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Einleitung

1 Einleitung

Biochemische Prozesse bilden das Grundgeriist jeglichen Lebens. Die hohe Komplexitat
lebender Organismen zeigt die Notwendigkeit einer groBen Anzahl verschiedenster
biochemischer Mechanismen.!"! Entsprechend des zentralen Dogmas der Molekularbiologie,
welches letztendlich den Fluss der genetischen Information von der DNA zu den Proteinen
darstellt, gelten die Proteine als funktionelle Darstellung unseres genetischen Codes, was sie
fir jegliche biologischen Prozesse unerlasslich macht.l'2 Durch co- und posttranslationale
Modifikationen (PTMs) von Proteinen wird deren Vielfalt und somit auch die Anzahl méglicher
Funktionen signifikant erhéht, sodass modifizierte Proteine sicherlich zu den komplexesten
Naturstoffen zahlen. Es wurden bisher Uber 200 PTMs beschrieben wie beispielsweise die
Phosphorylierung, die Acetylierung und die Glycosylierung.l" 3% Aufgrund der vielen
biologischen Prozesse, an denen modifizierte Proteine teilhaben, ist deren Erforschung fir das
tiefere Verstéandnis der Vorgange im menschlichen Kérper unerlasslich.

1.1  Glycosylierung von Proteinen

Eine der wichtigsten und komplexesten Modifikation von Proteinen stellt die Glycosylierung
dar, wobei Oligosaccharide kovalent an verschiedene Aminosauren geknlpft sein konnen.®7]
Diese Oligosaccharide werden dann als Glycan bezeichnet, wahrend die Gesamtheit aller
Glycane, in Analogie zum Genom oder Proteom, als Glycom bekannt ist.[®° Durch statistische
Betrachtungen der SWISS-PROT Datenbank zeigte sich, dass etwa 2/3 aller Proteine
glycosyliert vorliegen.'%

Die weitreichende Verbreitung der Glycane im menschlichen Kérper deutet auf ihre enorme
Wichtigkeit fir viele biologische Prozesse hin. Die Erforschung der Glycosylierung kann somit
zu einem deutlichen Informationsgewinn bezuglich dieser Prozesse fihren, was insbesondere
im Bereich der Medizin im Hinblick auf verschiedenste Erkrankungen von groBBem Interesse
ist. Glycane erfiillen viele komplexe und lebensnotwendige Funktionen.®' So wird
beispielsweise die Proteinfaltung sowie deren Qualitdtskontrolle im endoplasmatischen
Retikulum von Glycanen stark beeinflusst. AuBerdem weisen sie schitzende und
stabilisierende Eigenschaften auf. Glycane sind auf nahezu allen Zelloberflachen finden, wo
sie unter anderem an der Zelladhasion, der Aktivierung von Rezeptoren und an
Erkennungsprozessen von Pathogenen beteiligt sind.l68: 11-13]

Die Anzahl der unterschiedlichen biologischen Prozesse, die von Glycanen beeinflusst
werden, lasst bereits auf das gréBte Problem der Glycomik (Erforschung des Glycoms)
schlieBen - die sehr hohe Vielfalt und Komplexitat der Glycane bzw. Glycoproteine. ' Neben
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der méglichen a- und B-Konfiguration der Bindung zweier Monosaccharide besteht auBerdem
die Mdglichkeit, dass die Verknipfung Uber unterschiedliche Hydroxylgruppen stattfindet
(chemische Vielfalt), wobei die Anzahl und Art der Verzweigungen ebenfalls variieren
kann.[” 181 Unter Berlicksichtigung dieser Variationsmdglichkeiten ergeben sich beispielsweise
fir ein Hexamer mit zehn potentiellen Monosaccharidbausteinen 193 Milliarden
Kombinationen.['®! Da die Glycane nur indirekt Uber die Glycosyltransferasen durch das
Genom codiert werden, kann jedes Protein mehrere Glycoformen aufweisen.6” %1 Dieses
Phanomen wird als Mikroheterogenitat bezeichnet.['®! Des Weiteren weisen einige Proteine
mehrere potentielle Glycosylierungsstellen auf, sodass auch mehrfache Glycosylierungen
vorkommen.

Die dominanten Glycane kénnen bei Glycoproteinen in zwei Gruppen eingeteilt werden: N-
Glycane und O-Glycane.®! Als weitere Gruppe werden haufig die sogenannten
Glycosaminoglycane erwahnt. Hierbei handelt es sich um Polysaccharidketten von
Proteoglycanen, welche einen Anteil von bis zu 95% des entsprechenden Glycoproteins
aufweisen konnen.!"

Bei den O-Glycanen ist das Oligosaccharid O-glycosidisch an die Aminosduren Serin und
Threonin, seltener an Tyrosin, Hydroxylysin und Hydroxyprolin gebunden, wobei eine Vielzahl
verschiedener Peptidmotive bekannt sind, die glycosyliert werden. Bei den Kohlenhydraten
sind acht unterschiedliche core-Strukturen bekannt.[®7- 1718 Die Verknlipfung an das Protein
findet hierbei meist Uber ein N-Acetylgalactosamin statt. Es konnten aber auch Bindungen Uber
Galactose, Glucose, Mannose oder Fucose beobachtet werden.!'®! Die Biosynthese der O-
Glycane findet posttranslational im Golgi-Apparat statt. Dabei wird das Oligosaccharid
schrittweise durch verschiedene Glycosyltransferasen aufgebaut.®7]

Als N-Glycane werden Oligosaccharide bezeichnet, welche N-glycosidisch mit der Aminosaure
Asparagin der Sequenz Asn-X-Ser/Thr verknUpft sind, wobei X jede beliebige Aminosaure
auBer Prolin darstellt.”-® 71 Neben dem einheitlichen Peptidmotiv weisen alle N-Glycane einen
Pentasaccharid-core aus drei Mannosen und zwei N-Acetylglucosaminen auf. Die fur die
Bindung erforderliche Kondensationsreaktion findet zwischen dem anomeren Zentrum des
ersten N-Acetylglucosamins (GIcNAc) und der Amidfunktion des Asparagins statt (Abb. 1). Es
wird geschatzt, dass etwa 90% aller potentiellen N-Glycosylierungsstellen besetzt sind.2"
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Abb. 1: N-glycosidische Bindung von Oligosacchariden mit Proteinen.['”l Bei N-Glycanen ist ein
GIcNAc mit einem Asparaginrest der Sequenz Asn-X-Ser/Thr (X: jede beliebige Aminosaure auBBer
Prolin) verknipft. Das gezeigte Saccharid ist der fiir N-Glycane typische core MansGIcNAc:. Der core
weist einen Man-a1—3- und einen Man-a1—6-Arm auf.

Die Biosynthese der N-Glycane findet co-translational im endoplasmatischen Retikulum (ER)
und posttranslational im Golgi-Apparat statt. Das von den Ribosomen synthetisierte Protein
wird bei einer entsprechenden Signalsequenz in das Lumen des ER transportiert. Bei der
Lokalisation ins ER findet zunachst eine durch Oligosaccharyltransferasen katalysierte
Ubertragung eines Vorlaufer-Oligosaccharids der Komposition GlcsMansGlcNAc. auf das
Asparagin statt. AnschlieBend werden die Glucosen und eine Mannose durch Glycosidasen
abgespalten. Das korrekt gefaltete Protein wird dann zum Golgi-Apparat transportiert, wo die
restlichen nicht zum core gehérenden Zucker abgespalten werden. Verschiedene komplexere
Glycane werden durch die terminale VerknlUpfung aktivierter Monosaccharide durch
Glycosyltransferasen synthetisiert. Vom Golgi-Apparat werden die Glycoproteine
entsprechend ihrer Funktion weiterverteilt.l" 20211 Es wird im Allgemeinen bei N-Glycanen je
nach Struktur zwischen high-mannose-, hybrid- und complex-Typen unterschieden (Abb. 2).
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high-mannose
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Abb. 2: Unterschiedliche Typen von N-Glycanen. Bei dem high-mannose-Typ sind an beide Arme
des core weitere Mannosen geknUpft, wahrend bei dem complex-Typ die Arme durch Bindung von N-
Acetylglucosaminen an die terminalen Mannosen des core verlangert werden. Der hybrid-Typ kann als
Kombination der anderen beiden angesehen werden. Hier ist der Man-a1—6-Arm mit Mannosen
verknUpft und der Man-a1—3-Arm weist eine oder mehrere complex-Typ-Antennen auf.

1.2  Glycoproteine in der Medizin

Aufgrund der enormen Bedeutung von Glycanen bei einer Vielzahl biologischer Prozesse
spielt die Glycosylierung auch in der Medizin eine wichtige Rolle. Es zeigte sich, dass anormale
Glycosylierungen mit verschiedenen Beschwerden und Krankheiten assoziiert sind, wobei oft
nicht abschlieBend geklart ist, ob die abweichenden Glycanstrukturen nur symptomatisch oder
kausal fur die Krankheiten sind.®':22231 Es sind beispielweise etwa 100 sogenannte
Congenital Disorders of Glycosylation (CDG; Stand: 2017) bekannt, bei denen eine fehlerhafte
Glycosylierung kausal flr teilweise schwerwiegende Erkrankungen ist.24 Durch die
Untersuchung des Glycoms kénnte somit das Verstéandnis vieler biologischer Prozesse und
Krankheiten gesteigert werden. Des Weiteren dienen Glycoproteine als potentielle biologische
Marker fur verschiedene Krankheiten und als Therapeutika bzw. targets fiir solche.® 25!

Die Korrelation zwischen abweichenden Glycosylierungsmustern und Krankheiten weisen
Glycoproteine als potentielle Biomarker aus.® 28 Fiir Krebs beispielsweise sind 18 Proteine
von der Food and Drug Administration (FDA; Stand: 2013) als Biomarker zugelassen, wobei
nahezu alle eine Glycosylierung aufweisen.?” Leider zeigt sich, dass die Zahl der pro Jahr
zugelassenen Biomarker deutlich gesunken ist, was unter anderem an den hohen Standards
der auf Medikamente ausgelegten Zulassungskriterien der FDA liegt. Um dem Sonderfall des
Biomarkers gerecht zu werden, wurde das Biomarker Qualification Program entwickelt.?®

Dennoch konnten in den letzten funf Jahren nur drei Biomarker in die List of Qualified
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Biomarkers aufgenommen werden.!*®! Biomarker fir Krebs haben haufig den Nachteil der
geringen Sensitivitdt und vor allem Spezifitdt. Die Erklarung hierflr ist, dass meist nur die
Konzentration des entsprechenden Proteins in Geweben oder Korperflissigkeiten bestimmt
wird, wobei diese auch bei gutartigen Neubildungen oder bei inflammatorischen Krankheiten
erhoht sein kann.?® Es wird vermutet, dass abweichende Oligosaccharidstrukturen eine
deutlich hdéhere Spezifitdt aufweisen, sodass Glycoproteine hervorragende Biomarker
darstellen konnen.®! In Abb. 3 ist der Prozess der zellularen Karzinogenese und der damit
verbundenen Anderung der Proteinglycosylierung gezeigt. Bei Krebs wurden verschiedene
abweichende Glycosylierungsmuster beobachtet, die sowohl diagnostische als auch
prognostische Mdglichkeiten bieten. Neben dem vermehrten Auftreten von T-, Tn- und STn-
Antigenen bei O-Glycanen sind auch der Anstieg von Lewis-Strukturen sowie die Erh6hung
des Verzweigungsgrades zu beobachten.?8! Als Grund flr die Veranderung der Glycosylierung
ist eine veranderte Expressionsrate der entsprechenden Glycosyltransferasen in den

entarteten Zellen zu nennen.[?2-23. 25]

Changes in protein glycosylation

Cellular transformation and progression

Branched

? ¢ Mucins fl;lvcoslylated
¢ g %_(ﬁ 2 -glycans
M C Tn, STn,and T

antigens

Membrane
glycoproteins

N-glycans

0O-glycans )
¥
Q v
Cells (
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@ GIcNAc v Fuc
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0 GalNAc @ Neu5Gc
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Abb. 3: Veranderung der Glycosylierung bei einer Krebserkrankung.?®! In verschiedenen Studien
konnte eine Korrelation zwischen abweichenden Glycanstrukturen und Krebserkrankungen beobachtet
werden. Hier ist die Veradnderung der Glycane mit fortschreitender Tumorprogression schematisch
gezeigt. Neben dem vermehrten Auftreten von T-, Tn- und STn-Antigenen bei O-Glycanen sind auch
der Anstieg von Lewis-Strukturen sowie die Erhéhung des Verzweigungsgrades zu beobachten.

