. Geyer GmbH, Renningen

DTT Biomol GmbH, Hamburg

Glutaraldehyd 25% Agar Scientific Ltd., Stansted

IPTG PEQLAB Biotechnology GmbH, Erlangen
Normales Ziegenserum Dianova, Hamburg

OPD Perbio, Bonn

SDS Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Stable Peroxide Substrate Perbio, Bonn

Transferrin, holo (bovine plasma) VWR International, Hannover

X-Gal PEQLAB Biotechnology GmbH, Erlangen

Tab. 1: Herkunft verwendeter Chemikalien

3.1.2 Loésungen und Puffer

Soweit nicht anders erwahnt wurden samtliche Lésungen und Puffer mit dH,O angesetzt.

PBS

137mM NaCl pH 7,4

2,7/mM KCI
8mM NaHPO,
1,5mM KH,PO4
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PBST 0,05%

ELISA
Blockpuffer
(Phage-display)

Blockpuffer

(restliche Bindungsversuche)

Detektionsreagenz

FAB-Aufreinigung

Elutionspuffer

Waschpuffer

0,05% (v/v) Tween 20 in PBS

1% (w/v) BSA in PBS

5% (w/v) BSA in PBS

1mg/ml OPD
10% Stable Peroxide Substrate

100mM Tris-HCI
150mM NacCl

1ImM EDTA

2,5mM Desthiobiotin

100mM Tris-HCI
150mM NacCl
ImM EDTA

Immunfarbung histologischer Schnitte

Blockldsung

Verdunnungspuffer

Phage Display

Ammoniumsulfat-Puffer

Blockpuffer

0,2% (v/v) Triton X-100
0,02% (w/v) NaN3

5% (v/v) normales Ziegenserum

in PBS

0,5% (w/v) A-caraggeenan
0,02% (w/v) NaN3
in PBS; gefiltert

3M (NH,)SO4
0,1M NaH,PO,
0,IM NaHPO,

1% (w/v) BSA
0,1M NaH,PO,
0,1M NaHPO,

pH 8.0

pH 8.0

pH 7,4

pH 7,4
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lodid-Puffer

IPTG/XGal

Natriumphosphat-Puffer

PEG/NaCl

Tetracyclin-Stammldsung

TBS

TBST 0,1/0,3/0,5%

Primarzellkultur
DNAse | —Losung

(Kleinhirnneurone)

DNAse | —Losung
(DRG- und Motoneurone)

DRG-Medium

10mM Tris-HCI
1mM EDTA
4M Nal

5% (w/v) IPTG
4% (w/v) XGal
in Dimethylformamid

0,1M NaH,PO4
0,1M NaHPOQO4

20% (w/v) PolyethylenGlykol-8000
2,5M NaCl

20mg/ml Tetracyclin in Ethanol

50mM Tris-HCI
150mM NacCl

50mM Tris-HCI
150mM NaCl
0,1/0,3/0,5% (v/v) Tween 20

0,05% (w/v) DNAse I
0,25% (w/v) Glucose
1 x Neurobasal A

0,01% (w/v) DNAse I
1 x F12/DMEM

2% (v/v) Penicillin/Streptomycin
100pg/ml BSA

50ug/ml Insulin

50ug/ml Transferrin

100ng/ml NGF

30nM L-Thyroxin

10nM Hydrocortison

100uM Putrescin

20nM Progesteron

pH 8,0

pH 7,4

pH 7,5

pH 7,5
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Farbeldsung

Motoneuronmedium

Trypsin/DNAse-Ldsung

Trypsin/Collagenase-Losung

X1-Medium

30nM Natriumselenit
1 x B27 Supplement
1 x F12/DMEM

1% (w/v) Toluidinblau O
1% (w/v) Methylenblau
1% (w/v) Borax

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
1% (v/v) Natriumpyruvat
0,5% (v/v) L-Glutamin
9ug/ml BSA

9ug/ml Insulin

8ng/ml Hydrocortison
29ug/ml Putrescin
5ug/ml Transferrin
20nM Progesteron

30nM Natriumselenit

1 x B27 Supplement

1 x F12/DMEM

1% (w/v) Trypsin
0,1% (w/v) DNAse |
0,8mM MgClI

1 x HBSS

0,25% (wi/v) Trypsin
0,1% (w/v) Collagenase
1 x F12/DMEM

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
1% (v/v) Natriumpyruvat

1% (v/v) L-Glutamin

10pg/ml BSA

10pg/ml Insulin

100pg/ml Transferrin, holo

4nM L-Tyroxin

30nM Natriumselenit

pH 7,8
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Proteinfarbung
Coomassie-Ldsung

SDS-Page und Western Blot
3% SDS-Sammelgel
(Ansatz fiir 2 Gele)

4% SDS-Sammelgel
(Ansatz fir 2 Gele)

6% SDS-Trenngel
(Ansatz fir 2 Gele)

10% SDS-Trenngel
(Ansatz fir 2 Gele)

5xSDS-Probenpuffer
(mit DTT)

1 x Neurobasal A

20% (v/v) Roti-Blue 5x Konzentrat
20% (v/v) Methanol

3,84 ml ddH,0

500l 30% Acrylamid-Bis 29:1 (w/v)
625ul 1M Tris pH 6,8

50ul 10% (w/v) SDS

25ul 10% (w/v) APS

5ul TEMED

3,68 ml ddH,0

665ul 30% Acrylamid-Bis 29:1 (w/v)
625ul 1M Tris pH 6,8

50l 10% (w/v) SDS

25pl 10% (w/v) APS

5ul TEMED

5,12 ml ddH,0

2,5 ml 30% Acrylamid-Bis 29:1 (w/v)
4,65ml 1M Tris pH 8,8

125ul 10% (w/v) SDS

62,5ul 10% (w/v) APS

6,25ul TEMED

3,45 ml ddH,0

4,17 ml 30% Acrylamid-Bis 29:1 (w/v)
4,65ml 1M Tris pH 8,8

125ul 10% (w/v) SDS

62,5ul 10% (w/v) APS

6,25ul TEMED

40% (v/v) 1M Tris-HCI pH 6,8
50% (v/v) Glycerin 100%
100mg/ml SDS
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5xSDS-Probenpuffer
(ohne DTT)

10xSDS-Laufpuffer

Blotpuffer

3.1.3 Medien

0,5mg/ml Bromphenolblau
12,5mg/ml DTT

40% (v/v) 1M Tris-HCI pH 6,8
50% (v/v) Glycerin 100%
100mg/ml SDS

0,5mg/ml Bromphenolblau

1,9M Glycin
250mM Tris
1% (w/v) SDS

192mM Glycin
25mM Tris
9,1% (v/v) Methanol

Samtliche Medien wurden autoklaviert. Tetracyclin und IPTG/XGal wurden erst nach dem

Autoklavieren bei einer Temperatur <70°C hinzugefgt.

IPTG/Xgal-Agar

LB-Medium

Tetracyclin-Agar

Top-Agar

1,5% (w/v) Agar
0,1% (v/v) IPTG/Xgal
in LB-Medium

10g/1 Pepton
5¢/1 Hefeextrakt
5¢/l NaCl

1,5% (wi/v) Agar
0,1% Tetracyclin-Stammlésung
in LB-Medium

0,7% (w/v) Agar
0,1% (w/v) MgCl,-6H,0
in LB-Medium
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3.1.4 Antikorper

3.1.4.1 Priméare Antikorper

Bezeichnung Klonalitat Spezies Epitop Herkunft
S5F4 1gM mc Maus Tn-Antigen InVivo BioTech Services
GmbH, Henningsdorf
S5F4 FAB mc Maus, Tn-Antigen Labor von Prof.
humanisiert Schachner, selbst

aufgereinigt

Anti-Calbindin-  mc Kaninchen = Maus- Sigma-Aldrich,

D-28K (EG-20) Purkinjezellen  Taufkirchen
HRP/Anti-M13- mc - M13 major GE Healthcare, Miinchen
conjugate coat protein

Tab. 2: Primére Antikorper. mc = monoklonal
3.1.4.2 Sekundéare Antikorper
Sekundarantikorper wurden bei Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., USA bestellt

Fluoreszierend:

Bezeichnung Spezies Epitop

Anti-Human DyL.ight Esel Human IgG (H+L)
FITC Ziege Maus 1gG + IgM (H+L)
TRITC Ziege Maus 1gG (H+L)

Tab. 3: Sekundére Antikorper, fluoreszierend

HRP-konjugiert:

Bezeichnung Spezies Epitop
Anti-Human F(ab”), Fragment Ziege Human IgG, FAB-spezifisch
Anti-Maus Ziege Maus 1gG + IgM (H+L)

Tab. 4: Sekundare Antikdrper, HRP-konjugiert
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3.1.5 Peptide

Alle verwendeten Peptide wurden synthetisiert von Schafer-N, Kopenhagen.

Name Sequenz

TnS H- Tn-Peptid S™-OH

TnS, biotinkonjugiert Biotin-(EACA)Tn-Peptid S™-OH

TnS, cysteingekoppelt H-Tn-Peptid S"-GGGC-OH

TnA H-THHPPGYFAAHS-OH

TnA, biotinkonjugiert Biotin-(EACA)THHPPGYFAAHS-OH
TnC, biotinkonjugiert Biotin-(EACA)KKCFHDRLPQC-OH

Tab. 5: Peptidsequenzen; “Peptidsequenz entfernt, siehe Erklarung/Vereinbarung S. 72

3.1.6 Mause

Fur samtliche Zellkulturexperimente wurden sechs oder sieben Tage alte (P6/P7)
Wildtypmaéuse der Linien C57Black/6 verwendet. Die Tiere stammten aus der hauseigenen
Zucht.

3.2 Methoden

3.2.1 Biochemische Methoden

3.2.1.1 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Assay)
3.2.1.1.1 Standard-ELISA

Vom zu detektierenden Antigen wurden Verdiinnungsreihen mit PBS angesetzt und je 50ul
in die Vertiefungen einer 96-well-Mikrotiterplatte (Nunc-Immunomodule F-8 Maxisorp,
NUNC, Danemark) pipettiert. Die Beschichtung erfolgte ber Nacht bei 4°C auf dem
Schittler. Am folgenden Tag wurde der Uberstand entfernt und die wells fiir mindestens
eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) mit 5%igem BSA geblockt (150ul/well).
AnschlieBend wurde der Blockpuffer wieder entfernt und die wells fur zwei bis drei
Stunden bei RT mit dem Erstantikérper inkubiert (verdinnt in PBS; 50ul/well). Nicht
gebundene Antikorper wurden durch dreimaliges Waschen mit 150ul/well PBST fir je
5min entfernt. Danach wurden die wells fiir eine Stunde bei RT mit dem passenden
Zweitantikorper (verdinnt in PBS; 50pl/well) auf dem Schiittler inkubiert. Nach erneut

dreimaligem Waschen mit PBST erfolgte die Detektion. Dazu wurden je 50ul
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Detektionsreagenz in die wells gegeben und die Proben im Dunkeln bei RT auf den
Schittler gestellt. Bei ausreichendem Farbumschlag (nach 1-10min) wurde die Reaktion
mit 2,5M H,SO, abgestoppt und die Absorption bei 490nm im ELISA-Reader («Quant,
BioTek Instruments Inc., Vermont) gemessen. Die Bestimmungen erfolgten mindestens

mit Zweifachansétzen.

Versuche, die mit 5F4 Fab durchgefihrt wurden, erfolgten mit nur einem
Inkubationsschritt fir beide Antikdrper. Dazu wurden Erst- und Zweitantikdrper zunéchst
fir 15min bei RT zusammen inkubiert und anschlieBend auf das geblockte Antigen (s.0.)

gegeben. Nach dreimaligem Waschen mit PBST (150ul/well) erfolgte direkt die Detektion.
3.2.1.1.2 Kompetitiver ELISA

Die Beschichtung mit Antigen fir den kompetitiven ELISA erfolgte in einer
Konzentration, bei der eine Bindung im Standard-ELISA sicher nachgewiesen werden
konnte, die sich aber noch nicht in der Séattigung befand. Dazu wurden 50ul der
Antigenverdunnung in mehrere wells einer 96-well-Mikrotiterplatte (Nunc-Immunomodule
F-8 Maxisorp, NUNC, Dénemark) pipettiert und ber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die wells wie im Standard-ELISA beschrieben geblockt. Vom
kompetitiven Antigen wurde eine Verdinnungsreihe mit PBS angesetzt und diese fiir
15min bei RT mit Erstantikorper inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung auf das
geblockte Antigen gegeben und fiir zwei bis drei Stunden bei RT auf den Schuttler gestelit.
Waschschritte, Inkubation mit Zweitantikérper und Detektion erfolgten wie im Standard-
ELISA. Bei Versuchen mit 5F4 Fab wurde der Zweitantikorper direkt zu der Lésung aus
kompetitivem Antigen und Erstantikorper gegeben.

3.2.1.2 SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamid gel electrophoresis)

Fur die eindimensionale Gelelektophorese wurden diskontinuierliche SDS Gele von 1mm
Dicke verwendet. Zum Einsatz kamen 3 bzw. 4%ige Sammelgele sowie 6 bzw. 10%ige

Trenngele.

Die zu untersuchenden Proben wurden auf die gewinschte Konzentration mit dH,O
verdinnt und im Verhdltnis 1:5 mit 5xSDS-Probenpuffer versetzt. Proben mit DTT-
haltigem Probenpuffer wurden fur 10min bei 95°C erhitzt. Proben mit selbigem Puffer
ohne DTT wurden unverandert belassen. Die fertigen Proben wurden zusammen mit einem
Proteinstandard (Precision Plus Protein Standard ,, 4// blue “, BioRad Laboratories GmbH,

Minchen) auf ein zuvor gegossenes Gel aufgetragen. Die Proteinauftrennung erfolgte in
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einer Elektrophoresekammer (Mini-Trans Blot Cell, BioRad Laboratories GmbH,
Mdnchen) mit SDS-Laufpuffer bei einer Spannung von 150V im Sammelgel und 200V im

Trenngel.

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mittels Silber- oder Coomassiefarbung
(3.2.1.3 bzw. 3.2.1.4) direkt im Gel angefarbt oder fiir einen immunologischen Nachweis
auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert (3.2.1.5).

3.2.1.3 Coomassie-Farbung

Zum Anfarben von Proteinen mit Coomassie-Blau wurde das SDS-Polyacrylamidgel nach
der Elektrophorese in eine Farbeschale gelegt und tber Nacht bei RT auf dem Schiittler mit
Coomassie-Farbelosung inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel bis zur vollstdndigen

Entfarbung des Hintergrundes mit H,O gewaschen.

Fur eine Langzeitaufbewahrung des Gels wurde dieses in einem Geltrockner (GelAir
Dryer, BioRad Laboratories GmbH, Minchen) nach Herstellerangaben zwischen zwei
Blattern Cellophanfolie getrocknet.

3.2.1.4 Silberfarbung

Die Féarbung von Proteinen im SDS-Polyacrylamidgel mittels Silberfarbung erfolgte mit
dem PageSilver™ Silver Staining Kit (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) nach dem

Protokoll fiir maximale Sensitivitét.
3.2.1.5 Westernblot und Immunodetektion

Zur immunologischen Detektion wurden die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine (siehe
3.2.1.2) mittels Westernblot auf eine Nitrocellulosemembran (Protran® BA 85; 0,45um;
VWR International, Hannover) transferiert. Der elektrophoretische Transfer erfolgte in
einer mit Blotpuffer getrankten Kammer (Mini-Trans Blot Cell, BioRad Laboratories
GmbH, Minchen), in der das Gel und die Membran zwischen Blotpapier (MN 218B,;
Machery Nagel GmbH, Diren) und zwei Schwamme geklemmt wurde, bei einer

konstanten Spannung von 85V fiir 50min bei 4°C.