Da die abweichenden Glycanstrukturen haufig an der Oberflache der betroffenen Zellen zu
finden sind, scheinen Glycoproteine bzw. Glycoprotein-assoziierte Molekule potentielle targets
fir Therapeutika und Antibiotika darzustellen.®® Des Weiteren kénnen Glycoproteine auch
selbst als Therapeutika dienen. EPO, welches zur Behandlung von Anamie eingesetzt wird,
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ist beispielsweise eines der am meisten gentechnisch hergestellten Medikamente.® Bei dieser
Substanz ist die Glycosylierung entscheidend fir die Funktion und die Verweildauer des
Glycoproteins im Kérper. Ein weiterer Fokus der Forschung liegt im Bereich der Entwicklung
eines Impfstoffes gegen Krebs auf Basis von Glycoproteinen.?

In den folgenden Kapiteln werden zwei Glycoproteine naher beschrieben, das -
Glycoprotein | und das Prolactin-inducible Protein. Beide Proteine wurden im Rahmen dieser
Arbeit analysiert, wobei das Hauptaugenmerk auf der Glycosylierung lag. In beiden Féllen
zeigten vorangegangene Experimente das Potential als Biomarker.

1.2.1 B2-Glycoprotein |

Das B2-Glycoprotein | (B2GPl), welches auch als Apolipoprotein H bekannt ist, ist ein etwa
50 kDa schweres, hoch glycosyliertes Plasmaprotein.®® Es wurde erstmals 1961 aus
humanem Blutserum isoliert.B1 B2GP| besteht aus einer 345 Aminosauren langen
Polypeptidkette mit mehreren Domé&nen, wobei ein Signalpeptid mit 19 Aminoséuren
vorhanden ist, sodass die aktive Form 326 Aminosauren besitzt (Abb. 4).%233 Es wird
vorwiegend von den Hepatozyten synthetisiert und wird anschlieBend in den Blutstrom
sekretiert, wo es an verschiedene negativ geladene Stoffe wie Heparin, DNA oder
Phospholipide von Zellmembranen binden kann.l*% 34351 Die reine Polypeptidkette weist eine
Summenformel von C1e21H2479N4190474S26 und eine monoisotopische Masse von 36208 Da auf.
B2GPI besitzt vier N-Glycosylierungsstellen an den Positionen 162 ('®2NNS'64), 183
("83NDT'8), 193 ("®3NWT'%%) und 253 (**NWS2%). Des Weiteren wird am Thr-149 ein O-Glycan
vermutet.®8 B2GPI weist verschiedene Isoformen auf, die sich in ihrem pl-Wert unterscheiden.
Die unterschiedlichen Isoformen kénnen neben genetischen Varianten vor allem durch die
Anwesenheit verschiedener Glycane erklart werden, die sich in der Anzahl der Antennen und
der Zuckerzusammensetzung unterscheiden.®”! Die Glycane haben aufgrund ihrer sauren
Eigenschaften, welche vor allem durch die Sialinsduren (NeuAc und NeuGc) und die
Sulfatierung bzw. gegebenenfalls Phosphorylierung hervorgerufen werden, einen groBen

Einfluss auf den pl-Wert des entsprechenden Glycoproteins.
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KNKEKKCSYT EDAQCTIDGTT EVPKCFKEHS SLAFWKTDAS DVKPC

Abb. 4: Primarstruktur von B2GPL.38 B2GPI| besteht aus 345 Aminosauren und weist ein Signalpeptid
(rot) auf. Die einzelnen Doméanen sind durch gestrichelte Linien voneinander getrennt. Innerhalb der
Domanen treten zwei (Domane 1-4) bzw. drei (Doméane 5) Disulfidbriicken auf. An den Positionen 162,
183, 193 und 253 hat B2GPI jeweils eine N-Glycosylierungsstelle und an der Position 149 eine O-
Glycosylierungsstelle.

B2GPI gehért zur CCP-Superfamilie (Complement Control Protein), die sich durch
wiederholende Einheiten aus etwa 60 Aminosauren zusammensetzt, wobei etwa 16 dieser
Aminosauren sowie zwei Disulfidbriicken stark konserviert vorliegen.33%6 Diese sich
wiederholenden Einheiten werden als Short Consensus Repeats (SCR) bezeichnet. B2GPI
weist funf Doméanen auf, die als Sushi 1-4 und als Sushi-like-Domé&ne bezeichnet werden
(Abb. 5). Wahrend die ersten vier Domanen von B2GPI reguldare SCR darstellen, weist die
finfte Doméane zusatzliche Aminosduren und Disulfidbriicken auf und unterscheidet sich daher
stark von den anderen. Die ersten vier Domanen sind aus mehreren B3-Faltblattern aufgebaut,
welche Uber Schleifen miteinander verbunden sind. Die flinfte Doméane hingegen weist eine
zentrale B-Spirale und zwei kleine a-Helices auf.® B2GPI scheint in der Lage zu sein,
verschiedene Tertiarstrukturen auszubilden. In Lésung wurden zwei verschiedene Strukturen
beobachtet. Mittels Rontgenkleinwinkelstreuung wurde eine S-férmige Struktur identifiziert, bei
der die Glycane die erste Doméane abschirmen.® Elektronenmikroskopische Untersuchungen
hingegen zeigten, dass B2GPI in Lésung eine zirkulare Struktur einnimmt, wobei die erste und
finfte Domé&ne miteinander wechselwirken.% Bei Bindung von B2GPI an Phospholipide
kommt es zu einer Konformationsédnderung und die erste Domé&ne wird zuganglich. Die
Glycane sind nach auBen orientiert und schirmen die Doménen 3 und 4 ab. Diese Doménen
scheinen also nicht direkt an der Wechselwirkung zwischen B2GPI und anderen Molekilen
beteiligt zu sein, sondern dienen eher als Verbrickung zwischen den wechselwirkenden
Domanen.k® Die Bindung von B2GPI an Phospholipide findet Uber die flinfte Domane statt.
Die Bindungstasche besteht hierbei aus einem positiv geladenen Bereich, der aus 12 Lysinen,
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einem Arginin und einem Histidin aufgebaut ist, sowie einer flexiblen, hydrophoben Schleife
(3"'S - 317L), die mit der Lipidschicht wechselwirkt.[®8: 4143 Die N-terminalen Doméanen 1 und 2
werden somit bei entsprechender Bindung der flinften Domane an die Zellmembran nach
auBen ausgerichtet.3¢!

Abb. 5: Kristallstruktur von B2GPL.¢ B2GPI besitzt fiinf Doménen, die als Sushi 1-4 und als Sushi-
like bezeichnet werden. Die ersten vier Doméanen sind aus etwa 60 Aminosauren aufgebaut, welche
aus etwa 16 konservierten AS und zwei stark konservierten Disulfidbriicken bestehen. Die fiinfte
Domane weist zusatzliche Aminosauren und Disulfidbriicken auf und unterscheidet sich daher von den
anderen. B2GPI ist ein hoch glycosyliertes Protein. Die potentiellen Glycosylierungsstellen sind gelb
eingefarbt.

B2GPI scheint bei vielen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle zu spielen. Es gilt
beispielsweise als Co-Faktor fur die Bindung von Antiphospholipid-Antikérpern (APA) an
Phospholipide, wobei vermutet wird, dass ein B2GPI-Phopholipid-Komplex als Antigen
fungiert.[41-42. 44431 Die  APA-B2GPI-Bindung ist einer der Kernprozesse beim
Antiphospholipidsyndrom (APS). APS ist eine Krankheit, die zu vendsen und arteriellen
Thrombosen, Thrombozytopenie und Fehlgeburten flhrt.

Des Weiteren scheint B2GPI einige wichtige Funktionen in der Blutkoagulationskaskade zu
besitzen. Es kann hierbei sowohl pro- als auch antikoagulatorische Eigenschaften
aufweisen.[*¢4% Durch Bindung und Inhibition der Aktivierung des Koagulationsfaktors XI durch
Thrombin und FXlla wird beispielsweise die Bildung von Thrombin und somit die Fibrinbildung
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verringert.6: 481 Andererseits ist es in der Lage, APC (aktiviertes Protein C) zu inhibieren,
welches Koagulationsfaktoren wie beispielsweise FVa und FVllla inaktiviert.*8! Aufgrund der
vielen méglichen Funktionen von B2GPI innerhalb der Koagulationskaskade scheint es eine
wichtige Rolle bei dessen Regulation zu spielen.

Ebenso scheint B2GPI an der Pathogenese von Hepatitis C (HCV) beteiligt zu sein, wobei es
dessen Verbreitung limitiert. Des Weiteren zeigt B2GPI gute Eigenschaften als pradiktiver
Biomarker fir die SVR (Sustained Virological Response) bei Verwendung einer HCV-Therapie
basierend auf NS3-Proteaseinhibitoren.¥ Neben den bereits angesprochenen biologischen

Funktionen deuten Experimente auf antioxidative und antibakterielle Eigenschaften von B2GPI
hin. 180 511

B2GPI ist vorwiegend im Blut zu finden. Beim Menschen liegt die Plasmakonzentration
durchschnittlich bei etwa 200 pg/mL, wobei es zu starken Variationen zwischen einzelnen
Individuen kommen kann. Die Variationen des Plasmalevels werden durch zwei mdgliche
autosomal-kodominante Allele (B2GPI*N = normal, B2GPI*D = deficient) hervorgerufen,
wodurch drei Phanotypen erreicht werden (NN, ND, DD). Die Plasmakonzentration liegt bei
entsprechender Auspragung bei 150-350 mg/L (NN), 60-150 mg/L (ND) und unter 60 mg/L
(DD).B2%31 Es wird vermutet, dass sich die beiden Allele durch ein SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) der Form -32C>A im Bereich des Promotors unterscheiden, sodass die
Transkription und somit die gesamte Biosynthese von B2GPI beeinflusst werden kann.*% Die
Biosynthese von B2GPI wird letztendlich von drei Allelen, bei Menschen mit afrikanischer
Abstammung vier (APOH*1-4), kontrolliert. Neben dem oben beschriebenen SNP wurden
noch weitere SNPs mit daraus resultierenden Aminosaureaustauschen beobachtet wie
beispielsweise S107N, R154H und V266L.54

B2GPI wird in einigen Publikationen als mdglicher Bestandteil der Tumorgenese und als
potentieller Biomarker flr verschiedene Krebsarten genannt.5%8 Es wird beispielweise von
humanen Leberkrebszelllinien sekretiert.’”! Des Weiteren scheint B2GPI im Gewebe von
Pankreaskarzinomen hochreguliert zu sein, wohingegen es im Blutplasma herunterreguliert
ist.5%] In Metastasen von Leberkarzinomen ist ebenfalls eine erhohte Sekretion zu
beobachten.® Da jedoch die Plasmakonzentration auch mit unterschiedlichen Krebsarten und
mit anderen Erkrankungen korreliert, ist bei B2GPI| keine hohe Spezifitdt zu erwarten. Durch
Analyse der mdglicherweise veranderten Glycosylierungen kénnte eine deutlich erhdhte
Spezifitat detektiert werden. Die Glycosylierung von B2GPI wurde bei gesunden Individuen
untersucht. Hierfir wurde B2GPI aus Blut mittels Affinitdtschromatographien und
Elektrophoresen gereinigt und die Glycane mithilfe von Lectinbindungsstudien sowie
enzymatischen Spaltungen mit anschlieBender Reversed-phase- oder Hydrophilic-interaction-
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Chromatographie und massenspektrometrischer Analyse untersucht. Hierbei gelang jedoch
keine positionsspezifische Analyse aller vier Glycosylierungsstellen. Bei den Glycanen handelt
es sich um fucosylierte und unfucosylierte bi- und triantennare complex-Typ-Glycane, welche

einen variierenden Gehalt an terminalen Sialinsduren aufweisen.[5%-6%

1.2.2 Prolactin-inducible Protein

Das Prolactin-inducible Protein (PIP), auch bekannt als Gross Cystic Disease Fluid Protein-15
(GCDFP-15) oder Secretory Actin Binding Protein (SABP), ist ein Glycoprotein, welches vor
allem in den Sekreten exokriner Driisen wie beispielsweise Speichel, Samenflissigkeit oder
Tranen vorkommt.664 Es ist aber auch als niedrig konzentrierte Komponente im Blut zu
finden. Die Konzentration von PIP variiert je nach Kérperflissigkeit stark. Zum Beispiel liegt
die Konzentration in der Samenflussigkeit gesunder Manner bei durchschnittlich 3.4 mg/mL,
wohingegen die Plasmakonzentration von gesunden Frauen nur 22 ng/mL betragt.65-66]

PIP besteht aus einer 146 Aminosaure langen Polypeptidkette, welche ein Signalpeptid aus
28 Aminoséauren aufweist, sodass die aktive Form 118 Aminosauren besitzt (Abb. 6). Neben
zwei Disulfidbriicken (8*C—%C, 8C—'2C) ist an der Position 105 ('®NRT'%’) eine N-
Glycosylierungsstelle zu finden.!®*¢7! Unter Berticksichtigung einer Pyroglutamatbildung am N-
terminalen Glutamin betragt die Summenformel der reinen Primarsequenz Ces12HgssN1540179Ss,
was einer monoisotopischen Masse von 13501 Da entspricht.®® In der Literatur sind
verschiedene Formen von PIP mit unterschiedlichen Massen von 14 kDa, 16 kDa, 17 kDa und
20 kDa beschrieben worden.’®5 69 Diese Formen lassen sich auf die Glycosylierung
zurGckfihren, was auf eine hohe Variabilitdt der Glycane schlieBen lasst. Genauere
Betrachtungen der Glycoformen von PIP aus humanem Speichel zeigten, dass es sich bei den
Glycanen um bi-, tri- und tetraantennare N-Glycane mit sehr hohen Sialylierungs- und
Fucosylierungsgraden handelt.’? Es konnte beispielsweise eine triantennére Struktur mit bis
zu sieben Fucosen identifiziert werden. Dieses ungewdhnliche Glycosylierungsmuster ist ein
starker Hinweis auf das Vorhandensein von Lewis-Antigenen, deren Vorkommen mit
Krebserkrankungen in Verbindung gebracht wird. Wiegandt et al. gelang es durch NMR-
spektroskopische Untersuchungen der freien Glycane von PIP, die Anwesenheit von LeY-

Strukturen nachzuweisen.[""l
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Abb. 6: Primarstruktur von PIP.158 P|P besteht aus146 Aminosauren und weist ein Signalpeptid (rot)
auf. An der Position 105 liegt bei PIP eine N-Glycosylierungsstelle vor. Des Weiteren sind die beiden
auftretenden Disulfidbriicken eingezeichnet.

Die Sekundarstruktur von PIP besteht aus sieben B-Strangen (B1: °lle — '8Val, p2: 2*Val —32Thr,
B3: 38Met — “6Ser, p4: >’Lys — %2Leu, B5: %8Lys — "“Phe, p6: 8Val —8Val, B7: "*2lle — '""Val) und
sieben verbrliickenden Schleifen (L1: 'GIn —8lle, L2: ®Arg — 2Glu, L3: 33Glu — *"Cys, L4: *’Ser
— %6Tyr, L5: ®3Cys — 87Pro, L6: ®Tyr — ®Thr, L7: ®lle — ""'Thr). Die B-Stréange bilden zwei B-
Faltblatter, welche in einer Sandwich-Struktur mit einem inneren Cluster aus hydrophoben
Resten angeordnet sind (Abb. 7). In der dargestellten Kristallstruktur sind auBerdem die zwei
GIcNAc sowie zwei Man der core-Struktur gezeigt, wobei das Kohlenhydrat nach auB3en
gerichtet ist. Es zeigt sich, dass die kovalente Bindung zum Asn-105 sowie die
Wasserstoffbrickenbindungen zum Asn-49 und GIn-79 zu einer parallelen Anordnung der

Schleifen L2, L4 und L6 und somit zur Stabilisierung der B-Strukturen fiihren.[2

PIP wird bei vielen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle zugesprochen. Hierzu zahlen
Funktionen bei der Regulation des Immunsystems, bei der Abwehr von Pathogenen
(insbesondere Bakterien) und bei der sexuellen Reproduktion.'¢2 Schenkels et al. zeigten
beispielsweise, dass PIP in der Lage ist, verschiedene Bakterienstamme wie Streptococci,
Staphylococci und Gemella, welche von der Haut, aus dem Gehérgang sowie aus dem
Mundraum isoliert wurden, zu binden und deren Wachstum zu inhibieren.”374
Unterschiedliche Studien zeigten auBerdem die Interaktion von PIP mit einer groBen Anzahl
immunrelevanter Molekdile.l'62 PIP bindet unter anderem CD4 auf T-Zellen. CD4 ist einer der
primaren Rezeptoren bei der viralen Infektion mit HIV."S! Autiero et al. konnten beobachten,
dass eine PIP/CD4-Interaktion zur Unterbrechung der Virusbindung an CD4 fiihrt.["
AuBerdem wird vermutet, dass PIP bei der Inhibition der erzwungenen Apoptose von T-Zellen
beteiligt ist und somit zur adaptiven Immunantwort beitrégt.l’”! Die regulatorische Funktion von
PIP bei der Immunitdt konnte auch durch Studien mit PIP-knockout-Mausen bestatigt
werden.l”8 Caputo et al. konnten auBerdem erstmals zeigen, dass PIP als Aspartatprotease
fungieren kann, wobei es zum Beispiel in der Lage ist, Fibronectin zu spalten.”®! Aufgrund der
zentralen Rolle von Fibronectin bei der Zelladh&dsion kdnnte PIP auch im Bereich der

multizellularen Kommunikation eine Rolle spielen.©
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Abb. 7: Kristallstruktur von PIP.I"? Es ist die Kristallstruktur eines Komplexes aus PIP und ZAG (Zink-
a2-Glycoprotein) dargestellt, wobei PIP blau hervorgehoben ist. Es ist zu erkennen, dass PIP aus sieben
B-Strangen und sieben verbriickenden Schleifen besteht, welche zusammen zu zwei B-Faltblattern
angeordnet sind. Die B-Faltblatter bilden eine Sandwich-Struktur mit einem inneren Cluster aus
hydrophoben Resten aus. Des Weiteren sind in der Kristallstruktur zwei GIcNAc und zwei Man des
Glycan-core zu sehen (rot markiert). Das Glycan ist nach auBen gerichtet und fihrt durch
Wasserstoffbriickenbindungen und der daraus resultierenden parallelen Anordnung von drei Schleifen
zur Stabilisierung der B-Strukturen.

Im Bereich der Medizin ist PIP im Hinblick auf seine durch mehrere Studien gezeigte
Beteiligung bei der Tumorentstehung und der Metastasierung verschiedener Krebsarten von
groBem Interesse. [0 76. 8089 G konnte bereits 1985 durch Shiu et al. die Rolle von PIP bei der
Entstehung von Brustkrebs gezeigt werden.[%® Spater wurde die Uberexpression von PIP in
verschiedenen Krebszelllinien wie der T47D-Zelllinie fir Brustkrebs beobachtet.[®*-°!l Hierbei
wird vermutet, dass PIP durch seine Proteaseaktivitdt sowie der starken
Bindungseigenschaften zu CDA4*-T-Zellen einen signifikanten Einfluss auf die
Tumorentwicklung hat.[’® ° PIP wird daher als diagnostischer Biomarker fur Brustkrebs
angesehen, wobei vor allem auf dem Level der mRNA vielversprechende Ergebnisse erzielt
wurden.®2% Neben Brustkrebs wird PIP auch bei anderen Krebsarten ein Einsatz als
prognostischer Biomarker zugesprochen. Hier sind vor allem Prostata-, Ovarial- und

Darmkrebs sowie Adenokarzinome des Gehirns und der Lunge zu nennen.[®6-102]
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Wie bereits erwahnt, zeigt PIP ein ungewdhnliches Glycosylierungsmuster mit der
Anwesenheit von LeY-Strukturen auf. Diese Beobachtung im Zusammenhang mit der
vermuteten Beteiligung von PIP an der Tumorentstehung von Brustkrebs kénnte PIP als

Glyco-basierten Biomarker auszeichnen.[”": 1031

1.3  Analytik von Glycokonjugaten und Glycanen

Um die weitreichenden Funktionen und die Bedeutung von Glycoproteinen in Organismen und
vor allem bei Krankheitsprozessen vollstindig zu verstehen, ist eine schnelle und
leistungsfahige Analytik sehr wichtig. Aufgrund der enormen Vielfalt der Glycane ist die
Analytik von Glycoproteinen eine der groBten Herausforderungen der Glycomik.['4 1941061 Deg
Weiteren gibt es, anders als bei der DNA, keine Mdglichkeit der Replikation und der damit
verbundenen Erhéhung der Analytenmenge, sodass aufgrund der Mikroheterogenitat die
einzelnen Glycoformen aus biologischen Quellen sehr gering konzentriert vorliegen

kénnen.[14.107]