Nach dem Transfer wurde die Membran zundchst fur eine Stunde bei RT mit
Polymerblocker geblockt (Roti-Block; Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und anschlieRend bei
4°C Uber Nacht mit Erstantikorper inkubiert (5F4 IgM 1:2000 in PBS). Zur Entfernung
Uberschiissigen Antikorpers wurde die Membran finf Mal 5min mit PBST gewaschen.
Anschlieend erfolgte die Inkubation mit Zweitantikrper (Anti-Maus-HRP 1:10.000 in
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PBS) fur eine Stunde bei RT. Nach erneut finfmaligem Waschen mit PBST wurde die
Membran nach Herstellerangaben mit Substrat (SuperSignal West Pico; Perbio, Bonn)
benetzt und zwischen zwei Klarsichtfolien in eine Filmkassette gelegt. Die Detektion
erfolgte durch Belichtung von Réntgenfilmen (Kodak BioMax Light Film, Sigma Aldrich,

Taufkirchen) mit variablen Expositionszeiten.
3.2.1.6 BCA-Test

Zur Bestimmung des Proteingehaltes verschiedener Proben unbekannter Konzentration
wurde das BC Assay protein Quantitation Kit (Uptima Interchim, Montlugon) verwendet.
Die darin enthaltenen Ldsungen A und B wurden im Verhaltnis 1:50 gemischt um das
BCA-Reagenz zu erhalten. Jeweils 10ul der Proteinprobe unbekannter Konzentration
wurden in eine 96-well-Mikrotiterplatte (nicht steril, unbehandelt; VWR International,
Hannover) pipettiert und mit 200ul BCA-Reagenz versetzt. Die Bestimmungen erfolgten
in Dreifachansétzen. Es folgte eine 30minutige Inkubation bei 37°C und die anschlieRende
Messung der Absorption bei 560nm im ELISA-Reader (uQuant; BioTek Instruments Inc.,
Vermont). Zusétzlich zu den Proteinproben unbekannter Konzentration wurde eine BSA-
Standardreihe mit bekannten Konzentrationen (0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000ug/ml in dH,0O) wie oben beschrieben analysiert. Die daraus ermittelte
Eichgerade wurde zur Abschétzung der Proteinkonzentration in den Proben verwendet.

3.2.1.7 Kopplung an Katalase

Die Kopplung des TnS-Peptides an Katalase erfolgte mittels MBS (Perbio, Bonn) als
Crosslinker. 24mg Katalase (aus Rinderleber; Sigma Aldrich, Taufkirchen) wurden in
0,9ml Kopplungspuffer (5mM EDTA in PBS; pH 7,2), sowie 3,14mg MBS in 0,1ml
DMSO (Sigma Aldrich, Taufkirchen) gel6st. Beide Ansdtze wurden zusammen gegeben
und fir eine halbe Stunde bei RT und leichter Rotation inkubiert. Mithilfe einer Zeba™
Desalt Spin Column (Perbio, Bonn) wurde der MBS-Uberschuss anschlieRend wieder
entfernt. Die S&ule wurde dafur nach Herstellerangaben mit Kopplungspuffer aquilibriert.
Anschlieend wurde die Probe geladen und bei 1000xg fir 2min durch die S&ule
zentrifugiert. 1,6mg Cystein-gekoppeltes TnS-Peptid (TnS-Cys; siehe 3.1.5) wurden in
200ul 20%igem DMSO/PBS gel6st und fir 30min bei RT und leichter Rotation mit der
MBS-gekoppelten Katalase inkubiert. Um ungekoppeltes Peptid wieder zu entfernen
wurde anschlieRend mithilfe einer Dialysekassette (MWCO: 10kDa; Perbio, Bonn) gegen
zwei Liter PBS dialysiert. Das Konjugat wurde bei -20°C gelagert.
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3.2.1.8 Enzymatischer Verdau

Zu einer Losung von 1mg/ml BSM (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurden 1% (v/v)
Trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Pasching) sowie 0,046% (w/v) Papain (aus Papaya
latex; Sigma Aldrich, Taufkirchen) gegeben und diese bei RT inkubiert. Die Hélfte der
Losung wurde nach drei, die andere Hélfte nach sechs Stunden bei -20°C eingefroren.

3.2.1.9 Aufreinigung des 5F4 Fab-Fragmentes mittels Affinitdtschromatographie

Ein 50ml-Aliquot der periplasmatischen Fraktion einer E. coli-Fermentation des 5F4 Fab-
Fragmentes (Labor von Prof. Schachner) wurde Uber Nacht bei 4°C in einem
Dialyseschlauch (MWCO: 12-14kDa; Carl Roth GmbH, Karlsruhe) gegen finf Liter
Waschpuffer dialysiert um einen Pufferaustausch fir die anschliefende Aufreinigung zu
bewirken. Da das rekombinant hergestellte Fab-Fragment einen c-terminalen Strepll-tag
tragt, konnte die Aufreinigung Uber eine Affinitdtschromatographie mit Strep-Tactin
erfolgen. Dazu wurde eine Strep-Tactin superflow high capacity Matrix (IBA GmbH,
Gottingen) in eine gravity flow- Chromatographiesdule (Volumen 10ml; Perbio, Bonn)
gefillt und nach Herstellerangaben mit Waschpuffer aquilibriert. Das Fab-Dialysat wurde
anschlieRend steril gefiltert auf die Sdule gegeben. Der Durchfluss wurde gesammelt. Nach
mehreren Waschschritten mit 8 x 10ml Waschpuffer erfolgte die Elution des Fab-
Fragmentes mit 20ml Elutionspuffer in drei Fraktionen von 3ml bzw. einer Fraktion von
11ml am Schluss. Die Waschschritte und Eluatfraktionen wurden einzeln abgefangen. Alle

Schritte erfolgten bei einer Temperatur con 4°C.

Zur Analyse der Reinheit wurden Rohextrakt, Durchfluss, Waschfraktionen sowie
Eluatfraktionen auf ein SDS-Gel aufgetragen und anschlieBend mit Coomassie-Blau
angeférbt (siehe 3.2.1.3). Der Fab-Gehalt im Eluat wurde mittels BCA-Test (siehe 3.2.1.6)

bestimmt.
3.2.1.10 Immunfarbung an histologischen Gewebeschnitten

Objekttrager mit transversalen Cerebellumschnitten von sieben Tage alten Wildtyp-
Mausen (Labor von Prof. Schachner) wurden zundchst bei 37°C aufgetaut und
anschlielend fur 30min bei 80°C in einer Natriumcitratlosung (1L0mM Natriumcitrat, pH 9)
inkubiert. Nach Abkihlung auf RT und kurzer Spilung mit PBS wurden die Schnitte fur
eine Stunde in Blocklésung gestellt. Es folgte die Inkubation mit Erstantikorper (in
Verdunnungspuffer) bei RT uber Nacht in einer Feuchtigkeitskammer. Am nédchsten Tag

wurden die Schnitte dreimal 15min mit PBS gewaschen und fir zwei Stunden bei RT mit
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dem passenden Zweitantikorper (in Verdinnungspuffer) inkubiert. Die Inkubation erfolgte
in einer vor Licht geschitzten Feuchtigkeitskammer. AnschlieBend wurden die Schnitte
erneut drei Mal 15min mit PBS gewaschen und fir 10min in ein Féarbebad mit Bis-
Benzimid (5pg/ml Bis-Benzimid in PBS) gestellt. Nach kurzer Spulung mit PBS (ca.
5min) wurden die Schnitte mit Fluoromount (Biozol GmbH, Eching) eingedeckelt.

Die Auswertung erfolgte am Laser Mikroskop (Olympus Fluoview FV1000, Olympus
Europa GmbH, Hamburg) mithilfe der Software FV10-ASW 2.1 (Olympus Europa GmbH,
Hamburg).

3.2.1.11 Kopplung des 5F4 Antikorpers an magnetische beads

10mg Dynabeads® M-270 Epoxy (Dynal-Biotech, Oslo) wurden mithilfe eines Magneten
vier Mal finf Minuten nach Herstellerangaben gewaschen und in  300ul
Natriumphosphatpuffer resuspendiert. 300ul 5F4 IgM Antikorper (~0,2mg) wurden mit
einem Zentrifugationsfilter (MWCO: 30kDa; Vivaspin Ltd., Stonehouse) von ihrem Puffer
getrennt, in 250ul Natriumphosphatpuffer resuspendiert und mit den gewaschenen beads,
sowie mit 275ul Ammoniumsulfatpuffer versetzt. Zum Koppeln wurden die beads 24
Stunden bei 4°C und leichter Rotation inkubiert. Es folgten vier Waschschritte,
anschlieRend wurden die gekoppelten beads fiir eine Stunde bei 4°C und leichter Rotation
mit Blockpuffer geblockt. Nach dem Blocken wurden die beads erneut sechs Mal

gewaschen, in 600l TBS suspendiert und bei 4°C bis zur Verwendung aufbewahrt.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.2.1 Stammhaltung und Kultivierung von E. coli

Der rekombinante E. coli Stamm ER2738 (Phage Display Library Kit, New England
Biolabs Inc., Frankfurt) wurde auf Tetracyclin-Agar ausgestrichen und Uber Nacht bei
37°C kultiviert. Die gewachsene Stammkultur wurde bei 4°C im Dunkeln Uber einen

Zeitraum von 8 Wochen gelagert.

Zum Anlegen einer Flussigkultur wurde eine Einzelkolonie der Stammkultur gepickt und
in 5ml LB-Medium Uberimpft. Die angeimpfte Flissigkultur wurde Uber Nacht bei 37°C
und leichter Rotation inkubiert. Flr die Phagenproduktion (siehe 3.2.2.2.2) wurde die
Ubernachtkultur auf die benétigte Menge mit LB-Medium ergénzt und bei 37°C auf eine

optische Dichte von 0,4 (gemessen bei 600nm im Photometer) kultiviert.
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3.2.2.2 Phage-display

Die Suche nach Glykomimetika fiir das Tn Antigen erfolgte mithilfe von randomisierten
Phagenbibliotheken, wobei sowohl eine Bibliothek mit linearen (Ph.D.-12™, New
England Biolabs Inc., Frankfurt) als auch mit cyclischen (Ph.D.-C7C™, New England
Biolabs Inc., Frankfurt) Peptiden durchsucht wurde.

3.2.2.2.1 Phagenselektion (panning)

15ul Phagenbibliothek wurden zu 200ul 5F4-gekoppelten beads (siehe 3.2.1.11) gegeben
und 20 min bei RT unter standigem Invertieren inkubiert. Ungebundene Phagen wurden
anschlieRend durch zehnfaches Waschen mit 0,1% TBST entfernt. Die beads wurden dabei
mithilfe eines Magneten im Reagenzgefal? zuriickgehalten. Im letzten Waschvorgang
wurde die Suspension in zwei gleich groRBe Aliquots geteilt. Die Elution der gebundenen
Phagen erfolgte in einem Aliquot mit 5mg/ml GalNAc, in dem anderen mit 1mg/ml 5F4
IgM-Antikorper. Dazu wurden die beads in 100ul der Zucker- bzw. Antikdrper-Losung
suspendiert und fur 30min bei RT auf dem Rotor inkubiert. Fir alle weiteren Schritte
wurden die Ansatze getrennt behandelt. Das Eluat wurde amplifiziert und die
Konzentration der Phagen mittels Titration ermittelt (siche 3.2.2.2.2). Je 2x10™ pfu
(plaque forming unit) wurden fur ein weiteres panning verwendet. Dazu wurden die
zucker- bzw. antikorpereluierten Phagen mit je 100ul gekoppelten beads wie oben
beschrieben inkubiert. Nach zehnmaligem Waschen mit 0,3% TBST erfolgte die Elution
mit GalNAc bzw. 5F4 IgM-Antikdrper, wobei jeweils das gleiche Elutionsreagenz wie im
ersten panning verwendet wurde. Es folgte die erneute Amplifizierung und Titration der
Phagen. AnschlieRend wurde ein drittes panning unter gleichen Bedingungen
durchgefuhrt, wobei 0,5% TBST als Waschpuffer verwendet wurde. Die eluierten Phagen
aus dem dritten panning wurden direkt titriert. Je 10 Phagenklone wurden gepickt und die
Basensequenz des plll-Fusionspeptides mittels Sequenzierung bestimmt (3.2.2.2.3 bzw.
3.2.2.3).

3.2.2.2.2 Amplifizierung und Titration

90ul Eluat wurden in 20ml E. coli Flussigkultur gegeben und bei 37°C fur viereinhalb
Stunden auf einem Schuttler inkubiert. Die amplifizierten Phagen wurden gemaél
Herstellerprotokoll mittels Zentrifugation und Fallung durch PEG/NaCl aufgereinigt und in
200ul TBS gelost.
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Fiir die Titration wurden Verdiinnungen des Amplifikats von 1:10% — 1:10" (1:10° — 1:10’
fur die Titration des Eluats nach dem dritten panning) angesetzt und diese mit je 200ul E.
coli Flussigkultur fir 5min bei RT inkubiert. Die infizierten Kulturen wurden mit je 3ml
geschmolzenem Top-Agar (45°C) versetzt und auf vorgewdarmtem IPTG/XGal Agar
gleichméRig verteilt. Nach Ausharten des Top-Agars wurden die Platten bei 37°C Uber
Nacht kultiviert. Die blauen Kolonien wurden ausgezéhlt und daraus die pfu/pl ermittelt.

3.2.2.2.3 DNA-Isolation

Zehn Plaques der zucker- bzw. antikorpereluierten Phagen wurden mithilfe einer
Pipettenspitze von einer weniger als 100 Kolonien umfassenden Platte gepickt und in je
2ml E. coli Flussigkultur Uberfuhrt. Nach viereinhalbstindiger Inkubation bei 37°C auf
dem Schiittler wurden die Kulturen 5min bei 10.000rpm/4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde erneut fir 1min bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Je 1ml Uberstand wurde
mit 200ul PEG/NaCl versetzt und tiber Nacht prazipitiert, der restliche Uberstand wurde
fur den Phagen-ELISA (siehe 3.2.2.2.4) verwendet bzw. bei 4°C gelagert. Das Prazipitat
wurde am folgenden Tag 20min bei 10.000rpm/4°C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die amplifizierten Phagen im Bodensatz wurden in lodid-Puffer (je 100pul)
suspendiert und anschlieBend mit 250ul 100%igem Ethanol versetzt. Nach zehnmindtiger
Inkubation bei RT wurde das Gemisch 15min bei 14.000rpm/4°C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Der Bodensatz wurde mit 70%igem Ethanol (200ul/Tube)
gewaschen und unter dem Abzug getrocknet. Anschliefend wurde die ausgeféallte DNA im
Bodensatz mit -96 glll Primer (New England Biolabs Inc., Frankfurt) versetzt und zur
Sequenzierung gegeben (siehe 3.2.2.3).