Far die Analyse von Glycoproteinen stehen verschiedene Mdglichkeiten zur Verfligung, wobei
bisher noch keine Standardprozedur entwickelt wurde. Nach erfolgreicher Isolierung des
Glycoproteins aus der entsprechenden biologischen Quelle wie beispielsweise Blut, Urin oder
Gewebe kann dieses in nativer Form analysiert werden oder es wird eine enzymatische
Spaltung durchgeflhrt, die zur Fragmentierung des Proteinriickgrats oder einer Abspaltung
des Glycans fiihrt.1'%1%1 Zyr Erhohung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses wird vor der
Analyse haufig eine Derivatisierung der Glycane durchgeflhrt.l'4 1081991 Als analytische
Methoden werden meist Flissigchromatographien (LC), Lectinbindungsassays, die
Massenspektrometrie (MS) und die NMR-Spektroskopie (NMR, Nuclear Magnetic Resonance)
verwendet.l'* 119112 Um die Vorteile verschiedener Methoden zu vereinen, sind auch

Kombinationen wie beispielsweise die Kombination aus LC, MS und NMR bekannt.[''1-112]

Die enzymatische Glycanabspaltung ist eine haufig eingesetzte Methode zur Analyse von N-
Glycanen, da die Komplexitat der Spektren verringert und somit die Analyse vereinfacht wird.
Als groBer Nachteil dieser Methode ist jedoch die aufwendige Probenpraparation und der
Verlust der Information tUber die Glycosylierungsstelle zu nennen.!'! Des Weiteren sind keine
Enzyme bekannt, die alle O-Glycane selektiv vom Protein abspalten. Fir eine vollstéandige
Abspaltung der O-Glycane missen chemische Methoden wie beispielsweise die basische -
Eliminierung herangezogen werden, was einen hohen Aufwand erfordert.''™ Um diese
Probleme zu umgehen, kann die enzymatische Spaltung des Proteinrliickgrats in Peptide und
Glycopeptide durch Proteasen (z. B. Trypsin) durchgefiihrt werden. Diese Methode wird als
bottom-up bezeichnet und kann neben der Glycankomposition auch Sequenzinformationen
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der Glycosylierungsstelle liefern. Jedoch ist auch hierbei oft eine aufwendige
Probenaufarbeitung nétig.l'* 41 Eine weitere Methode, welche sich vor allem durch ihre
geringe Probenpraparation auszeichnet, ist die Analyse von intakten Glycoproteinen. Die
Intaktanalyse bietet einen schnellen und ganzheitlichen Uberblick (iber die Primarstruktur und
die Modifikationen von Proteinen. Die Notwendigkeit einer sehr hohen Auflésung der
Massenspektrometer ist hierbei aber ein groBes Problem.[''>1""] Des Weiteren weisen viele
Proteine mehrfache Glycosylierungen auf, was zu hoch komplexen Spektren fihrt. Durch
computergestitzte Spektreninterpretation kénnen aber auch bei mehrfach glycosylierten
Proteinen Tendenzen hinsichtlich der Glycantypen ermittelt werden.[''”] Bei Proteinen, die
hohe Molekulargewichte aufweisen wie beispielsweise Antikérpern, ist aufgrund der
bendtigten Aufldsung eine enzymatische Spaltung héaufig unerlasslich. Hierbei werden
vermehrt Enzyme eingesetzt, die das Protein in mehrere groBe Fragmente spalten (middle-
down), sodass viele Vorteile der Intaktanalyse erhalten bleiben.[''4119]
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2 Zielsetzung

Die friihzeitige Diagnose vieler Krebserkrankungen stellt eine groBe Herausforderung dar.
Haufig sind nur invasive Methoden fiir eine sichere Diagnose mdglich. Die Entwicklung neuer
Methoden zur FrUherkennung von Krebs ist daher von gréBtem medizinischem und
gesellschaftlichem Interesse.

Statistisch wird etwa die Halfte aller Menschen in ihrem Leben an Krebs erkranken (Stand:
Daten bis 2014). In Deutschland wurden etwa 480 000 Neuerkrankungen im Jahr 2014
registriert, wobei die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei 59% (Manner) bzw. 65% (Frauen)
lag. Insgesamt wurde in den letzten 15 Jahren eine geringe Abnahme der allgemeinen
Sterberate beobachtet. Die genaue Betrachtung der Daten zeigt aber auch, dass die
Sterberaten einzelner Krebsarten stark angestiegen sind.[''® Der wichtigste Faktor zur
Erhdhung der Uberlebenswahrscheinlichkeit ist eine friihe Diagnose. AuBerdem ist die
Verfolgung des Therapieerfolgs von groBem Interesse, um die Behandlung optimal anpassen
zu kénnen. Hierzu sind einfache und schnelle diagnostische Methoden nétig. Haufig stehen
nur invasive Methoden wie Biopsien zur Verfigung. Die Suche nach nicht- oder
minimalinvasiven, diagnostischen und therapeutischen Biomarkern ist daher in den Fokus der
medizinischen Forschung geriickt. In diesem Zusammenhang sind beispielsweise das
Prostate Specific Antigen fir Prostatakrebs oder das Carbohydrate Antigen 19-9 fir
Pankreaskrebs zu nennen. Es zeigt sich jedoch, dass viele Biomarker eine geringe Sensitivitat
und Spezifitat aufweisen. Die meisten Biomarker basieren auf einer Konzentrations-
veranderung bestimmter Substanzen/Proteine in Korperflissigkeiten wie Blutplasma, Urin
oder Speichel. Die Konzentration dieser Stoffe ist aber hdufig auch von anderen Faktoren wie
beispielsweise gutartigen Veranderungen der Organe, Entziindungsprozessen oder dem Alter
abhéangig.

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Glycosylierung bestimmter Proteine bei einer
Krebserkrankung verandert vorliegt. Die Analyse dieser Veranderungen kann zu einer hfheren
Sensitivitdt und Spezifitdt fihren. Im Rahmen dieser Arbeit sollen daher die beiden
Glycoproteine B2-Glycoprotein | (B2GPI) und Prolactin-inducible Protein (PIP) im Hinblick auf
ihre Anwendbarkeit als Glyco-basierte Biomarker untersucht werden. Beide Proteine zeigten
in vorangegangenen Arbeiten groBBes Potential.

Da insbesondere Uber die positionsspezifische Glycosylierung von B2GPI nur wenig bekannt
ist, soll zunachst die allgemeine Glycosylierung anhand einer erworbenen Probe analysiert
sowie Referenzdaten erhalten werden. Hierzu wurde zum einen die Analyse auf Ebene des
intakten  Glycoproteins angestrebt, zum anderen sollen enzymatische Spaltungen
durchgefiihrt werden, um erstmals die positionsspezifische Analyse der Glycosylierung zu
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erreichen. AnschlieBend sollen Proben von verschiedenen gesunden Probanden untersucht
werden, um die natlrliche Varianz des Glycosylierungsmusters abschatzen zu kénnen.
AuBerdem sollen genetische Varianten oder Isoformen von B2GPI identifiziert und analysiert

werden.

Die Glycosylierung von PIP wurde von Wiegandt et al. sehr genau untersucht, wobei mithilfe
NMR-spektroskopischer Methoden die Identifikation von LeY-Epitopen gelang. Diese
Beobachtung im Zusammenhang mit der vermuteten Beteiligung von PIP an der
Tumorentstehung von Brustkrebs kénnte PIP als Glyco-basierten Biomarker auszeichnen Fir
den potentiellen Einsatz von PIP in einer klinischen Studie soll daher die Analyse von PIP
evaluiert und validiert werden. Hierbei stehen unter anderem die Reproduzierbarkeit, die
Belastbarkeit des verwendeten Matlab-Skriptes sowie der Einfluss verschiedener Faktoren der
Probenvorbereitung auf die Glycosylierung im Fokus: Bei der Reproduzierbarkeit sollen vor
allem messtechnische Einfliisse sowie Einflisse der Probenhandhabung untersucht werden.
Aufgrund der hohen Komplexitat der Spektren durch sich tberlagernde Glycoformen wird bei
der Analyse von PIP eine computergestitzte Methode verwendet. Hierbei soll die Frage
beantwortet werden, ob das entsprechende Matlab-Skript in der Lage ist, die Uberlagerungen
korrekt zu identifizieren. Die Untersuchung der Einflisse verschiedener Faktoren der
Probenvorbereitung soll unter anderem die nattrliche Varianz der Glycosylierung innerhalb
einer Woche und innerhalb eines Tages darstellen. Der bei diesen Analysen identifizierte
Glycanabbau, der bei unzureichender Kiihlung der Proben zu beobachten ist, stellt ein groBes
Problem fir die Anwendbarkeit von PIP als Biomarker dar. Es soll daher nach einer Lésung
gesucht werden. Hierzu wird eine chemische oder thermische Inaktivierung der Enzyme im

Speichel angestrebt.
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3 Material und Methoden

Einige Teile dieses Abschnitts wurden bereits im Rahmen meiner selbststdndig erarbeiteten
und angefertigten Masterarbeit getétigt, weshalb die Durchfiihrungen identisch sind. Die
Masterarbeit ist nicht veréffentlicht.

Alle verwendeten Chemikalien waren flr analytische Zwecke geeignet. Wenn nicht anders
vermerkt, wurde mit bidestilliertem Wasser gearbeitet.

3.1 Material

3.1.1 Gerate/Materialien

Tab. 1: Verwendete Gerate/Materialien

Geréate / Materialien Firma
Amicon® Centrifugal Filters, 3K, Cellulose Merck KGaA
Analysenwaage Mettler AE 240 Mettler-Toledo Inc.
Aeris WIDEPORE XB-C8, 250x2.1 mm Phenomenex
Aeris WIDEPORE XB-C18 Phenomenex
Zentrifuge 5417 R Eppendorf AG

Costar® Spin-X Centrifuge Tube Filter, 0.22 um, Celluloseacetat Corning Inc.

ESI-g/TOF (maXis) Bruker Daltonik GmbH
Heparin-Saule, HiTrap™ Heparin HP, 1 mL GE Healthcare

Kinetex 1.7um C18 100A (C1s-Séaule) Phenomenex

Lyophilisator, Alpha 1-2 CHRIST®

Nanodrop 2000c Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific Inc.
pH-Meter pH 3110 WTW GmbH
Reinstwasseranlange Ultra Clear UV 18.2 MQ SGwater

SEC-Saule ,Superdex 75, 10x300 mm GE Healthcare
Thermomixer comfort Eppendorf AG

Vortex Mixer, REAX top Heidolph
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3.1.2 Software

Tab. 2: Verwendete Software.

Software

Hersteller

Bio Tools 3.2 SequenceEditor
DataAnalysis 4.2
GlycoWorkbench 2.1

Matlab R2017a

Microsoft Office 2016 Excel
OriginPro 2016G

Bruker Daltonik GmbH

Bruker Daltonik GmbH

A. Ceroni, K. Maass, D. Damerelll'19]
MathWorks Inc.

Microsoft Corporation

OriginLab Corporation

3.1.3 Enzyme

Tab. 3: Verwendete Enzyme.['?%

Enzym

Beschreibung

Endoproteinase Glu-C

Thermolysin

Trypsin

Endoproteinase Glu-C (aus Staphylococcus aureus V8) ist eine
Serinprotease, die im Ammoniumcarbonat-Puffer bevorzugt nach
Glutaminsaure und im Phosphatpuffer bevorzugt nach Asparagin-

und Glutaminsaure spaltet.

Thermolysin (aus Geobacillus staerothermophilus) ist eine
thermostabile Metalloendopeptidase, welche bevorzugt vor Leu,
Phe, lle, Val, Met und Ala schneidet, bei denen kein Prolin direkt

folgt.

Trypsin ist eine Serinprotease, die bevorzugt nach Arginin und

Lysin spaltet, wenn kein Prolin direkt folgt.

3.2 Isolierung von (Glyco-)Proteinen

Bei der Analyse von Glycoproteinen aus humanem Probenmaterial wie beispielsweise Blut
oder Speichel kann es aufgrund der komplexen Matrix zu Problemen kommen. Gerade in den
Koérperflissigkeiten tritt eine groBe Anzahl verschiedener Proteine auf, welche in ihrer
Konzentration stark variieren. Es ist daher im Bereich der Massenspektrometrie aufgrund von
Effekten wie der Signallberlagerung oder der lonensuppression notwendig, die Proteine zu
isoliert. Hierflr stehen unterschiedliche Methoden zur Verfligung, wobei sich vor allem

Fallungs- und Chromatographiemethoden als effizient erwiesen haben.

18



Material und Methoden

3.2.1 Probenahme von humanem Speichel

Die Probenahme der Speichelproben wurde von den Probanden eigenverantwortlich
durchgeflihrt. Die Probanden wurden darauf hingewiesen, dass mindestens 15 min vor der
Probengabe sowie wahrenddessen keine Nahrung zu sich genommen werden darf. Die
Aufnahme von Wasser war gestattet. Das Sammelgefél wurde wahrend der Probengabe mit
Eis gekihlt und anschlieBend direkt bei -80 °C eingefroren und gelagert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Experimente durchgefihrt, welche eine
besondere Behandlung der Speichelproben erforderten. Im Folgenden wird in separaten
Kapiteln die Durchfiihrung dieser Probenahmen erlautert.

3.2.1.1 Experimente zur Reproduzierbarkeit

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Glycosylierung von PIP innerhalb eines
Probanden wurden unterschiedliche Experimente durchgefihrt. Zunachst wurde die
Reproduzierbarkeit der massenspektrometrischen Analyse betrachtet. Hierfir wurde eine
Speichelprobe (etwa 20 mL) eines Probanden (mannlich, 29 Jahre) entsprechend Kap. 3.2.2
aufgearbeitet und anschlieBend dreimal fir eine LC-MS-Messung injiziert.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Probenhandhabung auf die Reproduzierbarkeit
analysiert. Hierfir wurde von einem Probanden (mannlich, 29 Jahre) eine Speichelprobe (etwa
25 mL) entnommen und auf einem Vortex Mixer homogenisiert. AnschlieBend wurde drei

Aliquote erstellt, welche parallel entsprechend Kap. 3.2.2 aufgearbeitet wurden.

3.2.1.2 Experimente zum Einfluss der Probenahme

Um den Einfluss der Zeit bzw. des Zeitpunktes der Probenahme auf die Glycosylierung von
PIP innerhalb eines Probanden zu untersuchen, wurden unterschiedliche Experimente
durchgeflihrt. Zunachst wurde die Glycosylierung hinsichtlich ihrer Varianz Uber finf Tage
analysiert. Hierfir wurde von einem Probanden (mannlich, 28 Jahre) zur gleichen Tageszeit
an funf aufeinander folgenden Tagen eine Speichelprobe (etwa 8 mL) entnommen. Die Proben
wurden direkt mit flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. AnschlieBend
erfolgte eine parallele Aufarbeitung entsprechend Kap. 3.2.2.

Des Weiteren wurde die Glycosylierung hinsichtlich ihrer Varianz im Laufe eines Tages
analysiert. Hierflr wurde von einem Probanden (mannlich, 30 Jahre) an drei Zeitpunkten eines
Tages (9:00 Uhr, 12:45 Uhr und 16:50 Uhr) eine Speichelprobe (etwa 10 mL) entnommen. Die
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Proben wurden direkt mit flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
AnschlieBend erfolgte eine parallele Aufarbeitung entsprechend Kap. 3.2.2.

Ein weiteres Experiment diente zur Analyse des Einflusses der schnellen Probengabe und der
damit verbundenen erzwungenen Speichelproduktion auf die Glycosylierung. Hierflr wurden
von einem Probanden (ménnlich, 30 Jahre) drei Speichelproben mit jeweils nur 10 Minuten
Pause entnommen. Die Proben wurden direkt mit flissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80°C gelagert. AnschlieBend erfolgte eine parallele Aufarbeitung entsprechend
Kap. 3.2.2.

3.2.1.3 Experimente zum Glycanabbau

Die Analyse des Glycanabbaus wurde anhand verschiedener Messreihen bei variierender
Inkubationstemperatur durchgefiihrt. Fir jede Messreihe wurden zunéachst 40 mL Speichel
gesammelt (Proband: méannlich, 29 Jahre) und auf einem Vortex Mixer homogenisiert.
AnschlieBend wurden finf Aliquote mit je 8 mL erstellt und fir eine bestimmte Zeit bei 4 °C,
21 °C und 37 °C inkubiert. Die entsprechenden Inkubationszeiten sind in Tab. 4 aufgefuhrt.
Die Proben jeder Messreihe wurden nach der Zeit mit fliissigem Stickstoff eingefroren und
dann parallel entsprechend Kap. 3.2.2 aufgearbeitet.

Tab. 4: Inkubationstemperatur und Inkubationszeiten der Messreihen zur Analyse des
enzymatischen Glycanabbaus.

Inkubationstemperatur Inkubationszeit
4°C 0 h (direkt eingefroren), 1 h, 9 h, 23 h
21 °C 0 h (direkt eingefroren), 1 h,4h,9h, 23 h
37 °C 0 min (direkt eingefroren), 30 min, 60 min, 90 min, 150 min

3.2.1.4 Experimente zur Inhibition des Glycanabbaus

Um eine mdgliche Inhibition des identifizierten, enzymatischen Glycanabbaus zu untersuchen,
wurde eine Messreihe durchgeflhrt, bei der ein Teil der Speichelprobe jeweils chemisch bzw.
thermisch behandelt wurde. Hierfir wurden zun&chst etwa 35 mL Speichel (Proband:
mannlich, 29 Jahre) entnommen und auf einem Vortex Mixer homogenisiert. AnschlieBend
wurden vier Aliquote mit je 8 mL erstellt. Zwei Aliquote dienten als Positiv- bzw.
Negativkontrolle und wurden ohne weitere Behandlung direkt bzw. nach einer Inkubation von
23 Stunden bei 21 °C eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. Die anderen beiden
Aliquote wurden hinsichtlich zwei mdglicher Inhibitionsmechanismen fir den enzymatischen
Glycanabbau getestet: Denaturierung durch chaotrope Reagenzien und Denaturierung durch
thermische Energie. Daflir wurde das eine Aliquot mit Harnstoff versetzt (Endkonzentration:
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6 M) und das andere Aliquot fir 17 Minuten bei 96 °C (Temperatur des Wasserbades) erhitzt.
AnschlieBend erfolge ebenfalls eine Inkubation fir 23 Stunden bei 21 °C mit anschlieBender
Einfrierung und Lagerung bei -80 °C. Alle Proben wurden dann parallel entsprechend
Kap. 3.2.2 aufgearbeitet.

3.2.2 Isolierung von PIP aus humanem Speichel

Far die Isolierung von PIP werden vor allem chromatographische Methoden wie der
GréBenausschluss- und der Anionenaustauschchromatographie sowie die Kombination dieser
beiden Methoden eingesetzt.l'%! Im Rahmen dieser Arbeit wurde PIP ausschlieBlich tber eine
GréBenausschlusschromatographie gereinigt.

Aufgrund der hohen Viskositdt von humanem Speichel war eine direkte Analyse des
Probenmaterials nicht mdglich. Der Speichel musste deshalb vor der chromatographischen
Reinigung aufgearbeitet werde. Hierfir wurden die Speichelproben, welche nach der
Probenahme bei -80 °C gelagert wurden, zunachst bei Raumtemperatur aufgetaut und
anschlieBend 30 Minuten zentrifugiert (5000 g, 4 °C). Der erhaltene Uberstand wurde in 1 mL-
Fraktionen aliquotiert und mithilfe der SpeedVac lyophilisiert. Die Lyophilisate wurden in je
50 yL einer 1 M Harnstoffldsung gelést, vereinigt und erneut zentrifugiert (20000 g, 4 °C,
15 min). AbschlieBend wurde der Uberstand durch einen Zentrifugenfilter (Spin-X Centrifuge
Tube Filter, 0.22 um, Celluloseacetat) filtriert (10000 g, 4 °C). Das Filtrat wurde nun
chromatographisch gereinigt.

Fir die GrdéBenausschlusschromatographie wurde eine Superdex 75-Sdule der Fa. GE
Healthcare und eine HPLC-Anlage der Fa. Merck Hitachi (LaChrom-Serie L-7xxx) verwendet.
Als Laufmittel diente ein 10 mM Tris-Puffer (inkl. 100 mM NaCl, pH 8.0), wobei jeder Lauf
isokratisch mit einer Flussrate von 150 pL/min durchgefihrt wurde. Das Eluat wurde mit
300 pL pro Fraktion fraktioniert. AnschlieBend wurden die Fraktionen mittels MALDI auf die
Anwesenheit von PIP untersucht. Alle PIP enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und

lyophilisiert.

3.2.3 Isolierung von B2GPIl aus humanem Blutplasma

Die Blutplasmaproben (Plasma E - Plasma AD; ohne I, U, V, X, Y, AB) wurden vom
Zentralinstitut fur Transfusionsmedizin GmbH erhalten. Die Blutgruppe sowie Alter und
Geschlecht der Spender sind in Tab. 5 aufgefiihrt. Alle Plasmaproben wurden in 1.5 mL- oder
2 mL-Aliquoten bei -80 °C gelagert.
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Tab. 5: Probenbezeichnung und Informationen zu den Blutplasmaproben.

Probenbezeichnung Geschlecht Alter Blutgruppe
Plasma E M 26 B
Plasma F M 19 nicht bekannt
Plasma G M 58 A
Plasma H M 60 A
Plasma J W 21 0
Plasma K W 48 A
Plasma L W 51 AB
Plasma M M 45 B
Plasma N M 21 0
Plasma O M 54 A
Plasma P W 28 A
Plasma Q M 24 B
Plasma R M 55 B
Plasma S M 46 A
Plasma T M 47 B
Plasma W M 22 A
Plasma Z M 38 A
Plasma AA M 27 0

Plasma AC M 66 A
Plasma AD M 46 A

Die Isolierung von B2GPI aus humanem Blutplasma erfolgte mithilfe einer Fallung mittels
Polyethylenglycol (PEG) und anschlieBender Heparin-Affinitdtschromatographie. Zunéchst
wurden 1.5 mL Blutplasma mit 6 mL Phosphat-Puffer (10 mM, pH 6.8) versetzt und danach
tropfenweise 4.5 mL einer PEG4000-Lésung (40%, w/v) hinzugegeben. Der Fallungsansatz
wurde wahrend der Zugabe in einem Eisbad gekuhlt. Nach der vollstandigen Zugabe der PEG-
Lésung wurde der Ansatz far 30 Minuten bei 4 °C gelagert und anschlieBend zentrifugiert
(7000 g, 4 °C, 30 min). Der entstandene Feststoff wurde einmal mit einer PEG4000-Lésung
(15% in Phosphat-Puffer) gewaschen und in 1.5mL Tris-Puffer (20 mM, pH 8.0)
aufgenommen. Der Ansatz wurde in zwei Aliquote mit je 750 uL aufgeteilt und bei -80 °C
gelagert.