3.2.2.2.4 Phagen-ELISA

Um die Bindung der selektierten Phagen an den 5F4 IgM Antikdrper naher zu
charakterisieren, wurde zunéchst ein ELISA durchgefiihrt, bei dem das unverdiinnte
Amplifikat verwendet wurde. Eine 96-well-Mikrotiterplatte (Nunc-Immunomodule F-8
Maxisorp, NUNC, Danemark) wurde dazu in Dreifachansatzen mit 50pl/well Amplifikat
uber Nacht beschichtet und anschlieRend fiir mindestens eine Stunde bei RT mit 1%igem
BSA geblockt (100ul/well). Es folgte die Inkubation mit 50ul/well 5F4 IgM (10pg/ml in
Blockpuffer) ber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen mit 100ul/well PBST
wurden die Phagen eine Stunde bei RT mit 50ul/well Anti-Maus-HRP inkubiert (1:5000 in
Blockpuffer). Die wells wurden erneut dreimal mit PBST gewaschen bevor die Detektion
erfolgte.
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Die vier Phagenklone, die die hochste Absorption zeigten, wurden erneut amplifiziert und
titriert (siehe 3.2.2.2.2). Es folgte ein zweiter ELISA, bei dem das Amplifikat in
verschiedenen Verdinnungen eingesetzt wurde. Bei den selektierten Phagen der linearen
Bibliothek wurde dazu obiges Protokoll verwendet. Bei denen der cyclischen Bibliothek
wurde ein Sandwich-ELISA durchgefuhrt: Die Phagenverdinnungen wurden auf die mit
10pg/ml 5F4 IgM beschichteten und geblockten wells gegeben; als Zweitantikorper wurde
1:5000 Anti-M13-HRP verwendet. Die brigen Schritte erfolgten wie im obigen Protokoll.

3.2.2.3 Sequenzierung

Die Phagen-DNA wurde mit 10ul 0,5pM/ul -96 glll Primer (in ddH,O; New England
Biolabs Inc., Frankfurt) versetzt. Die Bestimmung der Basensequenz erfolgte mittels

automatischer Sequenzierung im hauseigenen Sequenzierlabor.

3.2.3 Zellkultur
3.2.3.1 Beschichtung von Platten

Die Kultivierung von Primarzellen erfolgte in mit Poly-L-Lysin (PLL; Kleinhirn- und
Hinterwurzelganglienneurone; Sigma Aldrich, Taufkirchen) oder Poly-L-Ornithin (PLO;
Motoneurone; Sigma Aldrich, Taufkirchen) beschichteten 48well-Platten (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen). Dazu wurden die Platten mit 0,01%iger PLL- bzw. 0,001%iger
PLO-L06sung uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Losung entfernt
und die Platten fur eine halbe Stunde unter UV-Licht getrocknet.

Fur die Neuritenwachstumsexperimente erfolgte auf einigen wells eine Beschichtung mit
5F4 Antikorper oder Glykomimetikum. Dazu wurden die Substanzen mit PBS auf die
gewiinschte Konzentration verdinnt und tber Nacht bei 4°C in das entsprechende PLL-
bzw. PLO-beschichtete well gegeben. Kurz vor Aussaat der Zellen wurden die Lésungen

abgesaugt. Tab. 6 zeigt die verwendeten Konzentrationen.

Beschichtung Konzentration
Glykomimetikum (TnS) 200, 100 und 50ug/ml
5F4 IgM 10pg/mi

5F4 Fab 10pg/mi

Tab. 6: Konzentration von Glykomimetikum und Antikérper zur Beschichtung der Zellkulturplatten
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3.2.3.2 Primarkultur von Kleinhirnneuronen

Sechs bis sieben Tage alte Wildtyp-Mause wurden durch Dekapitation getotet. Nach
Entfernung von Fell und Schadelkalotte wurden die Kleinhirne entnommen und in
eiskaltes HBSS (PAA Laboratories GmbH, Pasching) gelegt. Unter einem
Stereomikroskop wurden Fremdgewebe, BlutgefalRe und restliche Hirnhaut entfernt und
die sauber praparierten Kleinhirne mit einer feinen Schere in drei Teile geschnitten. Die
Gewebestiicke wurden mit HBSS (5ml HBSS/drei Kleinhirne) gewaschen und
anschlieBend fir eine viertel Stunde bei RT mit Trypsin/DNAse-Losung (1ml/drei
Kleinhirne) angedaut. Es folgten drei weitere Waschschritte mit HBSS. Nach Zugabe der
DNAse I-Losung (Iml/drei Kleinhirne) wurden die Zellen durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren mit drei abgerundeten Pasteurpipetten abnehmenden Durchmessers
homogenisiert. Das Homogenat wurde in HBSS verdunnt (3ml/drei Kleinhirne) und 15min
bei 100xg/4°C zentrifugiert. Die pelletierten Neurone wurden in vorgewdrmtem X1-
Medium (5ml/drei Kleinhirne) resuspendiert und die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-
Zahlkammer ermittelt. AnschlieBend wurden die Neurone je nach Experiment auf die

gewdlnschte Zellzahl in Medium verdinnt und ausgesét.
3.2.3.3 Primarkultur von Motoneuronen

Ein 14 Tage trachtiges Wildtyp-Mausweibchen wurde mittels CO,-Narkose getotet. Der
Bauch wurde mit 70% (v/v) Ethanol desinfiziert und anschlielend erst die Bauchhaut,
dann das Peritoneum er6ffnet. Beide Uterushérner wurden entnommen und in eiskaltes
Ham’s F12 (PAA Laboratories GmbH, Pasching) tberfuhrt. Die Embryonen wurden frei
prapariert, dekapitiert und auf einer Silikonoberfliche in Ham’s F12 mit der dorsalen Seite
nach oben fixiert. Unter dem Stereomikroskop wurden mit einer sehr feinen Schere zwei
Schnitte rechts und links des Wirbelkanals gesetzt. Die Hautschicht Gber dem Wirbelkanal
wurde abprapariert und der darunter liegende Rickenmarksstrang vorsichtig entnommen.
Nach der Préparation aller Embryonen wurden die Rlckenmarksstrange in drei Teile
geschnitten. Die Gewebestlicke wurden mit 5ml Ham’s F12 gewaschen und anschlieSend
flr eine halbe Stunde bei 37°C mit 1ml Trypsin/Collagenase-L6sung inkubiert. Es folgten
zwei Waschschritte mit je 5Sml Ham’s F12. Nach Zugabe von 1ml DNAse I-LOsung
wurden die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit drei abgerundeten
Pasteurpipetten abnehmenden Durchmessers homogenisiert. Das Homogenat wurde in 5ml
Ham’s F12 verdiinnt und zur Aufreinigung auf 4ml eines 25%igen Optiprep-Gradienten
(60% lodixanol [Progen Biotech, Heidelberg] in Ham’s F12) geschichtet. Nach
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20minatiger Zentrifugation bei 400xg/4°C wurden die Zellen aus der Interphase zwischen
Medium und Optiprep entnommen und in Sml Ham’s F12 gegeben. Anschliefend wurde
die Zellsuspension tber ein BSA-Kissen (3,5% BSA in Ham’s F12) geschichtet und fir
10min bei 120xg/4°C zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in 5ml vorgewéarmtem
Motoneuron-Medium resuspendiert und die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer
ermittelt. Die Neurone wurden je nach Experiment auf die gew(inschte Zellzahl in Medium

verdunnt und ausgesat.
3.2.3.4 Primarkultur von Hinterwurzelganglienneuronen

Sechs bis sieben Tage alte Wildtyp-Mduse wurden durch Dekapitation getttet. Das Fell
wurde auf der dorsalen Seite abprapariert und das Riickgrat entnommen. Dieses wurde mit
der dorsalen Seite nach oben auf einer mit Ham’s F12 (PAA Laboratories GmbH,
Pasching) Uberschichteten Silikonoberflache fixiert und unter ein Stereomikroskop gelegt.
Mit der Schere wurde ein medianer Schnitt an der Wirbelsdule gesetzt und anschlieRend
der Wirbelkanal gedffnet ohne dabei das Rickenmark zu verletzen. Die
Hinterwurzelganglien wurden mit einer feinen Pinzette gepickt und in eiskaltes Ham’s F12
iiberfiihrt. Es folgte ein Waschschritt mit 5Sml Ham’s F12, wobei zum Entfernen des
Mediums jeweils eine kurze Zentrifugation (short spin, ca. 10sec) nétig war. Danach
wurden die Neurone fur eine halbe Stunde bei 37°C mit 1ml Trypsin/Collagenase-L6sung
behandelt und anschlieRend erneut zwei Mal wie oben beschrieben gewaschen. Nach
Zugabe von 1ml DNAse I-Lésung wurden die Zellen durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren mit drei abgerundeten Pasteurpipetten abnehmenden Durchmessers
homogenisiert. Das Homogenat wurde in 10ml Ham’s F12 verdiinnt und 5min bei
100xg/4°C zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in 5ml vorgewarmtem DRG-
Medium gelést und die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Die
Neurone wurden je nach Experiment auf die gewiinschte Zellzahl in Medium verdinnt und

ausgesat.
3.2.3.5 Neuritenwachstumsexperimente

In Neuritenwachstumsexperimenten wurde der Einfluss von Glykomimetikum, GalNAc

und 5F4 Antikorper auf die Gesamtneuritenlange von einzelnen Neuronen untersucht.

Die Zellen wurden wie unter 3.2.3.2 bis 3.2.3.4 beschrieben prépariert und mit einer
Konzentration von 1x10°/ml fiir Kleinhirn- bzw. 5x10* fir Hinterwurzelganglien- und
Motoneurone auf mit PLL bzw. Glykomimetikum oder Antikorper beschichtete 48well-

Platten ausgesat. Es folgte die Kultivierung der Zellen bei 37°C, 5% CO, und 90%iger
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Luftfeuchtigkeit, wobei GalNAc in einer Endkonzentration von 100ug/ml ca. einer Stunde
nach Aussaat l6slich dem Medium hinzugeflgt wurde. Nach 20-24 Stunden wurden die
Zellen durch Zugabe von 25% Glutaraldehyd (Endkonzentration 2,5%) fir eine Stunde bei
RT fixiert, zweimal mit dH,O gewaschen und fir eine weitere Stunde mit Farbelésung
inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut zwei bis drei Mal mit dH,O gewaschen um
Farbereste zu entfernen. Anschlielend wurden die Platten bei RT getrocknet.

Die Auswertung erfolgte am Kontron Mikroskop (Axiovert 135, Carl Zeiss AG,
Oberkochen) mit der Software Axiovision (Release 4.6, Carl Zeiss AG, Oberkochen) wobei
pro Behandlung die Gesamtneuritenlange von ~100 Kleinhirn- oder Motoneuronzellen
bzw. ~50 Hinterwurzelganglienzellen vermessen wurde. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Microsoft Excel 2007.

3.2.3.6 Bestimmung des Zelltberlebens von Kleinhirnneuronen

Die préparierten Kleinhirnneurone (siehe 3.2.3.2) wurden in einer Konzentration von
1x10%/ml auf PLL beschichtete 48-well-Platten ausgesét und 20-24 Stunden bei 37°C, 5%
CO, und 90%iger Luftfeuchtigkeit kultiviert. Am folgenden Tag wurden dem Medium in
Dreifachansatzen Glykomimetikum (Endkonzentration 200ug/ml), GalNAc
(Endkonzentration  100pg/ml) oder 5F4-Antikorper (Endkonzentration  10pg/ml)
hinzugefigt und die Neurone fiir weitere 20-24 Stunden kultiviert.

Die Quantifizierung der Uberlebenden Zellen erfolgte mit der Neutral-Rot-Methode. Dazu
wurden die Neurone flr eine halbe Stunde mit 10ul/well 0,4% (w/v) Neutral-Rot inkubiert,
anschlieBend das Medium vorsichtig entfernt und 200ul/well Fixierlésung (0,5%
Glutaraldehyd in HBSS) hinzugegeben. Nach kurzer Inkubation wurde die Fixierlosung
wieder entfernt und die Zellen fiir eine halbe Stunde bei RT mit 300ul/well Lysepuffer (1%
Essigsaure, 50% Ethanol in dH,0) behandelt. Anschlielend wurde die Absorption bei
540nm im ELISA-Reader (uQuant; BioTek Instruments Inc., Vermont) bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 ldentifizierung von Glykomimetika flr das Tn-Antigen

4.1.1 Sequenzierte Phagenklone

Jeweils zehn Phagenklone wurden nach der dritten panning-Runde zur Sequenzierung
gegeben, um die Basensequenz des mit dem Hullprotein plll fusionierten Peptids zu
ermitteln. Verwendet wurde dafiir der -96 glll Primer, dessen Erkennungssequenz 96
Nukleotide hinter der plll-Sequenz liegt. Die erhaltenen komplementéren Sequenzen
wurden in die Matritzensequenz zuriick Ubersetzt und daraus die Aminosduresequenz

ermittelt. Tab. 7 zeigt die Aminosduresequenzen der Peptide aus den verschiedenen

Phagenklonen.

12mer lineare Peptidbibliothek

7mer cyclische Peptidbibliothek
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Tab. 7: Aminosduresequenzen der plll-Fusionspeptide aus den selektierten Phagenklonen der linearen und
cyclischen Phagenbibliothek. Die Aminosauren Histidin (H) und Prolin (P) sind farblich markiert. * Sequenz aus
dem Chromatogramm nicht lesbar, % Kein pllI-Fusionspeptid vorhanden. “Peptidsequenz entfernt, siehe Erklarung/

Vereinbarung S.72



Leider konnte durch die Sequenzierung nicht fur alle untersuchten Phagenklone die
Aminoséuresequenz des Peptids ermittelt werden. Die Sequenzen betroffener Phagenklone
der linearen Bibliothek konnten dabei aufgrund zu geringer DNA-Mengen nicht aus dem
Chromatogramm erschlossen werden. Bei betroffenen Phagenklonen der cyclischen
Bibliothek konnte die Sequenz zwar ermittelt werden, dort war aber kein Kopplungspeptid
ausfindig zu machen. Maoglicherweise liegt hier trotz konsequenter Einhaltung des

Herstellerprotokolls eine Kontamination mit Wildtyp-Phagen vor.

Unter den erfolgreich sequenzierten Peptiden zeigte sich keine eindeutige
Konsensussequenz, weder in der linearen, noch in der cyclischen Bibliothek. Auffallig
haufig enthielten die Peptidsequenzen die Aminoséuren Prolin und Histidin (Zur besseren
Ubersicht in Tab. 7 farblich markiert). Wiederholt zeigten sich die Sequenzen
THHPPGYFAAHS (LA1, 2 und 8) und AYDYHMPWPYPL (LS9 und 10) unter den
linearen und die Sequenzen PPWPWPP (CA4 und 6) und LHPTPWM (CA8 und 10) unter

den cyclischen Peptiden.
4.1.2 Sequenzierte Phagenklone im ELISA

Fur eine grobe Bindungsanalyse wurde das unverdinnte Amplifikat der Phagenklone auf
eine ELISA-Platte beschichtet und mit dem Tn-Antikorper 5F4 detektiert. Abb. 7 und Abb.
8 zeigen die fir die verschiedenen Phagenklone gemessene Absorption im Photometer.