Fir die anschlieBende chromatographische Reinigung wurde ein Aliquot der PEG-Féllung
aufgetaut und zentrifugiert (20000 g, 4 °C, 15 min). Der Uberstand wurde dann fiir die
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Chromatographie verwendet, bei der eine Heparin-Saule der Fa. GE Healthcare und eine
HPLC-Anlage der Fa. Merck Hitachi (LaChrom-Serie L-7xxx) eingesetzt wurde. Als Laufmittel
A diente ein Tris-Puffer (20 mM, pH 8.0) und als Laufmittel B wurde ein Natriumchlorid-haltiger
Tris-Puffer (20 mM, 700 mM NaCl, pH 8.0) verwendet. Die Flussrate betrug 600 uL/min und
es wurde folgender Gradient verwendet: 0 min, 0% B; 5 min, 0% B; 35 min, 20% B; 85 min,
50% B; 90 min, 75% B; 93 min, 75% B; 95 min, 0% B; 100 min, 0% B. Das Eluat wurde mit
400 pL pro Fraktion fraktioniert. Die B2GPI-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und
lyophilisiert.

Um eventuelle auftretende Stérungen bei der lonisierung oder bei spateren, enzymatischen
Spaltungen aufgrund der hohen Salzkonzentration zu verhindern, wurde das Lyophilisat
mithilfe von Zentrifugenfiltern (Amicon® Centrifugal Filters, 3K, Cellulose) gegen bidestilliertes
Wasser dialysiert. Das Dialysat wurde erneut lyophilisiert.

Es wurde zunéachst eine bereits gereinigte B2GPI-Probe von der Fa. Merck erworben und
analysiert, um néhere Informationen bezlglich der Glycosylierung von B2GP| und Referenzen
hinsichtlich der physikalisch-chemischen Eigenschaften wie beispielsweise das
Elutionsverhalten zu erhalten. Fir diese Probe war keine Reinigung nétig.

3.3 Enzymatische Spaltungen

Um die Glycosylierung sowie die durch SNPs verursachten Veradnderungen der
Aminosduresequenz ndher zu untersuchen wurden wahrend dieser Arbeit verschiedene
Experimente mit enzymatischen Spaltungen durchgeflihrt Die experimentelle Durchflihrung
der enzymatischen Spaltungen wird im Folgenden separat beschrieben.

3.3.1 Enzymatische Spaltung mit Trypsin

Zur naheren Analyse des von der Fa. Merck KGaA erworbenen B2GPI wurde ein tryptischer
Verdau durchgefihrt. Hierfir wurden 50 puL Proteinlésung (c = 0.2 mg/mL, 222 pmol)
lyophilisiert und anschlieBend in 20 pL einer 6 M Harnstofflésung gelést. Zur Denaturierung
und Reduktion der Disulfidbriicken wurden 2 uL 100 mM Dithiothreitol-L6sung hinzugegeben
und 10 Minuten bei 60 °C inkubiert. Um eine erneute Oxidation der Thiolgruppen zu
verhindern, wurden diese mit lodacetamid geschitzt. Hierzu wurde die Reaktionslésung mit
2 uL 300 mM lodacetamid-L6sung versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss reagieren lassen. Nach der Zugabe von 140pL eines 50 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffers (pH 8.3) wurde die Lésung mit 1 pL Trypsin-Lésung
(c =0.25 pg/pL, 9.4 pmol) versetzt und 17 Stunden bei 37 °C inkubiert.
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Fir die LC-MS/MS-Messung wurden 66 pL der Reaktionslésung abgenommen und mit 4 pL

Ameisensaure (2%) versetzt.

Zur naheren Analyse von auftretenden Verdnderungen der Aminosduresequenz wurden
ebenfalls tryptische Verdaue von aus Blutplasma isoliertem B2GPI durchgefihrt. Hierfir wurde
das nach Kap. 3.2.3 erhaltene Lyophilisat in 330 uL Wasser gelést. Ein Drittel dieser Lésung
wurde fiir die LC-MS-Messung des intakten Proteins verwendet. Die restlichen zwei Dirittel
wurden erneut lyophilisiert. Die Durchfihrung des tryptischen Verdaus ist oben bereits
beschrieben, wobei abweichend 40 uL 6 M Harnstofflésung und 280 L
50 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer verwendet wurden. Es wurden 100 pyL des
Verdaus fir die LC-MS/MS-Messung eingesetzt.

3.3.2 Enzymatische Spaltung mit Thermolysin

Zwischen den Glycosylierungsstellen Asn-183 und Asn-193 ist keine Schnittstelle fir Trypsin
vorhanden, weshalb nur Peptide erhalten werden, welche zwei Glycane tragen. Um dennoch
eine hinsichtlich der Glycosylierungsstellen positionsspezifische Analyse zu ermdglichen,
wurde fUr eine weitere enzymatische Spaltung die Protease Thermolysin verwendet. Der
Thermolysin-Verdau wurde ausschlieBlich mit dem erworbenen B2GPI (Fa. Merck)
durchgefihrt. Hierfar wurden 50 pL B2GPI-Lésung (c = 0.2 mg/mL, 222 pmol) lyophilisiert und
anschlieBend in 20 uL 6 M Harnstofflésung geldst. Die Denaturierung des Proteins, die
Reduktion der Disulfidoricken und die Alkylierung wurden analog zum tryptischen Verdau
(Kap. 3.3.1) vorgenommen. Die nachfolgenden Schritte wurden mit 12puL der
Reaktionslésung durchgefihrt. Nach der Zugabe von 150puL eines 50 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffers (pH 7.5, 5 mM CaCl.) wurde die Probe mit 2 L
Thermolysin-Lésung (c = 0.1 pg/uL, 5.5 pmol) versetzt und 16 Stunden bei 65 °C inkubiert.

Far die LC-MS/MS-Messung wurde die gesamte Ldsung lyophilisiert und der Rickstand in
100 pL 0.1% Ameisensaure aufgenommen.

3.3.3 Enzymatische Spaltung mit der Endoproteinase GluC

Zur Verifizierung maoglicher Aminosdureaustausche des isolierten B2GPI wurde eine
enzymatische Spaltung mit der Endoproteinase GIuC (GluC-Verdau) durchgefihrt. Fir den
GluC-Verdau wurde das nach Kap. 3.2.3 erhaltene Lyophilisat in 330 uL Wasser gel6st. Ein
Drittel dieser Lésung wurde flr die LC-MS-Messung des intakten Proteins verwendet. Die
restlichen zwei Drittel wurden erneut lyophilisiert. AnschlieBend erfolgte eine analog zu
Kap. 3.3.1 durchgeflihrte Denaturierung des Proteins (40 pL Harnstofflésung), Reduktion der
Disulfidbriicken und Alkylierung. Nach der Zugabe von 300 uL PBS-Puffer (pH 7.4) wurde der
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Ansatz mit 20 uL GluC-Lésung (¢ = 0.1 pg/ulL) versetzt und fir 22 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Es wurden 100 uL des Verdaus fir die LC-MS/MS-Messung eingesetzt.

3.4 LC-MS-Messungen

Die LC-MS-Messungen wurden mit einem ESI-Quadrupol/ Time-of-Flight-Massenspektrometer
(ESI-g/TOF-MS, maXis) der Fa. Bruker Daltonik mit einer vorgeschalteten UHPLC (Ultimate
3000) der Fa. Dionex durchgefiihrt. Als Saulen wurden Cg- und Cig-Umkehrphasenséulen
verwendet (Kap. 3.1.1).

Vor den Messungen wurde das Massenspektrometer Gber die direkte Injektion eines Tuning
Mix (ES-TOF Tuning Mix, Fa. Agilent Technologies) kalibriert. Diese Kalibrier-Lésung enthalt
Phosphazine unterschiedlicher Massen (Tab.6). Es wurde eine Enhanced-Quadratic-
Kalibrierung durchgefihrt. Des Weiteren wurde eine Lock-mass-Kalibrierung als
Einpunktkorrektur vorgenommen. Hierzu diffundierte wahrend der Messung der Lock-mass-
Kalibrant (622.029 Da) kontinuierlich in die lonenquelle. Fir eine nachtrégliche interne
Kalibrierung der Spektren wurde am Anfang jeder Messung ein Kalibriersegment geschaltet,
bei dem eine geringe Menge des Tuning Mix direkt injiziert wurde.

Tab. 6: Phosphazine der Kalibrierlésung ES-TOF Tuning Mix.

Summenformel Masse [Da]
CeH19N30sP3 322.048
C12H19F12N3O6P3 622.029
C1sH19F24N30O6P3 922.010
C24H19F36N306P3 1221.991
CsoH19F48N3OsP3 1521.972
CasH19Fs0N3O6P3 1821.952
Ca2H19F72N306P3 2121.933
CasH19F84N306P3 2421.914

Um ein besseres S/N-Verhdltnis zu erhalten, wurden die Spekiren U(ber den
Retentionszeitbereich der entsprechenden Proteine summiert. Bei der Messung intakter
Proteine wurde auBBerdem das erhaltene Spektrum mit einem MaxEnt-Algorithmus (Maximum

Entropy von Bruker Daltonik) dekonvoliert.

Far die unterschiedlichen Glycoproteine wurden verschiedene LC- und MS-Methoden
verwendet. AuBerdem mussten fir das gleiche Glycoprotein teilweise die Methoden geéndert
werden, da das verwendete ESI-q/TOF-Spektrometer ein Hardware- und Software-Update
erhalten hat. In den folgenden Kapiteln werden daher die Methodenparameter der
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unterschiedlichen Intaktmessungen sowie der LC-MS/MS-Messungen der enzymatischen
Verdaue separat aufgefihrt.

3.4.1 Messung der intakten Proteine
3.4.1.1 Messung des erworbenen B2GPI

Fir die LC-MS-Messung des intakien Proteins wurden 15puL einer B2GPI-Ldsung
(c = 0.2 mg/mL) mit 45 puL 0.15% Ameisensédure versetzt. Von dieser Losung wurden 40 uL far
die LC-MS-Analyse verwendet.

Die chromatographische Trennung erfolgte auf einer Cs-Umkehrphasensaule (Aeris
WIDEPORE XB-C8) der Fa. Phenomenex mit einer Flussrate von 250 yuL/min und einer
Temperatur von 60 °C. Als Laufmittel A wurde Wasser mit 0.1% Ameisensaure und als
Laufmittel B Acetonitril mit 0.1% Ameisenséaure verwendet. Die Trennung wurde mit folgendem
Gradienten durchgefihrt: 0 min, 8% B; 33 min, 60% B; 35 min, 95% B; 37 min, 95% B; 38 min,
2% B; 40 min, 2% B.

Fur die LC-MS-Analyse wurden folgende Parameter verwendet: Spectra Rate: 0.8 Hz; lon
Polarity: positive; Range: 500-4498 (m/z); Dry Gas: 7.0 L/min; Dry Heater. 200 °C; Nebulizer:
4.0 bar; Capillary: 4500 V; ISCID: 120 eV.

3.4.1.2 Messung des aus Blut isolierten B2GPI

Fir die LC-MS-Messung wurde das nach Kap. 3.2.3 erhaltene Lyophilisat in 330 uL Wasser
geldst. Das Injektionsvolumen betrug 100 pL.

Die chromatographische Trennung erfolgte auf einer Cs-Umkehrphasensaule (Aeris
WIDEPORE XB-C8) der Fa. Phenomenex mit einer Flussrate von 250 uL/min und einer
Temperatur von 60 °C. Als Laufmittel A wurde Wasser mit 0.1% Ameisensdure und als
Laufmittel B Acetonitril mit 0.1% Ameisensaure verwendet. Die Trennung wurde mit folgendem
Gradienten durchgefiihrt: 0 min, 8% B; 33 min, 60% B; 35 min, 95% B; 37 min, 95% B; 38 min,
2% B; 40 min, 2% B.

Far die LC-MS-Analyse wurden folgende Parameter verwendet: Spectra Rate: 0.5 Hz; lon
Polarity: positive; Range: 800-5000 (m/z); Dry Gas: 9.0 L/min; Dry Heater. 200 °C; Nebulizer:
4.0 bar; Capillary: 4500 V; ISCID: 120 eV.
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3.4.1.3 Messung des aus Speichel isolierten PIP

Fir die LC-MS-Messung wurde das nach Kap. 3.2.2 erhaltene Lyophilisat in 110 uL Wasser
gelést, wovon 100 L injiziert wurden.

Die chromatographische Trennung erfolgte auf einer Cs-Umkehrphasensdule (Aeris
WIDEPORE XB-C8) der Fa. Phenomenex mit einer Flussrate von 250 uL/min und einer
Temperatur von 60 °C. Als Laufmittel A wurde Wasser mit 0.1% Ameisensdure und als
Laufmittel B Acetonitril mit 0.1% Ameisensaure verwendet. Die Trennung wurde mit folgendem
Gradienten durchgefihrt: 0 min, 5% B; 5 min, 5% B; 34 min, 60% B; 35 min, 95% B; 37 min,
95% B; 38 min, 5% B; 40 min, 5% B.

Fir die LC-MS-Analyse wurden folgende Parameter verwendet: Spectra Rate: 0.5 Hz; lon
Polarity: positive; Range: 800-5000 (m/z); Dry Gas: 9.0 L/min; Dry Heater. 200 °C; Nebulizer:
4.0 bar; Capillary: 4500 V; ISCID: 120 eV.

3.4.2 Messung der enzymatischen Spaltungen
3.4.2.1 Messung der tryptischen Verdaue des erworbenen B2GPI

Fir die Analyse der tryptischen Peptide des erworbenen B2GPI wurden zwei LC-MS-
Messungen durchgefihrt, wobei die erste Messung lediglich zur Identifizierung der
(Glyco-)Peptide diente, wahrend die zweite zur Verifizierung der Glycopeptide mittels MS/MS-

Daten herangezogen wurde.

Far die LC-MS(/MS)-Messungen wurden 66 pL des tryptischen Verdaus (Kap. 3.3.1) mit 4 pL

2% Ameisenséaure versetzt und injiziert.

Die chromatographische Trennung der LC-MS-Messung (ohne MS/MS) erfolgte auf einer Cys-
Umkehrphasenséaule (Kinetex) der Fa. Phenomenex mit einer Flussrate von 250 pL/min und
einer Temperatur von 50 °C. Als Laufmittel A wurde Wasser mit 0.1% Ameisensaure und als
Laufmittel B Acetonitril mit 0.1% Ameisensaure verwendet. Die Trennung wurde mit folgendem
Gradienten durchgefihrt: 0 min, 2% B; 60 min, 40% B; 63 min, 90% B; 65 min; 90% B; 67 min,
2% B; 70 min, 2% B.

Fir die LC-MS-Analyse (ohne MS/MS-Daten) wurden folgende Parameter verwendet: Spectra
Rate: 1.0 Hz; lon Polarity: positive; Range: 50-2500 (m/z); Dry Gas: 9.0 L/min; Dry Heater.
200 °C; Nebulizer: 3.5 bar; Capillary: 5000 V.
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Die chromatographische Trennung der LC-MS/MS-Messung erfolgte auf einer Cys-
Umkehrphasensaule (Kinetex) der Fa. Phenomenex mit einer Flussrate von 300 puL/min und
einer Temperatur von 40 °C. Als Laufmittel A wurde Wasser mit 0.1% Ameisensaure und als
Laufmittel B Acetonitril mit 0.1% Ameisensaure verwendet. Die Trennung wurde mit folgendem
Gradienten durchgefihrt: 0 min, 2% B; 5 min, 2% B; 25 min, 10% B; 33 min, 15% B; 40 min,
100% B; 45 min, 100% B; 48 Minuten, 2% B; 60 Minuten, 2% B.

Fir die LC-MS-Analyse mit MS/MS-Daten wurden folgende Parameter verwendet: Spectra
Rate: 1.0 Hz; lon Polarity: positive; Range: 100-2970 (m/z); Dry Gas: 9.0 L/min; Dry Heater.
200 °C; Nevbulizer. 3.5 bar; Capillary: 5000 V; Number of Precursors: 3; Exclude Mass List:
<500, 621-624; Exclusion Activation. 5 Spectra; Collision Energy. max. 50 eV; Absolute
Threshold: 1000 cts; Precursorladung: 2+, 3+, 4+.

3.4.2.2 Messung der tryptischen Verdaue des isolierten B2GPI

Far die LC-MS/MS-Messungen des tryptischen Verdaus des isolierten B2GPI (Kap. 3.3.1)
wurden 100 pL des Ansatzes injiziert.

Die chromatographische Trennung erfolgte auf einer Cis-Umkehrphasensdule (Aeris
WIDEPORE XB-C18) der Fa. Phenomenex mit einer Flussrate von 250 yuL/min und einer
Temperatur von 60 °C. Als Laufmittel A wurde Wasser mit 0.1% Ameisensaure und als
Laufmittel B Acetonitril mit 0.1% Ameisensaure verwendet. Die Trennung wurde mit folgendem
Gradienten durchgefihrt: 0 min, 5% B; 5 min, 5% B; 50 min, 55% B; 51 min, 95% B; 56 min,
95% B; 57 min, 5% B; 60 Minuten, 5% B.

Fir die LC-MS/MS-Analyse wurden folgende Parameter verwendet: Spectra Rate: 1.0 Hz; lon
Polarity: positive; Range: 100-2500 (m/z); Dry Gas: 9.0 L/min; Dry Heater. 200 °C; Nebulizer:
4.0 bar; Capillary: 4500 V; Number of Precursors: 3; Exclude Mass List. <500, 621-624;
Exclusion Activation: 5 Spectra; Collision Energy: max. 50 eV; Absolute Threshold: 500 cts;
Precursorladung: 2+, 3+, 4+.

3.4.2.3 Messung der Thermolysin-Spaltung des erworbenen
B2GPI

Fir die LC-MS/MS-Messung der enzymatischen Spaltung des erworbenen B2GPIl mit
Thermolysin wurde der durchgefiihrte Verdau (Kap. 3.3.2) lyophilisiert, anschlieBend in
100 pL 0.1% Ameisensdure aufgenommen und vollstandig injiziert.
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Die chromatographische Trennung erfolgte auf einer Cis-Umkehrphasensaule (Kinetex) der
Fa. Phenomenex mit einer Flussrate von 300 uL/min und einer Temperatur von 40 °C. Als
Laufmittel A wurde Wasser mit 0.1% Ameisensaure und als Laufmittel B Acetonitril mit 0.1%
Ameisensaure verwendet. Die Trennung wurde mit folgendem Gradienten durchgefuhrt: 0 min,
2% B; 5 min, 2% B; 30 min, 10% B; 45 min, 35% B; 47 min, 100% B; 50 min, 100% B; 52 min,
2% B; 60 min, 2% B

Fir die LC-MS-Analyse wurden folgende Parameter verwendet: Spectra Rate: 1.0 Hz; lon
Polarity: positive; Range: 100-2970 (m/z); Dry Gas: 9.0 L/min; Dry Heater. 200 °C; Nebulizer:
3.5 bar; Capillary: 5000 V; Number of Precursors: 3; Exclude Mass List. <500, 621-624;
Exclusion Activation: 5 Spectra; Collision Energy: max. 50 eV; Absolute Threshold: 1000 cts;
Precursorladung: 2+, 3+, 4+.

3.4.2.4 Messung der GluC-Verdaue des isolierten B2GPI

Far die LC-MS/MS-Messungen des GluC-Verdaus des isolierten B2GPI (Kap. 3.3.3) wurden
100 pL des Ansatzes injiziert.

Die chromatographische Trennung erfolgte auf einer Cis-Umkehrphasensaule (Aeris
WIDEPORE XB-C18) der Fa. Phenomenex mit einer Flussrate von 250 puL/min und einer
Temperatur von 60 °C. Als Laufmittel A wurde Wasser mit 0.1% Ameisensaure und als
Laufmittel B Acetonitril mit 0.1% Ameisenséure verwendet. Die Trennung wurde mit folgendem
Gradienten durchgefihrt: 0 min, 5% B; 5 min, 5% B; 50 min, 55% B; 51 min, 95% B; 56 min,
95% B; 57 min, 5% B; 60 Minuten, 5% B.

Fir die LC-MS/MS-Analyse wurden folgende Parameter verwendet: Spectra Rate: 1.0 Hz; lon
Polarity: positive; Range: 150-2500 (m/z); Dry Gas: 9.0 L/min; Dry Heater. 200 °C; Nebulizer:
4.0 bar; Capillary: 4500 V; Number of Precursors: 3; Exclude Mass List. <500, 621-624;
Exclusion Activation: 3 Spectra; Collision Energy: max. 50 eV; Absolute Threshold: 500 cts;
Precursorladung: 2+, 3+, 4+.

3.5 Auswertung der Spektren

Aufgrund der vier vorhandenen Glycosylierungsstellen bei B2GPI sowie der Uberlagerungen
mehrerer Glycoformen bei PIP weisen die Massenspektren der intakten Proteine eine hohe
Komplexitat auf, sodass eine manuelle Auswertung sehr schwierig ist. Die genaue Auswertung
wurde mithilfe der Software Matlab vorgenommen. Die enzymatischen Verdaue wurden

manuell ausgewertet.
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3.5.1 Matlab-unterstitzte Analyse der intakten Glycoproteine

Das verwendete Matlab-Skript wurde auf Grundlage eines von Prof. Dr. Bernd Meyer
verfassten Skriptes fir einfach glycosylierte Proteine von Dr. Alena Wiegandt fir die
Anwendung auf vierfach glycosylierte Antikérper erweitert (Universitdt Hamburg, IOCh, 2013).