0,2 -
0,18 -
0,16 -
0,14 -
€ 0,12 -
£
g 01 -
[a)]
O 0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0_
. Cc - O CcCc CcCcCcCc o C /- /- — — /- r— r~— -/ ’’r—’T—
AR EEEEEE RN
*

Abb. 7: Bindung von 5F4-IgM an sequenzierte Phagenklone (unverdinntes Amplifikat) der linearen
Phagenbibliothek im ELISA. Eine ELISA-Platte wurde mit unverdinntem Amplifikat aus dem dritten panning
beschichtet und dieses mit 5F4 IgM sowie Anti-Maus-HRP detektiert. Im Photometer wurde die Absorption bei
490nm gemessen. Abgebildet sind die Mittelwerte + SD von Dreifachansétzen abziiglich PBS-Hintergrund. Die mit *
bzw. ** markierten Phagenklone enthalten das gleiche pllI-Fusiospeptid.
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Abb. 8: Bindung von 5F4 IgM an sequenzierte Phagenklone (unverdinntes Amplifikat) der cyclischen
Phagenbibliothek im ELISA. Eine ELISA-Platte wurde mit unverdiinntem Amplifikat aus dem dritten panning
beschichtet und dieses mit 5F4 IgM sowie Anti-Maus-HRP detektiert. Im Photometer wurde die Absorption bei
490nm gemessen. Abgebildet sind die Mittelwerte + SD von Dreifachansatzen abzlglich PBS-Hintergrund. Die mit *
bzw. ** markierten Phagenklone enthalten das gleiche pllI-Fusiospeptid.

Fur die Phagenklone mit der héchsten Absorption wurde trotz unbekannter Konzentration
eine gute Bindung an den 5F4 Antikdrper angenommen. Die Beobachtung, dass die in der
Sequenzierung als gleich identifizierten Phagenklone ahnliche Absorptionswerte erzielten,
spricht sogar fir eine in etwa konstante Anzahl amplifizierter Phagen. Die hochsten
Absorptionswerte zeigten die Phagenklone LS9/LS10 und LS6 aus der linearen, sowie
CA4/CA6 und CS9 aus der cyclischen Phagenbibliothek.

Fur eine bessere Vergleichbarkeit wurden je vier Phagenklone mit hohen
Absorptionswerten neu amplifiziert und die pfu (plaque forming Unit) bestimmt.
Verdunnungsreihen wurden angelegt und die Bindung der Klone an den 5F4 Antikorper
erneut im ELISA beurteilt. Die Klone der linearen Phagenbibliothek wurden dabei mittels
Standard-ELISA, die der cyclischen mittels Sandwich-ELISA untersucht. Von den Phagen
mit linearem Peptid wurden die Klone LAL, LA9, LS6 und LS10 gewahlt, von den Phagen
mit cyclischem Peptid die Klone CA4, CA7, CA8 und CS9. Fiir den ELISA der cyclischen
Peptide wurde zuséatzlich der Phagenklon CA3 ohne plll-Fusionspeptid (siehe Tab. 7) als
Negativkontrolle amplifiziert. Abb. 9 und 10 zeigen die Bindungskurven fir die

ausgewahlten Phagenklone.
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Abb. 9: Bindung von 5F4
0,35 ~ IgM an selektierte
Phagenklone der linearen
0,3 - Phagenbibliothek im ELISA.
Eine ELISA-Platte wurde mit
0,25 -~ unterschiedlichen
Konzentrationen der Phagen
§ 0,2 - =LAl beschichtet und diese mit 5F4
) LA9 IgM  und  Anti-Maus-HRP
a 0,15 - == .56 detektiert. Im  Photometer
o —==1510 wurde die Absorption bei
0,1 - 490nm gemessen. Abgebildet
sind die Mittelwerte aus
0,05 - Zweifach-ansatzen abzlglich
PBS-Hintergrund.
O T T T T T v 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Anzahl pfu x 1011

Unter den Klonen der linearen Phagenbibliothek konnte die Bindung von LA9 an den 5F4-

IgM-Antikorper nicht reproduziert werden, alle anderen ausgewahlten Phagenklone

zeigten eine konzentrationsabhéngige Bindungskurve. Die Affinitdt des Antikorpers

scheint dabei fir LS6 am hochsten, fur LS10 am niedrigsten. Unter den Klonen der

cyclischen Phagenbibliothek zeigte CA3 wie zu erwarten keine Bindung. Alle anderen

Phagenklone zeigten d&hnliche Bindungseigenschaften, wobei CA7 die schlechteste

Affinitdt zu haben scheint. Die Phagen mussten flr eine sinnvolle Darstellung der

Bindungskurve erheblich starker verdinnt werden, als die Phagen aus der linearen

Bibliothek. Geringe Verdinnungen als die abgebildeten zeigten eine in der Sattigung

befindliche Absorption.

Abb. 10: Bindung von 5F4
IgM an selektierte
Phagenklone der cyclischen
Phagenbibliothek im
ELISA. Unterschiedliche
Konzentrationen der Phagen
wurden auf eine mit 5F4 IgM
beschichtete ELISA-Platte
gegeben und mit Anti-M13-
HRP detektiert. Im
Photometer wurde die
Absorption bei 490nm
gemessen. Abgebildet sind die
Mittelwerte aus
Zweifachansdtzen abzlglich
PBS-Hintergrund. Die X-
Achse ist  logarithmisch
aufgetragen.
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Um eine weitere Selektion der Phagenklone zu ermdglichen, wurden die physikalisch-
chemischen Eigenschaften der Peptidsequenzen ermittelt. Die Homepage der Firma
Schafer-N (www.schafer-n.com) bietet hierzu eine Eingabemaske, mit deren Hilfe eine

schnelle Analyse moglich ist. Tab.8 zeigt die von dem Programm ermittelten Parameter.

Isoelektrischer

Aminosaure- Phagenklon Molekulargewicht Ne_ttoladung Punkt (pH bei
sequenz in g/mol bei pH 7 Nettoladung 0)
THHPPGYFAAHS LAl 1320,4 3 9,7
Tn-Peptid S LS6 1459,6 1 9,3
AYDYHMPWPYPL LS10 1551,8 0 6,5
PPWPWPP CA4 875,0 0 6,0
PEPLFAF CA7 818,9 -1 3,3
LHPTPWM CAS8 880,1 1 9,3
FHDRLPQ CS9 911,0 1 9,3

Tab. 8: Charakteristika der selektierten Peptidsequenzen. “Peptidsequenz entfernt, s. Erklarung/Vereinbarung S.72

Bei der spateren Verwendung der synthetischen Peptide ist eine gute Loslichkeit in Wasser
hilfreich. Unter den 5F4-bindenden Sequenzen wurden daher diejenigen mit moglichst
hydrophilen Eigenschaften gesucht. Da die Sequenzen der Phagenklone LA1, LS6 und

CS9 dieses Kriterium erfullen, wurde sie fir die weitere Charakterisierung ausgewahlt.
4.1.3 Selektierte Phagenklone im Western Blot

Im ELISA konnte eine Bindung des 5F4 IgM-Antikorpers 1 2 3 4

an die Phagenklone LA, LS6 und CS9 gezeigt werden. kDa
75—

Aus den Ergebnissen ist jedoch nicht ersichtlich, welchen

Teil des Phagenklones der Antikdrper erkennt. Um eine 50 —

Bindung an das plll-Fusionspeptid zu zeigen, wurden die

. . Abb. 11: Selektierte Phagenklone im
Phagenklone mittels SDS-PAGE und anschlieBendem western Blot. Je 4pl des unverdiinnten

) Amplifikats aus dem dritten panning
Western Blot anaIyS|ert. wurden  mit  4ul  DTT-haltigem

Probenpuffer und 12ul H,O versetzt,

- i i i hitzedenaturiert und auf eine SDS-
Das plll-Protein, an das das Peptid gekoppelt ist, umfasst PAGE  aufgetragen. Nach  elekiro-

etwa 70kDa (Marvin & Hohn 1969). Wie Abb.11 zeigt, Phoretischer Auftrennung und Western
Blot erfolgte die Immunodetektion mit

P P H ¥ i 5F4 IgM und Anti-Maus-HRP. 1 = LS6,
konnten Banden in dieser Region fir alle drei >~ LAL 3= 0S80 42 CAG
Phagenklone nachgewiesen werden. Phagenklon CA3, der kein plll-Fusionspeptid

aufweist und deshalb als Negativkontrolle verwendet wurde, zeigt keine Bande in
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entsprechender Region. Da die Phagen nicht titriert wurden, kann aus der Intensitat der
Banden kein Rickschluss auf die Bindungsstarke erfolgen.

4.1.4 Nachweis einer Bindung von 5F4 IgM an synthetische Peptide

Da die Peptidsequenzen aus den Phagenklone LAL, LS6 und CS9 in ELISA und Western
Blot eine gute Bindung an den 5F4 Antikorper zeigten und zudem gute Eigenschaften in
Bezug auf die Loslichkeit in Wasser aufwiesen, wurden sie fur eine chemische Synthese
ausgewahlt. Die Bestellung erfolgte bei der Firma Schafer-N. Es folgten mehrere
erfolglose Versuche eine Bindung des 5F4 IgM Antikorpers an die synthetischen Peptide
(im Weiteren TnA [aus Phagenklon LA1], TnS [aus Phagenklon LS6] und TnC [aus
Phagenklon CS9] genannt) im Standard-ELISA nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Das
Problem schien dabei weniger eine schlechte Bindung, als vielmehr die schlechte
Adsorption der Peptide an die ELISA-Platte zu sein. Um einen Sandwich-ELISA zu
ermoglichen wurden daher N-terminal biotinylierte Peptide bestellt. Die folgenden
Versuche, die an 5F4 gebundenen Peptide mit Streptavidin-HRP nachzuweisen, brachten
jedoch auch nicht die erhofften Ergebnisse, da ein starker Hintergrundeffekt auftrat (Daten

nicht abgebildet). Ein Bindungsnachweis erfolgte letztendlich im kompetitiven ELISA.
4.1.4.1 BSM als Bindungspartner fur 5F4 IgM

Thurnher et al. (1993) entwickelten den 5F4 Antikorper mittels desialysiertem
Schafsmucin als Immunogen und beschrieben eine allgemeine Bindung an Glykopeptide
mit Tn-Epitopen. Auch das bovine submaxillare Mucin (BSM) ist als Trager zahlreicher
Tn-Epitope bekannt (Tsuji & Osawa 1986). Mittels ELISA wurde die Interaktion des 5F4
Antikorpers mit BSM getestet (Abb. 12). Die Auswertung der Daten zeigte eine
konzentrationsabhdngige Bindung an das Mucin. Schon bei 0,2pug/ml BSM war ein
deutlicher Anstieg der Absorption im Vergleich zur Negativkontrolle ohne 5F4 IgM zu

vermerken.

BSM ist mit etwa 400kDa (Downs & Pigman 1969) ein relativ groRes Protein. Um eine
Immunodetektion mit 5F4 IgM auch im Western Blot zu ermdéglichen wurde es daher
zunéchst enzymatisch mit Trypsin und Papain verdaut. Proben eines drei- und eines
sechsstundigen Verdaus wurden anschlieBend auf ein SDS-Gel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proben wurden dabei sowohl unter reduzierenden (mit
DTT) als auch unter nicht reduzierenden Bedingungen (ohne DTT) untersucht. Mittels
Silberfarbung wurde die Verteilung der Bruchstlicke analysiert (Abb. 13A) und diese mit

dem Bild der Immunodetektion (Abb. 13B) verglichen.
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14 - Abb. 12: Bindung von 5F4
! IgM an BSM im ELISA. Eine
* ELISA-Platte  wurde  mit
Rindermucin in verschiedenen
Konzentrationen  beschichtet
——+5F4 IgM und dieses mit 1:1000 5F4 IgM
£ sowie 1:5000 Anti-Maus-HRP
S - 5F4 1gM detektiert. Als Negativkontrolle
2 wurde nur Anti-Maus-HRP auf
o BSM gegeben. Im Photometer
o wurde die Absorption bei
490nm gemessen. Abgebildet
sind die Mittelwerte von
: : II;)L;,eslfz;::_hat\nsatzergj abzuggch
-Hintergrund. as
-0,2 1 2 3 4 > 6 Ergebnis konnte reproduziert
ug/ml BSM werden.
1 2 3 4 5 6 7 8 Abb. 13: Enzymverdautes BSM in Silberfarbung
und Western Blot.
kDa Die enzymverdauten BSM-Proben wurden im
Verhdltnis 1:5 mit Probenpuffer (jeweils einmal mit
250 — und einmal ohne DTT) versetzt und elektrophoretisch
aufgetrennt. DTT-haltige Proben wurden zuvor bei
150 — - 95°C erhitzt. A zeigt die Verteilung der Bruchstlicke

im Gel, angefarbt mit einer Silberfarbung. B zeigt die
Detektion der Bruchstiicke mit 1:500 5F4 IgM und
1:5000 Anti-Maus-HRP auf einer Nitrocellulose-
membran. 1 und 5 = 6Std.-Probe mit DTT; 2 und 6 =
B 6Std.-Probe ohne DTT; 3 und 7 = 3Std.-Probe mit
DTT; 4 und 8 = 3Std.-Probe ohne DTT.

-
100— E
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Die Silberfarbung des SDS-Gels zeigte in beiden Proben, die nicht mit DTT versetzt

s

wurden, zwei deutliche Banden bei etwa 150kDa. In der Probe aus dem dreistiindigen
Verdau sind diese kréftiger ausgeprégt, als in der Probe aus dem sechsstiindigen Verdau.
Die Proben, die mit DTT-haltigem Probenpuffer versetzt wurden, zeigten keine Banden.
Hier sind die Bruchstiicke vermutlich so klein, dass sie aus dem Gel ausgetreten sind. Im
Immunoblot findet sich ein vergleichbares Bild. Auch hier zeigten sich in beiden Proben
ohne DTT zwei Banden bei etwa 150kDa, in den DTT-haltigen Proben dagegen sind keine
Banden sichtbar. Sowohl ELISA als auch Western Blot belegen somit eine Bindung des
5F4 1gM-Antikdrpers an das Rindermucin BSM.

4.1.4.2 Synthetische Peptide im kompetitiven ELISA

Vor dem Hintergrund der guten Bindung von 5F4 an BSM wurde ein kompetitiver ELISA
mit den synthetischen Peptiden durchgefuhrt (Abb. 14). Der Antikérper wurde dazu mit
unterschiedlichen Mengen der Peptide inkubiert und anschlieend auf eine mit BSM
beschichtete ELISA-Platte gegeben.

Aus den Absorptionsdaten ist ersichtlich, dass das TnS Peptid die Bindung des Antikorpers
an das Tn-Epitop konzentrationsabhéngig kompetieren kann. Schon bei einer
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Abb. 14: Bindung von 5F4 IgM
an BSM kompetiert durch 140 +
Peptide im ELISA. 5F4 IgM

1:1000 wurde fir 15min  mit 120 1
verschiedenen Konzentrationen 100
Peptid inkubiert und anschlieRend
auf je 0,5pug/ml beschichtetes
BSM gegeben. Detektiert wurde
mit Anti-Maus-HRP 1:5000. Im
Photometer wurde die Absorption TnA
bei 490nm gemessen. Dargestellt 40 N

sind die prozentualen Mittelwerte TnC
aus  Zweifachansétzen eines 20
Experimentes  abzliglich  PBS-
Hintergrund bezogen auf den 0 T T T T T 1
Ausgangswert ohne Kompetition. 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Das Ergebnis konnte reproduziert
werden.

80

=¢=—TnS
60

OD 490nm in %

mg/ml Peptid

Konzentration von 0,01mg/ml TnS scheint die Bindung an BSM herabgesetzt, 0,1mg/ml
TnS sind in der Lage die Bindung fast vollstandig zu blockieren. Das TnS-Peptid stellt
somit ein Glykomimetikum flr das Tn-Antigen dar. Sowohl TnA als auch TnC sind nicht
in der Lage die Bindung von 5F4 an das Tn-Antigen zu beeinflussen. Zwar zeigten die
phagengebundenen Peptide eine Bindung an den Antikorper (vgl. Abb. 5), die Interaktion
der synthetischen Peptide mit selbigem scheint jedoch fiir eine Kompetition nicht

ausreichend zu sein. Zur Verwendung als Glykomimetikum sind sie daher nicht geeignet.

4.2 Aufreinigung und Charakterisierung des 5F4 Fab-Fragmentes
4.2.1 Aufreinigung des 5F4 Fab-Fragmentes mittels Affinitatschromatografie

Die periplasmatische Fraktion einer E. coli Fermentation des 5F4 Fab-Fragmentes wurde
zunachst dialysiert und anschlieend zur Aufreinigung auf eine Strep-Tactin-
Chromatografiesaule gegeben. Rohextrakt, Durchflisse, Waschfraktionen und Eluate
wurden zur Analyse der Reinheit mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit
Coomassie-Blau angefarbt. Abb. 15 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer 5F4 Fab

Aufreinigung.

Abb. 15: Aufreinigungsschritte der
kDa 123456789 101112131415 5F4 Fab Affinitatschromatografie

250— - im SDS-Gel. Die Proben wurden im
150 — - Verhéltnis 1:5 mit SDS-Probenpuffer
100 — an wenn nicht anders erwahnt ohne DTT
A versetzt und elektrophoretisch

75— - aufgetrennt. 1 = Rohextrakt (Fermen-
g teraliquot); 2-4 = Durchflusse 1-3; 5-7

50 — - = Waschfraktionen 1-3; 8-11 = Eluate
37 e oo o — — pA 1-4; 12 = Marker; 13-15 = Eluate 1-3,

mit ~ DTT-haltigem  Probenpuffer

m | | o

25—
20—
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In den Eluaten ist eine deutliche Bande im Bereich zwischen 37kDa und 50kDa erkennbar.
Hierbei handelt es sich um das 5F4 Fab-Fragment, das etwa 50kDa umfasst. Durch die
Behandlung mit DTT werden die Disulfidbriicken innerhalb des Fragmentes gespalten, es
resultieren zwei Teile von jeweils etwa 25kDa. Betrachtet man die Proben 13 bis 15 in
Abb. 15 sind genau diese beiden Teile in Form einer Doppelbande im Gel zu erkennen. Je
dicker die Bande in den Eluaten erscheint, desto hoher ist die Fab-Konzentration. Der
mittels BCA Test bestimmte Proteingehalt der zusammengegebenen Eluate eins bis drei

betrug bei der abgebildeten Aufreinigung etwa 80ug/ml.
4.2.2 5F4 Fab im ELISA

Da der 5F4 Vollantikorper eine gute Bindung an das Rindermucin BSM aufwies (vgl.
4.1.5.1), wurde dieses auch zur Charakterisierung der Bindungseigenschaften des 5F4 Fab-
Fragmentes herangezogen. Im ELISA nach Standardprotokoll konnte Fab mit dem
Zweitantikorper nicht detektiert werden. Wurde das Fab-Fragment dagegen zeitgleich mit
dem Zweitantikorper auf BSM gegeben, war eine Bindung nachzuweisen (Abb. 16). Als
Zweitantikorper wurde ein Fab-spezifisches HRP-konjugiertes F(ab’), -Fragment
verwendet. Die Konzentration der beiden Antikoérper wurde so gewdhlt, dass das Fab-

Fragment in doppelter Molaritat zu dem F(ab’),-Fragment vorliegt.

Abb. 16: Bindung von 5F4 Fab
0,4 an BSM im ELISA. Eine ELISA-
035 - — Platte wurde mit BSM in
! verschiedenen  Konzentrationen
0,3 - beschichtet und dieses mit 40nM
025 5F4 Fab sowie 20nM (1:200)
1&9 ] Anti-Human F(ab’),-HRP
E 02 - +5F4 Fab detektiert. Erst- und
3 ! -5SF4 Fab Zweitantikdrper wurden zeitgleich
Z 0,15 - appliziert. Als Negativkontrolle
o wurde nur Anti-Human F(ab”),-
0,1 4 HRP auf BSM gegeben. Im
005 - Photometer wurde die Absorption
’ bei 490nm gemessen. Abgebildet
0 ; T T : ) sind die  Mittelwerte  von
d) 10 20 30 40 50 g0 |Dreifachansatzen eines
-0,05 IBS Experimentes  abziiglich PBS-
ug/ml BSM Hintergrund. Das Ergebnis konnte

reproduziert werden.

Im Vergleich zum Vollantikorper waren wesentlich hohere Konzentrationen BSM
erforderlich um eine Bindung nachzuweisen, obwohl die Molaritdt von 5F4 Fab rund
50fach héher gewahlt wurde als im gleichen Versuch mit 5F4 IgM. Fab bindet also an

BSM, die Affinitat scheint aber wesentlich geringer als beim Vollantikérper.

In einem weiteren Versuchsaufbau wurde die Kompetitionfdhigkeit von GalNAc
analysiert. Das Gemisch aus Fab und F(ab’), wurde dazu vor der Zugabe zum
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Abb. 17: Bindung von 5F4 Fab an
BSM kompetiert durch GalNAc
im ELISA. 40nM 5F4 Fab wurden
fir ~ 15min  mit  verschiedenen
Konzentrationen GalNAc inkubiert
und anschlieBend auf 5ug/ml
beschichtetes BSM gegeben.
Detektiert wurde mit 20nM Anti-
Human F(ab’),-HRP, wobei Erst-

OD 490nm
o
=
()]

01 und  Zweitantikdrper  zeitgleich
appliziert wurden. Im Photometer

0,05 wurde die Absorption bei 490nm
* gemessen. Dargestellt sind die

0 T T T 1 | Mittelwerte aus Dreifachansatzen
15 20 25 30 |eines Experimentes abzliglich PBS-

Hintergrund. Das Ergebnis konnte

mM GalNac reproduziert werden.

beschichteten BSM mit verschiedenen Konzentrationen GalNAc inkubiert. Ab einer
Zugabe von 0,5mM GalNAc zeigte sich eine deutliche Abschwéachung der Bindung, die
bei etwa 10mM ihr Maximum erreicht (Abb. 17). GalNAc ist also in hoheren
Konzentrationen in der Lage, die Bindung von 5F4 Fab an BSM nahezu vollstandig zu

kompetieren.

Im néchsten Schritt wurde die Selektivitdit des 5F4 Fab-Fragmentes bezlglich
verschiedener Einfachzucker untersucht. Die Kompetition der Bindung von 5F4 Fab an
BSM durch GalNAc wurde dazu mit derer von GIcNAc, Glucose, Galaktose und Fucose
verglichen. Da bei 5mM GalNAc bereits eine deutliche Kompetition nachzuweisen war
(Abb. 11), wurde diese Molaritat als Richtwert flr alle untersuchten Zucker gewéhlt. Wie
Abb. 18 zu entnehmen, kompetiert unter gegebenen Konditionen einzig GalNAc die
Bindung zwischen Fab und BSM. Alle anderen untersuchten Einfachzucker zeigten keinen

signifikanten Einfluss auf die Bindung.

Abb. 18: Bindung von 5F4 Fab an
BSM kompetiert durch 0,4 -
verschiedene Einfachzucker im
ELISA. 40nM 5F4 Fab wurden mit 0,35 -
5mM verschiedener Einfachzucker

inkubiert und anschlieBend auf 0,3 -
5upg/ml beschichtetes BSM gegeben.

Detektiert wurde mit 20nM Anti- 0,25 -
Human F(ab’),-HRP, wobei Erst-

und  Zweitantikérper  zeitgleich 0,2 -
appliziert wurden. Im Photometer

wurde die Absorption bei 490nm 015 )
gemessen. Dargestellt sind die 01 -
Mittelwerte + sD aus ’
Dreifachansatzen  eines  Experi- 0.05 ]
mentes. Das Ergebnis konnte in !
wiederholten Versuchen reproduziert 0 -

werden.

OD 490nm

GalNac GlcNac Galaktose Glucose Fucose
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4.2.3 5F4 Fab im Western Blot

Eine Verwendbarkeit des 5F4 Fab-Fragmentes im Western Blot konnte trotz aller
Bemihungen nicht gezeigt werden. Sowohl nach Standardprotokoll fur die
Immunodetektion, als auch mit abgewandeltem Protokoll, &hnlich wie im ELISA, blieben
Banden fir BSM oder konjugiertes Tn-Antigen, die fir den Vollantikrper recht
ausgepragt waren (Daten nicht gezeigt), aus.

4.2.4 5F4 Fab in der immunhistochemischen Gewebeschnittfarbung im Vergleich

zum Vollantikorper

Akita et al. (2001a) und Zhang et al. (2003) beschrieben fur die Antikérper MLS 128 und
HB-Tn1, die beide Tn-Epitope erkennen, eine Immunreaktivitat in p7-Cerebellumschnitten
von Wildtyp-Mausen. Wahrend MLS 128 hauptsachlich Purkinjezellen angefarbt, erkennt
HB-Tn-1 neben Purkinjezellen auch Epitope in der Kornerzellschicht. Vor diesem
Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der 5F4 IgM Antikorper mittels
Fluoreszenzfarbung auf Immunreaktivitat in p7-Cerebellumschnitten getestet und mit dem
5F4 Fab-Fragment verglichen. 5F4 IgM wurde mit FITC detektiert, 5F4 Fab mit Anti-
Human-DyL.ight. Bei beiden Farbungen wurde als zweiter Erstantikdrper Anti-Calbindin
hinzugeflgt und dieser wiederum mit TRITC detektiert. Anti-Calbindin erkennt Epitope
auf den Purkinjezellen und macht so eine Orientierung leichter. Als Negativkontrollen

wurden Schnitte nach gleichem Protokoll, jedoch ohne Erstantikorper gefarbt.

A

Abb. 19: 5F4 IgM und Fab in der immunhistochemischen Farbung von p7-Kleinhirnschnitten. Die Schnitte wurden
mit 7,2nM 5F4 IgM (A) bzw. 72nM 5F4 Fab (B) sowie 1:200 FITC bzw. 1:200 Anti-Human-Dylight (beide griin)
angeférbt. Zur Orientierung wurde Anti-Calbindin 1:1000 als zusétzlicher Erstantikorper auf die Schnitte gegeben und mit
TRITC (rot) 1:200 detektiert. Die Aufnahmen erfolgten mit dem 20ger Objektiv. A zeigt links die Fluoreszenz von 5F4
IgM + FITC und rechts die Fluoreszenz von Calbindin + TRITC im gleichen Bildausschnitt. Oben sind Aufnahmen der
Schnitte mit, unten ohne Erstantikorper (Negativkontrolle) bei gleicher Anregung durch den Laser abgebildet. B zeigt oben
links die Fluoreszenz von 5F4 Fab + Anti-Human-Dylight, die restlichen Ausschnitte sind in gleicher Weise angeordnet
wie in A. Insaesamt wurde in B eine wesentlich héhere Laseranreauna aewéhlt als in A. 44



In der Farbung mit 5F4 IgM und FITC konnte eine Fluoreszenz in der Purkinjezellschicht,
in Teilen der Kornerzellschicht und in Form von faserartigen Strukturen, die die
Molekularschicht durchziehen (Abb. 19A), beobachtet werden. Da die Negativkontrolle
bei gleicher Laseranregung schwarz blieb, ist von einer spezifischen Farbung auszugehen.
Abb. 20 zeigt einen vergroRerten Ausschnitt, in dem die Fluoreszenzen von 5F4 IgM und
Anti-Calbindin Gbereinander gelegt sind. Hier ist das beschriebene Farbemuster deutlich zu
erkennen. Wie HB-Tnl erkennt 5F4 IgM also Tn-Epitope auf Purkinjezellen sowie in der
Kornerzellschicht. Im Gegensatz zu HB-Tnl erkennt 5F4 aber noch weitere Epitope in der

Molekularschicht.

Abb. 20: Immunhistochemisches
Farbemuster von 5F4 IgM/FITC,
Uberlagerung mit Calbindin/TRITC. 5F4
IgM und Calbindin wurden zusammen auf
p7 Kleinhirnschnitte gegeben und mit FITC
(grin) bzw. TRITC (rot) detektiert. Der
W Ausschnitt, der mit dem 50er Objektiv
aufgenommen wurde, zeigt die Uberlagerte
Fluoreszenz. Ubereinstimmende Areale sind
gelb gefarbt. 1= Molekularschicht, 2=
Purkinjezellschicht, 3= Kornerzellschicht.

Um ein Signal in der Farbung mit 5F4 Fab/Anti-Human-DyLight (Abb. 19B) zu erhalten,
musste die Anregung durch den Laser stark hochreguliert werden. Die beobachtete
Fluoreszenz in der Purkinjezellschicht ist bei gleicher Anregung der Negativkontrolle
ebenso zu sehen und entspricht daher der Eigenfluoreszenz der Zellen. Eine Spezifitat ist
nicht gegeben. 5F4 Fab ist somit flr eine Immunférbung ebenso ungeeignet wie fiir den
Western Blot.

4.3. Funktionelle Charakterisierung des Tn-Glykomimetikums
4.3.1 Gekoppeltes Glykomimetikum in ELISA und Western Blot

Vorangegangene Experimente zeigten, das TnS aufgrund seiner schlechten Adsorption im
ELISA nach Standardprotokoll nicht einsetzbar ist (Daten nicht abgebildet). Der Nachweis
einer Bindung an 5F4 IgM erfolgte indirekt im kompetitiven ELISA (vgl. 4.1.5.1). Fir eine
bessere Verwendbarkeit bei der weiteren Bindungsanalyse wurde TnS an Katalase
gekoppelt. Da Katalase relativ gut an die ELISA-Platte adsorbiert, konnte die Bindung des
5F4 Antikorpers an das Glykomimetikum (im Weiteren TnSKat genannt) nun auch mittels
Standard-ELISA beurteilt werden. TnSKat wurde dazu in unterschiedlicher Konzentration
beschichtet und mit 5F4 IgM und Anti-Maus-HRP detektiert. Selbiger Versuch wurde zum
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Vergleich auch mit 5F4 Fab und Anti-Human F(ab*),-HRP durchgefihrt. Wie schon in den

Experimenten zuvor wurde dazu das abgewandelte Standardprotokoll (Gleichzeitige

Applikation von Erst- und Zweitantikorper) verwendet.

110
90 -
i 70 - === 5F4 IgM an TnSKat
€ 5F4 IgM an Katalase
§ 50
2 a=te==5F4 Fab an TnSKat
8 30
o === 5F4 Fab an Katalase
10
-10 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
mg/ml Antigen

Abb. 21: Bindung von 5F4 IgM bzw.
Fab an TnSKat im ELISA. TnSKat
wurde in unterschiedlicher Konzentra-
tion beschichtet und mit 20pg/ml 5F4
IgM bzw. 2pg/ml Fab sowie 1:5000
Anti-Maus-HRP  bzw. 1:200 Anti-
Human F(ab’),-HRP detektiert. Als
Negativkontrolle wurde Katalase in
gleichen Konzentrationen verwendet.
Bei der Verwendung von Fab wurden
Erst- und Zweitantikorper gleichzeitig
appliziert. Im Photometer wurde die
Absorption  bei  490nm  gemessen.
Abgebildet sind die prozentualen
Mittelwerte von Dreifachansdtzen eines
Experimentes  bezogen auf die
Absorption bei der hochsten
Konzentration. Das Ergebnis konnte in
wiederholten Versuchen reproduziert
werden.

Sowohl fiir 5F4 1gM als auch fur 5F4 Fab konnte eine Bindung an TnSKat gezeigt werden

(Abb. 21). Die Bindungskurve fiir 5F4 IgM verlauft dabei geringfligig steiler als die von

5F4 Fab, was erneut auf eine hohere Affinitit zum Epitop hindeutet.

In der

Negativkontrolle mit ungekoppelter Katalase zeigen weder der Vollantikorper, noch das

Fab-Fragment eine Reaktion.

In einem weiteren Versuch wurde die Kompetitionsfahigkeit von GalNAc auf die oben

beschriebene Bindung untersucht. Dazu wurde eine ELISA-Platte mit TnS-Kat in

konstanter Konzentration beschichtet. Die Detektion erfolgte wie im obigen Protokoll,

wobei der Erstantikdrper (im Falle von Fab das Erst- und Zweitantikdrpergemisch)

zundchst mit verschiedenen Mengen GalNAc inkubiert wurde.

Abb. 22: Bindung von 5F4 IgM
bzw. Fab an TnSKat kompetiert
durch GalNAc im ELISA. 5F4
IgM bzw. Fab wurden fur 15min mit
GalNAc in unterschiedlicher Kon-
zentration inkubiert und anschlie-
Bend auf 0,005 bzw. 0,01 mg/ml
beschichtetes TnSKat  gegeben.
Detektiert wurde mit Anti-Maus-
HRP bzw. Anti-Human F(ab’),-
HRP. Als Negativkontrolle wurde
Katalase verwendet. Im Photometer
wurde die Absorption bei 490nm
gemessen. Abgebildet sind die
prozentualen  Mittelwerte  von
Dreifachansatzen eines Experimen-
tes bezogen auf die Absorption ohne
Kompetition. Das Ergebnis konnte
in wiederholten Versuchen repro-
duziert werden.

OD 490nm in %
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Sowohl die Bindung von 5F4 IgM als auch von 5F4 Fab an das gekoppelte Peptid konnten
durch GalNAc kompetiert werden (Abb. 22). Der Vollantikorper besitzt im Gegensatz zum
Fab-Fragment zehnmal mehr Antigenbindestellen. Fir eine Kompetition werden daher
wesentlich grélRere Mengen GalNAc bendétigt als bei Fab. Die IC50 (Konzentration, bei der
eine 50%ige Kompetition besteht) liegt fur IgM bei etwa 13mM GalNAc und ist damit
mehr als doppelt so hoch wie fur Fab mit etwa 6mM GalNAc.

Neben der Bindungsanalyse mittels | Abb 23 TnSKat im Western Blot

ELISA erfolgte die  Immuno- D2 L ek o atise e
detektion von TnSKat im Western igg _ ) probenpuffer versetzt, bel 95°C 1omin
Blot. Das gekoppelte Glyko- 13(5): fzrlrealﬁ;gghoretisch aaLlJJffgetrennt. Neaiur:lz
mimetikum wurde dazu auf eine e | immunclogieche Detekion. mit 112000

_ _ 50 — 5F4 IgM und 1:10.000 Anti-Maus-
SDS-PAGE aufgetragen, elektro HRP. 1 = Katalase, 2 = ThSKat

phoretisch aufgetrennt und nach anschlieBendem Transfer auf eine Nitrocellulosemembran

mit 5F4 IgM und Anti-Maus-HRP detektiert. Als Negativkontrolle wurde ungekoppelte
Katalase verwendet. TnSKat zeigte zwei Banden, eine dicke Bande bei 60kDa und eine
etwas dinnere bei 250kDa (Abb. 23). Die flr die Kopplung verwendete Rinderkatalase ist
ein 250kDa grof3er Tetramer, dessen Untereinheiten etwa 60kDa umfassen (Sund et al.
1967). Die Banden entsprechen also der Grole des Gesamtproteins bzw. dessen

Untereinheiten. In der Negativkontrolle waren wie zu erwarten keine Banden sichtbar.

4.3.2 Neuritenwachstumsexperimente

In préanatalem und friilhem postnatalen zentralen Nervengewebe der Maus kommt es zu
einem zeitlich und rdumlich begrenzten Auftreten des Tn-Antigens (Akita et al. 2001a).
Uber die Funktion des Tn-Antigens im Nervensystem ist wenig bekannt, eine zentrale
Rolle bei der Neuritenentwicklung wird vermutet. Vor diesem Hintergrund wurde das Tn-
Glykomimetikum beztglich eines mdglichen Einflusses auf das Neuritenwachstum von

Kleinhirn-, Hinterwurzelganglien- und Motoneuronen untersucht.

Die Versuche erfolgten auf PLL-beschichteten Zellkulturplatten (PLO bei Motoneuronen),
die mit dem Glykomimetikum beschichtet wurden. Parallel dazu wurden auch GaINAc und
der 5F4 Antikorper untersucht. TnS wurde in Konzentrationen von 200, 100 und 50ug/mi
beschichtet, 5F4 IgM und Fab mit jeweils 10pg/ml. Da GalNAc fiir eine Beschichtung zu
Klein ist, wurde es eine Stunde nach der Zellaussaat I6slich in einer Endkonzentration von
100ug/ml hinzugefiigt. Die Experimente wurden, wenn nicht anders erwahnt, unter

gleichen Bedingungen drei Mal durchgefunhrt.
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4.3.2.1 Kleinhirnneurone

Das Glykomimetikum zeigte in allen drei Experimenten im Vergleich zur PLL-Kontrolle
eine Stimulation der Gesamtneuritenlange (Abb. 24). Bei einer Konzentration von
200ug/ml TnS waren die Neuriten im Durchschnitt etwa 30%, bei 100ug/ml immer noch
20% langer als auf PLL. 50pg/ml zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die
Gesamtneuritenldnge. Ebenso war weder nach Zugabe von GalNAc, noch von 5F4 IgM
oder Fab ein Unterschied zur PLL-Kontrolle zu vermerken.

150 - A

140 -

130 -

120 A

110 -

100 -
N
80

TnS 50ug/ml  TnS 100pg/ml TnS 200ug/ml

Gesamtneuritenlange in %

Abb. 24: Einfluss von TnS auf das Neuritenwachstum von
Kleinhirnneuronen. Kleinhirnneurone von p7 Wildtypmdusen wurden
unter Einfluss verschiedener Konzentrationen TnS kultiviert. Die Neuriten
von jeweils ~100 Neuronen wurden vermessen. A zeigt die Mittelwerte (+ |
SEM) von drei unabhé&ngigen Experimenten in % bezogen auf PLL. Die | =
Mittelwerte wurden mit der PLL-Kontrolle verglichen und mittels | =
Student‘s T-Test auf Signifikanz gepruft. *** = p<0,001. B und C zeigen |
exemplarisch ein Neuron, das auf PLL (B) und eines, das auf 200pg/ml |
TnS (C) gewachsen ist. Der Balken entspricht 20pm. )

Im Organismus ist das Tn-Antigen in der Regel an ein Tragerprotein gebunden. Im ZNS
von Mausehirnen z.B. konnte Syndecan-3 als ein solches Protein identifiziert werden
(Akita et al. 2001b). Auf dem Tréagerprotein werden Tn-Epitope in groRer Anzahl und
Dichte exprimiert. Auch bei der Kopplung des Tn-Glykomimetikums an Katalase wurden
mehrere Peptide an ein Katalasemolekil gebunden. Es imitiert also in gewisser Weise die
im Organismus herrschende Multivalenz des Tn-Antigens. In einem weiteren
Neuritenwachstums-Experiment wurde der Einfluss des gekoppelten Glykomimetikums
(TnSKat) auf Kleinhirnneurone untersucht. Der Versuch erfolgte unter gleichen
Bedingungen wie zuvor. TnSKat wurde in den Konzentrationen 100ug/ml, 50ug/ml,
10pg/ml und 5pg/ml  beschichtet. Zum Vergleich wurden Neurone auf gleichen
Konzentrationen ungekoppelter Katalase beurteilt.
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Abb. 25: Einfluss von TnSKat auf
das  Neuritenwachstum  von 200 1
Kleinhirnneuronen. 190 - B TnSKat
Kleinhirnneurone von p7 Wild- 180 - falaked
typmdusen wurden unter Einfluss |
verschiedener Konzentrationen
TnSKat kultiviert. Die Neuriten von

*kk

170 - f !

160 -
jeweils ~100 Neuronen wurden 150 +
vermessen. Als Negativkontrolle | £ 140 -
wurden gleiche Konzentrationen 130 - T
Katalase verwendet. Abgebildet 120 - T T
sind die Mittelwerte (+ SEM) eines T
Experimentes in % bezogen auf 110 -
PLL. Die Mittelwerte wurden mit 100 -
der Katalase-Kontrolle verglichen 90 -
und mittels Student’s T-Test auf 80 -

H 11 (1 **k —
Signifikanz gepruft. =p<0,001 100yg/ml 50pg/ml 10pg/m Sug/ml

Katalase

Gesamtneuritenlange in %

Die Stimulation des Neuritenwachstums von Kleinhirnneuronen konnte mit dem
gekoppelten Glykomimetikum reproduziert werden (Abb. 25). Bei einer Konzentration von
100pg/ml TnSKat waren die Neuriten etwa 45% langer, als bei gleicher Konzentration
ungekoppelter Katalase. 50ug/ml bewirkten immer noch eine etwa 30%ige Stimulation.

Bei 10 und 5ug/ml war die Neuritenlange vergleichbar mit der in der Katalaseprobe.
4.3.2.1 Motoneurone

Weder das Glykomimetikum noch GalNAc, 5F4 IgM, oder 5F4 Fab zeigten im
Durchschnitt der drei Versuche einen Unterschied zur PLL Kontrolle. Es liegt

offensichtlich keine Beeinflussung des Neuritenwachstums bei Motoneuronen vor.
4.3.2.2 Hinterwurzelganglienneurone

Da Hinterwurzenganglienneurone in der Regel mehrere Neuritenauswiichse haben, wurde
bei der Auswertung der Experimente nicht nur die Gesamtlange vermessen, sondern auch
der langste Neurit, sowie die Anzahl der aus einer Zelle wachsenden Neuriten beurteilt. Im
Vergleich der drei Versuche zeigte sich ein zum Teil recht uneinheitliches Bild. Die
Messwerte unterlagen einer wesentlich gréReren Streuung als bei den Kleinhirn- und

Motoneuronen. Zudem konnten statt 100 meist hochstens 50 Neurone vermessen werden.

In der Zusammenstellung aller drei Versuche, zeigte sich eine Stimulation der
Gesamtneuritenlange durch das Glykomimetikum (Abb. 26). Bei Konzentrationen von
200ug/ml und 100pg/ml TnS waren die Neuriten im Mittel etwa 40% langer als auf PLL.
50ug/ml zeigten im Mittel etwa 15% langere Neurite, der Messwert erwies sich aber im
Vergleich zur PLL-Kontrolle mittels Student’s T-Test nicht signifikant. Der langste Neurit
war unter Einfluss von 200pg/ml und 100pg/ml TnS durchschnittlich etwa 45%, bei
50pg/ml immer noch 35% lénger als in der PLL-Kontrolle. Bei der durchschnittlichen
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Anzahl an Neuriten pro Zelle waren in allen drei Konzentrationen des Glykomimetikums
ca. 20% (etwa ein Neurit pro Zelle) weniger Neuriten als in der PLL-Kontrolle zu
beobachten. Im Vergleich zum Glykomimetikum war in 100ug/ml GalNAc keine
Stimulation der Gesamtneuritenlange zu vermerken. Eine GréfRenzunahme des langsten
Neuriten (ca. 20%), sowie eine Abnahme der Neuritenzahl (etwa ein Neurit weniger als auf

PLL) zeigten sich jedoch auch hier (Daten nicht abgebildet).
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Abb. 26: Einfluss von TnS auf das Neuritenwachstum von Hinterwurzelganglienneuronen.
Hinterwurzelganglien-neurone von p7 Wildtypmausen wurden unter Einfluss verschiedener Konzentrationen TnS
kultiviert. Die Neuriten von jeweils ~50 Neuronen wurden vermessen, wobei zwischen Gesamtlange (A), l&ngstem
Neurit (B) und Anzahl Neuriten (C) differenziert wurde. A, B und C zeigen die Mittelwerte (+ SEM) von drei
unabhédngigen Experimenten in % bezogen auf PLL. Die Mittelwerte wurden mit der PLL-Kontrolle verglichen und
mittels Student‘s T-Test auf Signifikanz geprift. ** = p<0,01, *** = p<0,001. D und E zeigen exemplarisch ein
Neuron auf PLL (D) und auf 200ug/ml TnS (E). Der Mal3stab entspricht 20um.
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Abb. 27: Einfluss des 5F4 Tn-Antikorpers auf
das Neuritenwachstum von Hinterwurzel-
140 - C ganglienneuronen.  Hinterwurzelganglienneurone
von p7 Wildtypmdusen wurden unter Einfluss von
< 130 10pg/ml 5F4 1gM bzw. 10pg/ml 5F4 Fab kultiviert.
£ 120 - Die Neuriten von jeweils ~50 Neuronen wurden
2 vermessen, wobei zwischen Gesamtlange (A),
110 - . langstem Neurit (B) und Anzahl Neuriten (C)
5100 i differenziert wurde. A, B und C zeigen die
"g Mittelwerte (+ SEM) von drei unabhéngigen
2 90 - Experimenten in % bezogen auf PLL. Die
= fxk Mittelwerte  wurden mit der PLL-Kontrolle
E 80 - verglichen und mittels Student's T-Test auf
< 70 - Signifikanz geprift. *** = p<0,001; ** = p<0,01;
L * = p<0,05. D und E zeigen exemplarisch ein
60 Neuron auf PLL (E) und eines auf 10pg/ml IgM
PLL IgM 10ug/ml  FAB 10pg/ml (D). Der MaBstab entspricht 20pm.

Erstaunlicherweise war eine Stimulation der Gesamtneuritenlange nicht nur durch das
Glykomimetikum sondern auch durch den 5F4 Antikorper zu beobachten (Abb. 27). Die
Neuriten waren unter Einfluss von 5F4 IgM im Durchschnitt etwa 30% langer als in der
PLL-Kontrolle. Auch auf 5F4 Fab war eine leichte Stimulation zu vermerken, diese erwies
sich jedoch nicht als signifikant. Der langste Neurit war auf IgM durchschnittlich etwa
70% langer als auf PLL, auf Fab etwa 20%. Im Vergleich der Neuritenanzahl zeigten sich
auf IgM durchschnittlich etwa 35% (etwa 1,8 Neuriten pro Zelle), auf Fab etwa 15% (etwa
0,8 Neuriten pro Zelle) weniger Neuriten als auf PLL.
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4.3.3 Zelltberleben von Kleinhirnneuronen

Glykomimetikum, GalNAc und 5F4 Antikorper (IgM und Fab) wurden auf eine
Beeinflussung des Zelluberlebens von Kleinhirnneuronen getestet. Kultivierte Zellen
wurden dazu fur eine Nacht mit den verschiedenen Substanzen inkubiert. Mittels
Neutralrot-Methode wurden anschlielend die (berlebenden Zellen quantifiziert. Da
Neutralrot nur in den Lysosomen lebender Zellen aufgenommen wird, deutet ein Abfall der

Absorption bei 560nm gemessen im Photometer auf einen vermehrten Zelltod hin.

Unter Einfluss von 5F4 IgM zeigte sich eine deutlich niedrigere Absorption als in der PLL-
Kontrolle. Durchschnittlich Gberlebten etwa 40% weniger Zellen (Abb. 28). Der Tn-
Antikorper scheint das Zellliberleben also in negativer Weise zu beeinflussen. Im
Vergleich dazu zeigten weder 5F4 Fab, noch Glykomimetikum oder GalNAc eine

signifikante Veranderung zur Negativkontrolle auf PLL.

Abb. 28: Zelliberleben von
130 ~ Kleinhirnneuronen unter
Einfluss von GalNAc,
Glykomimetikum und 5F4
110 - Antikorper.  Kleinhirnneurone

wurden unter Einfluss der
100 - genannten Substanzen kultiviert.
Mittels Neutral-Rot-Methode
90 1 wurden die tberlebenden Zellen
20 - quantifiziert.  Im  Photometer
wurde die Absorption bei 560nm
70 - gemessen. Abgebildet sind die
Mittelwerte (+ SEM) von drei
60 - unabhdngigen Experimenten. Die
50 Mittelwerte wurden mit der PLL-

Kontrolle verglichen und mittels
PLL IgM 10ug/m| FAB 10pg/ml TnS 200pg/ml  GalNac Student T-Test auf Signifikanz

100ug/m| geprUft; *hk — p<01001'

120 A

Absorption 560nm in %
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5 Diskussion

5.1 Idenfizierung von Glykomimetika fir das Tn-Antigen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die funktionelle Rolle des Tn-Antigens im
Nervensystem mithilfe von Glykomimetika ndher charakterisiert werden. Zur
Identifizierung der Glykomimetika wurde die Phage-display-Technik verwendet. Bei
dieser Technik werden mithilfe eines speziellen Selektionsprozesses aus einer grof3en
Anzahl verschiedener Peptide diejenigen eluiert, die die beste Bindung an eine Zielstruktur
aufweisen. Idealerweise zeigt ein Peptid eine so starke Bindung an die verwendete
Zielstruktur, dass nach drei Selektionsrunden am Ende nur noch Phagen, die genau dieses
Peptid auf ihrer Oberflache prasentieren, tbrig bleiben. Je nach Spezifitat der Zielstruktur
ist es aber auch mdglich, dass mehrere Peptidsequenzen den Selektionsprozess uberstehen.
Als Zielstruktur wurde der monoklonale Antikérper 5F4 gewahlt. Er weist eine spezifische
Bindung an das Tn-Antigen auf und zeigt keine Kreuzreaktion mit terminalem GalNAc des
Blutgruppe A-Antigens (Thurnher et al. 1993). Das genaue Epitop des Antikdrpers ist nicht
bekannt, eine Reaktion mit Proteinstrukturen unterhalb des Kohlenhydratrestes wird
vermutet. Tatséchlich konnte mittlerweile fir einige Tn-spezifische Antikdrper eine
Erkennung des Tn-Antigens innerhalb eines bestimmten Peptidmotivs nachgewiesen
werden (Brooks et al. 2010; Tarp et al. 2007).

Nach drei Selektionsrunden im Phage-display konnte keine dominierende Uber-
einstimmungssequenz gefunden werden. Maoglicherweise ist das vom Tn-Antikorper
erkannte Epitop innerhalb der Peptide sehr klein, was zu einer breiteren Spezifitat und
damit der Selektion mehrerer verschiedenen Peptidsequenzen gefiihrt haben konnte.
Denkbar ist auch eine flr die Bindung notwendige Sekundar-, oder Tertiarstruktur des
Peptids, die aus den linearen Sequenzen nicht ersichtlich ist. Auffallig haufig zeigten sich
die Aminosduren Prolin und Histidin, sowohl in den sequenzierten Peptiden der linearen,
als auch in denen der cyclischen Phagenbibliothek. Beide Aminosduren beinhalten eine
Funfringstruktur mit einem bzw. zwei Stickstoffatomen. Histidin zahlt zu den
aromatischen Aminosduren, Prolin ist aufgrund seiner sterischen Ausrichtung fur die
Beeinflussung der Faltung von Proteinen bekannt. Das gehdufte Auftreten lasst eine
Beteiligung bei der Bindung an den 5F4 Antikoérper vermuten. Moglicherweise spielt

gerade die Ringstruktur dabei eine entscheidende Rolle.
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Trotz des relativ heterogenen Bildes der Peptidsequenzen zeigte sich fir einige
Phagenklone im Immunoassay eine gute Bindung an den 5F4 Antikorper. Die Sequenzen
THHPPGYFAAHS (TnA) und Tn-Peptid S™ (TnS) aus der linearen und FHDRLPQ (TnC)
aus der cyclischen Phagenbibliothek, deren Bindung im ELISA und Western Blot bestatigt
werden konnte und die zudem gute Eigenschaften in Bezug auf die Wasserldslichkeit
aufwiesen, wurden in Form von synthetischen Peptiden weiter charakterisiert. Eine
Kompetitionsfahigkeit der Bindung zwischen 5F4 und Tn-Antigen zeigte dabei nur das
TnS-Peptid. TnA und TnC konnten die Interaktion nicht beeinflussen. Verschiedene
Faktoren konnten hier einen Unterschied in der Affinitdt zur Zielstruktur zwischen
phagengebundenem und freiem Peptid bewirkt haben. Wahrend des Selektionsprozesses
sind die Peptide C-terminal Uber einen Spacer mit dem Phagenhllprotein plll verbunden.
Madglicherweise hat der 5F4 Antikorper bei der Bindung an das phagengekoppelte TnA-
bzw. TnC- Peptid Teile des Spacers oder des plll-Proteins erkannt. Da diese Strukturen im
synthetischen Peptid fehlen, wére eine Bindung nur noch schwach bis nicht mehr maoglich.
Ein weiterer Erklarungsansatz ist die C- und N-terminale Verdnderung der Peptide.
Waihrend das C-terminale Ende in den phagengekoppelten Peptiden an den Spacer
gebunden war, steht es in den synthetischen Peptiden frei. Durch die freistehende
Carboxylgruppe kommt es zu einer Negativladung, die die Bindung an die Zielstruktur
verschlechtern kann. Im Kompetitionsversuch wurden N-terminal biotinylierte Peptide
eingesetzt, was eine Veranderung gegenuber den phagengebundenen Peptiden darstellt
(das N-terminale Ende ist hier frei). Diese Verdnderung konnte die Affinitdt zum
Antikorper ebenso herabgesetzt haben. Durch die N- und C-terminalen Modifizierungen
wurde moglicherweise die raumliche Ausrichtung des Peptids beeinflusst. Sekundar- oder
Tertidrstruktur konnten in einer Weise verandert worden sein, die eine Bindung an den
Antikdrper unmdglich macht. Das synthetische TnS-Peptid konnte trotz aller
Veranderungen so gut an den Antikorper binden, dass eine Kompetition des Tn-Antigens
erfolgreich war. An Katalase gekoppelt gelang in ELISA und Western Blot auch eine
direkte Detektion des Peptides mit dem 5F4 Antikorper. Es erfillt somit die Bedingungen

far ein Tn-Glykomimetikum.

Mit dem TnS-Peptid konnte erstmals eine unsubstituierte Peptidstruktur als
Glykomimetikum fur das Tn-Antigen identifiziert werden. Bisherige Ansdtze zur
Herstellung von Tn-Glykomimetika beruhten auf rationalem Design, die Glykanstruktur

des N-Acetylgalaktosamins blieb dabei stets erhalten (Geraci et al. 2008; Miller et al.

* Peptidsequenz entfernt, siche Erklarung/Vereinbarung S. 72
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2009; Corzana et al. 2011). Die Synthese erfolgte groRtenteils vor dem Hintergrund der
Entwicklung von Tumorimpfstoffen. Peptidische Glykomimetika bieten eine elegante
Alternative zu den nach rationalem Design erstellten Glykomimetika, da sie funktionell
den gleichen Zweck erfillen, ihre chemische Synthese aber sehr viel einfacher ist. Ihre
schnelle Verfugbarkeit und die Mdglichkeit der N- oder C-terminalen Modifikation fur
Bindungsanalysen machen sie zu einem hilfreichen Element in der Kohlehydrat-
Forschung. Dass Peptide in der Lage sind Glykanstrukturen auch funktionell zu imitieren,
konnte in der Vergangenheit gezeigt werden (Katagihallimath et al. 2010; Béchle et al.
2006). Das TnS-Peptid konnte in Zukunft nicht nur dabei helfen, die physiologische
Funktion des Tn-Antigens nadher aufzudecken, sondern moglicherweise auch in der
Diagnostik und Therapie von Erkrankungen, die auf einer Fehlregulation des Tn-Antigens

beruhen, zum Einsatz kommen.

5.2 Funktionelle Charakterisierung des TnS-Glykomimetikums

In pranatalem und friihem postnatalen zentralen Nervengewebe der Maus wird das Tn-
Antigen auf Syndecan-3 exprimiert (Akita et al. 2001a; Akita et al. 2001b). Welche
Funktion es im Nervernsystem hat ist nicht bekannt, aufgrund der streng zeitlich und
raumlich limitierten Expression wird eine Beeinflussung der Nervenzellentwicklung
vermutet. Mithilfe des Tn-Glykomimetikums sollte die funktionelle Rolle des Tn-Antigens
im Nervensystem néher charakterisiert werden. In Zellkulturexperimenten wurde eine
Beeinflussung des Neuritenwachstums von Kleinhirn-, DRG- und Motoneuronen
untersucht. AuRerdem wurde die Auswirkung des Glykomimetikums auf das Zelliiberleben

von Kleinhirnneuronen getestet.

Die Neuriten von Kleinhirnneuronen zeigten sich unter Einfluss des Glykomimetikums
deutlich verlangert. Eine konzentrationsabhangige Stimulation konnte sowohl mit der
unveranderten, als auch mit der katalasegekoppelten Peptidsequenz beobachtet werden.
Diese Ergebnisse bekraftigen die Vermutung, das Tn-Antigen kdnne einen Einfluss auf die
Neuritenentwicklung haben. Im Nervengewebe der Maus ist eine starke Expression des
Tn-Antigens im pra- und postnatalen Kleinhirn beschrieben (Akita et al. 2001a; Zhang et
al. 2003). Auch mit dem 5F4 Antikorper konnten im Rahmen dieser Arbeit Tn-Epitope auf
p7 Kleinhirnschnitten detektiert werden. Die Lokalisation in der Kornerzellschicht passt zu
den beobachteten Ergebnissen aus den Neuritenwachstumsexperimenten. Welcher
Mechanismus auf zelluldrer Ebene zu einer Wachstumsstimulation durch das
Glykomimetikum fihrt, kann man nur mutmalien. Moéglich ist eine direkte Interaktion des
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Glykomimetikums mit Rezeptoren an der Nervenzelle. Auch eine Beeinflussung von
Proteinen, die Uber eine Bindung an das Tn-Antigen das Neuritenwachstum regulieren, ist
denkbar. Fur das Tn-Tragerprotein Syndecan-3 sind zahlreiche Interaktionen beschrieben,
die eine Stimulation des Neuritenwachstums bewirken (Bespalov et al. 2011; Akita et al.
2004; Nolo et al. 1995). Das Glykomimetikum ist modglicherweise in der Lage diese
Interaktion zu beeinflussen. Im Gegensatz zum Glykomimetikum bewirkte freies N-
Acetylgalaktosamin (GalNAc) in den Experimenten keine signifikante Veranderung der
Neuritenldnge. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass bei der Bindung des Tn-Epitops an
den entsprechenden Rezeptor nicht nur die terminale Kohlehydratstruktur, sondern auch
unterliegende Strukturen der Peptidkette von Bedeutung sind. Durch die sterische
Ausrichtung der Aminoséuren ist das Glykomimetikum moglicherweise in der Lage beides
zu imitieren und somit besser zu interagieren als der freie Zucker. In den Experimenten
konnte GalNAc aufgrund der geringen GrolRe nicht wie das Glykomimetikum auf die
Zellkulturplatten beschichtet werden, sondern musste I6slich zu den Zellen hinzugegeben
werden. Der dadurch bedingte Unterschied in der Verteilung der Molekile kdnnte die

Wirkung des Zuckers zusétzlich negativ beeinflusst haben.

Eine Auswirkung des 5F4 Antikorpers auf das Wachstum von Kleinhirnneuriten war nicht
zu vermerken, allerdings bewirkte der Antikorper im Vergleich zur Kontrolle ein deutlich
herabgesetztes Zelluberleben. Da die Versuche ohne Zugabe von Komplement erfolgten,
ist von einer direkten zytotoxischen Wirkung auszugehen. Ahnliche Effekte wurden bereits
bei Tumorzellen beobachtet. Unter Einfluss Tn-spezifischer monoklonaler Antikorper ist
die Uberlebensrate verschiedener Tumor-Zelllinien mit Tn-Expression
komplementunabhangig deutlich herabgesetzt (Avichezer et al. 1997). Dieser
Zusammenhang lasst eine Expression des Tn-Antigens auf Kleinhirnneuronen vermuten.
Dazu passt auch die Identifikation einer membrangebundenen Unterform des Tn-
Trégerproteins Syndecan-3 (Akita et al. 2001b). Das Glykomimetikum zeigte in den
Versuchen keinen Einfluss auf das Zelliberleben. Zwar sind Falle mucininduzierter
Apoptose beschrieben, diese beschranken sich jedoch auf Zellen des Immunsystems
(Ishida et al. 2008).

Das Wachstum von Hinterwurzelganglienneuronen (DRG-Neurone) konnte durch das
Glykomimetikum ebenso stimuliert werden wie das der Kleinhirnneurone. Die
konzentrationsabhéngige  Stimulation  &uBerte sich in  einer Zunahme der

Gesamtneuritenlédnge, sowie in einer Verlangerung des langsten Neuriten bei gleichzeitiger
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Abnahme der Neuritenanzahl. Letztgenannte Parameter waren auch in einer Konzentration,
die auf die Gesamtneuritenlange kaum mehr Einfluss zeigte, noch signifikant verandert.
Dies lasst vermuten, dass sich die Stimulation vor allem auf das Langenwachstum eines
Axons auswirkt. Im Gegensatz zum Kleinhirngewebe wurde in Hinterwurzelganglien fast
keine Expression des Tn-Antigens beobachtet (Akita et al. 2001a). Ein starkes Signal ist
dagegen in der Eingangszone der Hinterwurzel im Rickenmark beschrieben. Das Tn-
Antigen konnte hier einen Einfluss auf die Axone der DRG-Neurone haben. Zeitlich
betrachtet ist die Expression im Neuralrohr viel friher wieder rucklaufig als im Kleinhirn,
was einen Unterschied in der Wirkung des Tn-Antigens vermuten lasst. Wie schon bei den
Kleinhirnneuronen war freies GalNAc nicht in der Lage die gleichen Effekte wie das
Glykomimetikum zu erzielen, dennoch war eine geringe Stimulation des langsten Neuriten
bei herabgesetzter Neuritenzahl zu beobachten. Der freie Zucker scheint also nicht

ganzlich unwirksam, aber wesentlich weniger effektiv als das Glykomimetikum zu sein.

AAAA

bttt tlbf.l. Rl

Normalzustand: Wirkung des Tn- Wirkung des Tn-
Inhibitor bindet an Glykomimetikums: Antikorpers 5F4:
das Tn-Antigen Inhibitor kann nicht Inhibitor kann nicht
= Inhibition an das Tn-Antigen an das Tn-Antigen
binden = indirekte binden = indirekte
Stimulation Stimulation

Abb. 29: Erklarungsmodell fiir die Stimulation des Neuritenwachstum von DRG-Neuronen. @ Tn-Antigen
auf DRG-Neurit, @ Tn-Glykomimetikum, A Tn-Antikdrper 5F4

Uberraschenderweise zeigte sich eine Wachstumsstimulation von DRG-Neuriten auch
unter Einfluss des 5F4 Antikorpers. Dieses Ergebnis ist verwunderlich, da Antikérper und
Antigen somit die gleiche Auswirkung haben. Dass eine Beeinflussung des Wachstums
durch den Antikorper bei den Kleinhirnneuronen nicht zu beobachten war, bekréaftigt die
Vermutung, der Wirkmechanismus des Tn-Antigens kdnne sich bei den Neurontypen
unterscheiden. Ein moglicher Erklarungsansatz ware eine indirekte Stimulation durch die
Ausschaltung eines Wachstumsinhibitors: Das Glykomimetikum besetzt die Tn-
Erkennungsstellen des Inhibitors, der Antikérper die Tn-Epitope auf dem Neuron. In
beiden Féllen waére die Bindung des Inhibitors an das Neuron blockiert und eine volle
Wirkungsentfaltung nicht mehr moglich (Abb. 29). Als ein solcher Inhibitor kdnnte z.B.

das extrazelluldare Matrixprotein Versican fungieren. Die Isoform V2 wird
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gewebespezifisch im Gehirn, vor allem in myelinisierten Faserstrangen exprimiert. Sie
inhibiert konzentrationsabhéngig das Neuritenwachstum von retinalen und DRG-Neuronen
(Schmalfeldt et al. 2000). Die Lectin-Doméne des Molekdls ist mdglicherweise in der Lage
Tn-Epitope auf Syndecan-3 zu erkennen und eine Bindung einzugehen (Gould et al. 1992).
Voraussetzung fir das beschriebene Modell ist eine tatsdchliche Expression des Tn-
Epitops. Die Préparation der DRG-Neurone erfolgte aus postnatalen Mausen (P6/P7). Nach
Akita et al. (2001a) ist die Expression im Neuralrohr jedoch schon in der Embryonalphase
wieder ricklaufig. Ob das Tn-Antigen postnatal tGberhaupt auf den Axonen von DRG-
Neuronen exprimiert wird, bleibt also zu klaren. Interessant waére in diesem
Zusammenhang auch, ob das Zellliberleben von DRG-Neuronen &hnlich wie bei den

Kleinhirnneuronen durch den 5F4 Antikdrper herabgesetzt ist.

Eine Veranderung der Neuritenlange von Motoneuronen bewirkte weder das
Glykomimetikum noch der Tn-Antikorper. Diese Beobachtung ist erstaunlich, da eine
Expression des Tn-Antigens auch in der ventralen Zone des Neuralrohrs beschrieben ist
(Akita et al. 2001a). In Bezug auf die bereits diskutierten Ergebnisse ware daher eigentlich
eine Stimulation durch das Glykomimetikum zu erwarten gewesen. Mdglicherweise ist die
vorwiegend in der Mantelzone des Neuralrohrs beschriebene Expression aber auch nicht
mit Motoneuronen assoziiert. Die gleichmaRige Auspragung entlang neuraler Projektion
lasst ebenso an eine Assoziation mit Gliazellen denken. Ob eine Beeinflussung von
Oligodendrozyten vorliegt, sollte im Rahmen weiterer Experimente geklart werden. Die
unterschiedlichen Ergebnisse zwischen den untersuchten Neurontypen verdeutlichen
erneut die Komplexitdt des Tn-Antigens. Zwar konnte mit den durchgefihrten
Experimenten eine Beteiligung an der Nervenzellentwicklung bestatigt werden, um einen
tieferen Einblick in die Funktion im embryonalen Wachstum zu erhalten, sind jedoch

weitere Nachforschungen anzustellen.

5.3 Funktionelle Charakterisierung des 5F4-Fab Fragmentes

Fab-Fragmente stellen die antigenbindende Domane eines Antikdrpers dar. Sie werden
durch enzymatische Spaltung aus dem Vollantikérper gewonnen. Nach Sequenzierung und
Vektorklonierung kénnen die Fragmente mittels bakterieller Fermentation in groRem Malie
gentechnisch produziert werden. Da Fab-Fragmenten der komplementaktivierende Fc-Teil
fehlt, konnen auf diese Weise in fremden Spezies produzierte Antikérper im menschlichen
Organismus flr Diagnostik und Therapie zum Einsatz kommen. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Fab-Fragment des 5F4 Antikorpers naher charakterisiert um eine mdogliche
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Verwendung im menschlichen Organismus zu beurteilen. Die Bindungseigenschaften des
Fab-Fragmentes wurden dazu mit denen des Vollantikdrpers verglichen.

Eine Verwendung in biochemische Methoden, die mehrere Waschschritte erfordern, erwies
sich als &uRerst schwierig. Weder im Western Blot, noch in der immunhistochemischen
Féarbung von Gewebeschnitten konnten mit dem Fab-Fragment dhnliche Ergebnisse erzielt
werden, wie mit dem Vollantikorper. Im ELISA konnte Fab nur mit abgewandeltem
Standardprotokoll, wobei die Anzahl der Waschschritte um die Hélfte reduziert wurde,
verwendet werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine sehr schlechte Affinitat des Fab-
Fragmentes hin, was aufgrund der Gewinnung aus einem IgM-Vollantikdrper wenig
uberrascht. Antikorper vom Immunglobulin M-Typ haben naturgemal eine eher geringe
Affinitat der einzelnen Bindungsstellen. In der Pentamerstruktur mit insgesamt 10
Bindestellen wird dieser Nachteil durch eine multivalente Bindung, also hohe Aviditét,
ausgeglichen (Boes 2000). Fab weist nur eine einzige Bindestelle auf und kann daher z.B.
durch Waschvorgange leicht vom Antigen geldst werden. Bei der Verwendung im ELISA
nach abgewandeltem Protokoll wurde das Fab-Fragment vor der Zugabe zum Antigen mit
dem Zweitantikdrper zusammengegeben. Der Zweitantikorper ist als F(ab’), Fragment in
der Lage zwei 5F4 Fab zu binden und erhoht so geringfligig die Aviditat. Erst durch diese
Verénderung des ELISA-Standardprotokolls konnte 5F4 Fab auf BSM oder dem
Glykomimetikum detektiert werden. Die im Vergleich zum Vollantikdrper wesentlich
héheren Konzentrationen von Antigen und Antikorper betonen jedoch die schwache
Interaktion. Im Gegensatz zur Affinitat erwies sich die Spezifitat des Fab-Fragmentes als
gut. Unter flnf getesteten Zuckern konnte nur GalNAc die Bindung von Fab an das Tn-

Antigen kompetieren.

Die unterschiedlichen Bindungseigenschaften zwischen Vollantikdrper und Fab-Fragment
spiegelten sich auch in den Ergebnissen der Neuritenwachstumsexperimente wieder.
Wahrend der Vollantikdrper eine deutliche Stimulation des Wachstums von DRG-Neuriten
bewirkte, zeigte Fab, obwohl in einer wesentlich htheren Molaritat verwendet, eine viel
weniger ausgepragte, zum Teil kaum signifikante Stimulation. Diese Ergebnisse
verdeutlichen, dass sich der Einsatz des 5F4 Fab Fragmentes im Organismus als schwierig
erweisen konnte. Um eine Wirkung zu erzielen missten sehr hohe Konzentrationen
verwendet werden, die sich auf den Organismus moglicherweise negativ auswirken. Es
muisste daher zun&chst ein Weg gefunden werden, die Affinitdt des Fragmentes zu

verbessern.
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5.4 Ausblick

Mit dem TnS Peptid konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein potentes
Glykomimetikum flr das Tn-Antigen identifiziert werden. Es wird durch den 5F4
Antikdrper erkannt und ist in der Lage die Bindung an das Tn-Antigen zu kompetieren. Da
im Phage-display keine Konsensussequenz gefunden werden konnte, bleibt der
Interaktionsmechanismus mit dem Antikdrper unklar. Inwiefern Prolin und Histidin bei der
Bindung entscheidend sind, kdnnte mittels Rontgenstrukturanalyse geklart werden. In
diesem Zusammenhang konnte auch das genaue Epitop des Antikorpers bzw. die Frage
nach der Erkennung des Tn-Antigens innerhalb einer bestimmten Peptidsequenz geklart
werden. Fur verschiedene Tn spezifische Antikorper sind zum Teil unterschiedliche
Epitope beschrieben (Li et al. 2009). Ob diese Antikorper ebenso gut an das

Glykomimetikum binden, wie 5F4, bleibt noch zu tberprifen.

In Neuritenwachstumsexperimenten konnte eine Stimulation verschiedener Neurontypen
durch das Glykomimetikum nachgewiesen werden. Eine Beteiligung des Tn-Antigens an
der Nervenzellentwicklung wurde somit bestétigt. Ob auch die Neuritenwanderung durch
das Glykomimetikum beeinflusst wird, konnte in weiteren Experimenten geklart werden.
Aufgrund der Ergebnisse aus den Wachstumsexperimenten ist eine Interaktion des
Glykomimetikums mit spezifischen Rezeptoren anzunehmen. Es konnte daher zur
Identifikation von Bindungspartnern des Tn-Antigens genutzt werden. Ein besonderes
Augenmerk liegt hierbei auf Proteinen der extrazellularen Matrix, die auch als
Interaktionspartner fur das Tn-Trégerprotein Syndecan-3 bekannt sind. Auf diese Weise
kdnnten weitere physiologische Funktionen des Tn-Antigens aufgedeckt werden.

Langfristig ist ein Einsatz des Glykomimetikums auch in der Diagnostik und Therapie von
Erkrankungen, die auf einer Fehlregulation des Tn-Antigens beruhen, denkbar. N- oder C-
terminale Modifikationen hatten auf die Bindung an den Tn-spezifischen Antikdrper 5F4
keinen signifikanten Einfluss. Das TnS-Peptid kann also an beiden Enden modifiziert
werden, ohne seine Fahigkeit als Glykomimetikum zu verlieren. Diese Tatsache er6ffnet
ein breites Spektrum an Behandlungsmdglichkeiten und verleiht dem Glykomimetikum
einen entscheidenden Vorteil gegeniiber der eigentlichen Glykanstruktur. Bevor es aber zu
einer Anwendung im menschlichen Organismus kommen kann, sollten weitere
Nachforschungen angestellt werden, um die physiologische Funktion des Tn-Antigens

besser zu verstehen.
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6 Zusammenfassung

Kohlenhydratstrukturen sind ein entscheidender Bestandteil des menschlichen Organismus.
Sie sind vielfach involviert in Prozesse der Zellerkennung und Signaltransduktion,
vermitteln aber auch die Entstehung von Tumoren und Infektionserkrankungen. Im
Nervensystem sind verschiedene Glykane an Zellmigration, Neuritenwachstum und
Synapsenbildung beteiligt. Das Tn-Antigen (CD 175) ist ein mit Serin oder Threonin O-
glykosidisch verknupfter N-Acetylgalaktosamin-Rest, der wahrend des embryonalen
Wachstums zeitlich und raumlich begrenzt im zentralen Nervensystem exprimiert wird.
Zur physiologischen Bedeutung des Tn-Antigens ist bislang wenig bekannt, wohingegen es

im adulten Organismus ein etablierter Tumormarker ist.

Ziel dieser Arbeit war es, die physiologische Funktion des Tn-Antigens im Nervensystem
mithilfe von Glykomimetika naher zu untersuchen. Mit der Phage-display-Technik konnte
das Peptid mit der Aminosauresequenz H-Tn-Peptid S™-OH als Bindungspartner fiir den
Tn-spezifischen Antikorper 5F4 identifiziert werden. Es ist in der Lage die Bindung des
Antikdrpers an das Tn-Antigen zu kompetieren und stellt somit ein Glykomimetikum fur
das Tn-Antigen dar. In Zellkulturversuchen bewirkte das Glykomimetikum eine
Wachstumsstimulation der Neuriten von Kleinhirn- und DRG-Neuronen, Motoneurone
zeigten sich unverandert. Aufgrund der zeitlich und raumlich begrenzten Expression wurde
schon langer eine Funktion des Tn-Antigens bei der Nervenzellentwicklung vermutet.
Diese Vermutung konnte mit den vorliegenden Ergebnissen bestétigt werden. Auf das
Zelliiberleben hatte das Glykomimetikum keinen Einfluss, da aber der 5F4 Antikorper das
Zelluberleben deutlich herabsetzte, ist auch hier von einer Beteiligung des Tn-Antigens

auszugehen.

Da in Diagnostik und Therapie von Erkrankungen h&ufig Fab-Fragmente zum Einsatz
kommen, sollte der 5F4 Antikorper als rekombinantes Fab-Fragment ebenfalls in in-vitro
Studien untersucht werden. Hier konnte zwar eine relativ gute Spezifitat gezeigt werden,
bedingt durch die niedrige Affinitdt konnte das Fab-Fragment jedoch lange nicht die
Effekte erzielen, die mit dem Vollantikbrper zu beobachten waren. Der Einsatz im

menschlichen Organismus konnte sich daher als schwierig erweisen.

* Peptidsequenz entfernt, siehe Erklarung/Vereinbarung S. 72
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8 Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

Abktirzung Bedeutung
APS Ammonium persulfat
BCA Bicinchoninic acid
BSA Bovines Serumalbumin
BSM Bovines submaxillares Mucin
dH,0O Wasser, destilliert
ddH,0 Wasser, doppelt destilliert
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Deoxyribonucleic acid
DRG Dorsal Root Ganglion
DTT Dithiothreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
EGF Epidermal Growth Factor
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ER Endoplasmatisches Retikulum
Fab Fragment antigen binding
GalNAc N-Acetylgalaktosamin
GIcNAc N-Acetylglucosamin
ap Glycoprotein
HBSS Hank's Buffered Salt Solution
HRP Horseradish peroxidase
Ig Immunglobulin
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
LB-Medium Luria-Bertani-Medium
MBS m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimid Ester
MWCO Molecular weight cut off
OPD Ortho-Phenylendiamin
p7 Postnataltag 7
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PBS
PBST
pfu

PLL
PLO
ppGalNACT
RT

SD

SDS
SEM
Ser
TEMED
TBS
TBST
Thr
UDP
XGal

Phosphate buffered saline

Phosphate buffered saline + Tween
plaque forming unit

Poly-L-Lysin

Poly-L-Ornithin
a-N-acetylgalaktosaminyltransferase
Raumtemperatur

standard deviation
Natriumdodecylsulfat

standard error of the mean

Serin

Tetramethylethylendiamin

Tris buffered saline

Tris buffered saline + Tween
Threonin

Uridindiphosohat
5-bromo-4-chloro-indolyl-p-D-galactopyranosid

Aminosauren:

Alanin
Arginin
Asparagin

Asparaginsaure

Cystein
Glutamin

Glutaminsaure

Glycin
Histidin

Isoleucin

I omo o oz 30 >

Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin
Valin

< <40 3v TNz XRC
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8.4 Erklarung/Vereinbarung

Die Aminoséuresequenz des Peptids, das im Rahmen der Doktorarbeit von Sandra Bruhn
als Mimetikum des Tn-Zuckerepitops identifiziert und charakterisiert wurde, ist den
Unterzeichnern dieser Vereinbarung/Erklarung bekannt. Zur Wahrung bzw. Sicherung
einer moglichen spateren Verwertung bzw. Patentierung, wird die Sequenz in der
Doktorarbeit nicht verdffentlicht. Die Sequenz wurde aus den Tabellen entfernt und mit
einer FuBnote mit dem Verweis auf diese Erkldrung versehen und im Text durch ,, Tn-

Peptid S* ersetzt.

IS toded | Mlone  §Brdan

Melitta Schachner Ralf Kleene Sandra Bruhn
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