Das Matlab-Skript ist in der Lage, ein durch einen least-square-Algorithmus an die
experimentellen Daten angeglichenes theoretisches Spektrum zu generieren und die Differenz
dieser beiden zu bilden. Das Skript ist fir Glycoproteine mit einer, zwei oder vier
Glycosylierungsstellen ausgelegt. Das theoretische Spektrum wird durch die Angabe der
genauen Summenformel des Proteins, der Information der chemischen Zusammensetzung
des Glycans und der in Matlab hinterlegten Isotopenverteilung der Elemente berechnet. Fir
jede Glycoform ergibt sich somit ein spezifisches Isotopenmuster bzw. ein Spektrum mit nur
einem isotopenaufgeldésten Signal. Durch die gewichtete Linearkombination dieser einzelnen
Spektren ergibt sich ein theoretisches Massenspektrum, welches dem experimentellen
Spektrum angepasst wird. Hierbei wird das Prinzip der kleinsten Abweichungsquadrate (/east
square) benutzt. Die Koeffizienten, welche zur Gewichtung bei der Linearkombination
verwendet werden, dienen als MaR3 der Quantitat der einzelnen Glycoformen.

Das Skript benétigt als /nput-Dateien eine txt-Datei mit den xy-Daten des experimentellen
Spektrums und eine xls-Datei, welche eine Liste der Glycane beinhaltet, die das Skript flr die
mathematische Anpassung berlicksichtigen soll. Des Weiteren muss innerhalb des Skripts die
Proteinsequenz definiert werden. Es kdnnen hier auch mehrere Sequenzen eingegeben
werden, sodass eventuelle Modifikationen des Proteins wie beispielsweise SNPs erfasst
werden kénnen. Mit der Eingabe Reduce=True/False wird bestimmt, ob das Protein eine oder
mehrere Glycosylierungsstellen aufweist. Bei mehreren Glycosylierungsstellen werden alle
moglichen Kombinationen der vorgegebenen Zucker berechnet. Mit den Einstellungen
cons_neutral_ox, cons_na und cons_k kdnnen auch mdégliche Oxidationen und Natrium- bzw.
Kalium-Addukte berlicksichtigt werden. Weitere Einstellungsmdglichkeiten sind die Anzahl der
Disulfidbriicken (Disulfides=n) und die Angabe eines Lower-bound-Wertes (Ib_value), welcher
den Minimalwert der Koeffizienten darstellt. Neben den konstanten Parametern missen der
Shift und die Linienbreite der Signale bei jeder Anpassung manuell optimiert werden. Diese
Optimierung wird durch die visuelle Betrachtung der Ubereinstimmung zwischen dem
theoretischen und dem experimentellen Spektrum erreicht. Bei den Analysen von intaktem
B2GPI konnten aufgrund der hohen Masse des Glycoproteins und der daraus resultierenden
geringen Auflésung der Spektren der Shift und Linienbreite konstant gehalten werden.
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Die fir die Anpassung mithilfe von Matlab verwendeten Parameter fir die Glycoproteine
B2GPI und PIP sind in Tab. 7 dargestellt. Die Verwendung mehrerer Summenformeln wurde
nur bei Spektren vorgenommen, bei denen eine partielle Veranderung der Sequenz durch

beispielsweise Aminosaureaustausche vorlag.

Tab. 7: Verwendete Parameter fiir die Matlab-unterstiitzte Analyse von PIP und B2GPI. Da beide
Proteine verschiedene Veranderungen ihrer Primarsequenz durch Aminosaureaustausche aufweisen,
wurden die Anpassung teilweise mit mehreren Summenformeln durchgefihrt. Die Angaben in
Klammern zeigen hierbei den beriicksichtigten Austausch an. Fir ein sehr gutes Ergebnis bei der
mathematischen Anpassung ist eine manuelle Optimierung des Shift und der Linienbreite nétig. Der
jeweils verwendete Bereich, in welchem diese Parameter zu finden waren, ist in Klammern angegeben.
Aufgrund der geringen Aufldsung der Intaktspektren von B2GPI konnten der Shift und die Linienbreite
hier konstant gehalten werden.

B2GPI PIP

Summenformel C1621H2479N4190474S26 Ce12Hoe6N1540179Ss
Ci622H2481N4190474S26 (V266L)  Ce13Hos5N1550178S5 (Q79H)

C1622H2480N4200474S26 (S107N)

Anzahl der Glycosylierungsstellen 4 1

Disulfides 11 2

Ib_value 0 0

Shift 0 Variabel (£ 0.1)
Linienbreite 0.5 (isoliert) 1.0 (erworben) Variabel (0.135 - 0.255)

Fir die Berechnung wurden bei B2GPI alle Glycane verwendet, welche mithilfe der
enzymatische Verdaue des erworbenen Proteins identifiziert werden konnten (Tab. 9 in
Kap. 4.1.2). Die bei PIP bertcksichtigten Glycane sind im Anhang in Tab. 16 dargestellt.

3.5.2 Auswertung der enzymatischen Spaltungen von B2GPI

Die enzymatischen Spaltungen mit Trypsin des erworbenen B2GPl wurde manuell
ausgewertet, wobei alle Signale mit einer absoluten Intensitdt von 1000 cts oder héher
berlcksichtigt wurden. Die Spektren wurden durch Summierung Uber bestimmte
Retentionszeitbereiche des TICs erhalten. Die Peptidmassen flr die einfach bis flnffach
geladenen Zustande wurden mithilfe des SequenceEditor generiert. Hierbei wurde die
Mdglichkeit von bis zu 5 Partial (Auslassen potentieller Schnittstellen) und die
Carbamidomethylierung  berilcksichtigt. Die  Glycopeptide  wurden  mithilfe  der
GlycoWorkbench zugeordnet. Hierfir wurden von den entsprechenden Massen aus dem
Spektrum die bekannten Peptidmassen unter Berlicksichtigung einer Kondensationsreaktion
abgezogen, sodass die Masse des freien Glycans erhalten wurde. Mit der GlycoWorkbench
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wurden die Datenbanken CFG (Consortium for Functional Glycomics), Carbbank, GlycomeDB
und Glycosciences nach Strukturen mit den errechneten Massen durchsucht (Abb. 8). Da in
den Massenspektiren keine signifikanten Addukt-lonen mit Natrium oder Kalium beobachtet
werden konnten, wurden diese flr die Suche ausgeschlossen. Bei dem tryptischen Verdau
von B2GPI entstand ein Glycopeptid, welches zwei Glycosylierungsstellen aufwies. Nach
analoger Berechnung der Glycanmasse, wobei es sich hierbei um eine Glycankombination
aus zwei Oligosacchariden handelt, wurden mithilfe der GlycoWorkbench mdgliche
Glycankompositionen bestimmt (Abb. 9).

Megative mode Meutral exchanges
Max # H ions 15

Max # Ma ions 0 7 Maxex. Na ions

Max # Li ions 0 7 Maxex Liions

Max # K ions 0 7 MaxexKions

Max # charges 15

Accuracy 20 Da v

Abb. 8: Einstellung der Struktursuche mithilfe der GlycoWorkbench.

Min Max Min Max

Pentose Pen ied B Hexuronic Acid HexA 0 0

Hexose Hex 6 oll1s 2 Dehydre Hexuronic Acid dHexA 02 0
Heptose Hep 0707 N-Glycolyl Neuraminic Acid MNeuSGe 0 i
Hexosamine HexN g 2 MnEs N-Acetyl Neuraminic acid NeuSAc 0T 87
N-Acetyl Hexosamine HexNAc 4 Zlls 2 Lactonized Neu5Gc NeudGe-Lac ' s ' M
Deoxy-Pentose dPen [ e [l B T Lactonized NeuSAc MeuSAc-Lac [ ks |
Deoxy-Hexose dHex ol 23 *Dd KDO e 02
DiDeoxy-Hexose ddHex (1 0 =/ KDN KDN s ' B
Methyl-Hexose MeHex 02 0 7 Muramic Acid Mur 02 0'c
Other residue orl 0oz 0 = Solphate S 0z o
Other residue or2 [ 0 7| Phosphate P [ e ' S
Other residue Qr3 | B 0 7 Acetate Ac 07 0
COrl name g mass Pyruvate Pyr 02 [ s
Or2 name Or2 mass ) Phosphocholine PC 0 e

0r3 name Or3 mass

Abb. 9: Einstellung der Kompositionssuche mithilfe der GlycoWorkbench.
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Neben der Zuordnung der Signale aus dem Spektrum wurde ebenfalls nach Glycopeptiden
bekannter Zucker gesucht. Hierzu wurden die EICs der Glycopeptide mit den
Glycankompositionen Hexs.7HexNAcs.sdHexo-1iNeuAco.s generiert, sodass nahezu alle
fucosylierten und unfucosylierten bi-, tri- und tetraantennaren Glycane mit einem variierenden
Gehalt an terminalen Sialinsauren und der Mdglichkeit einer Trunkierung berlcksichtigt
wurden. Des Weiteren wurden die erhaltenen MS/MS-Spekiren nach typischen
Fragmentmassen flr Oligosaccharide durchsucht (Tab. 8).

Tab. 8: Fragmentmassen und Massenabstande der Fragmentierung von Oligosacchariden.

Fragmentmasse [Da] Massenabstéinde [Da] Komposition

147.0657 146.0579 dHex
163.0606 162.0528 Hex
204.0872 203.0794 HexNAc
292.1032 291.0954 NeuAc
325.1134 324.1056 Hexz
366.1400 365.1322 HexHexNAc
407.1668 406.1590 HexNAc2
487.1663 486.1585 Hexs
528.1928 527.1850 Hex2HexNAc
657.2354 656.2276 NeuAcHexHexNAc
690.2456 689.2378 HexsHexNAc

Die manuelle Analyse der LC-MS-Messung der enzymatischen Spaltung mit Thermolysin
wurde analog zur Auswertung des tryptischen Verdaus durchgefiihrt.

Die tryptischen Verdaue sowie die enzymatischen Spaltungen mit der Endoproteinase-GluC
vom isolierten B2GPI dienten im Rahmen dieser Arbeit nicht zur ndheren Analyse des
Glycosylierungsmusters. Die Experimente wurden insbesondere zur Identifikation
verschiedener Proteinspezies durchgefihrt, die unter anderem durch von SNPs verursachte
Aminosaureaustausche hervorgerufen werden. Es wurden daher zur Analyse verschiedene
EICs bestimmter m/z-Verhéltnisse generiert und zwischen den Proben mit unterschiedlichen
genetischen Varianten verglichen. In den entsprechenden Abschnitten des Ergebnisse- und
Diskussionsteils wird auf die EICs und deren Bedeutung jeweils naher eingegangen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Suche nach Biomarkern fir Krebs und andere schwerwiegende Krankheiten ist ein
wichtiges Forschungsgebiet im Bereich der Medizin. Bis zum Jahr 2013 waren von der FDA
nur 18 Biomarker fir die Krebsdiagnostik zugelassen, und auch die Bildung des Biomarker
Qualification Program, welches dem Sonderfall des Biomarkers in einem auf Medikamente
ausgelegtem System gerecht werden soll, flhrte in den letzten finf Jahren nur zu drei neuen
Biomarkern auf der List of Qualified Biomarkers. Es ist demnach eine schnelle und effiziente
Analytik nétig, um potentielle Biomarker besser identifizieren und verifizieren zu kénnen.!?”! Die
meisten klinisch eingesetzten Biomarker weisen haufig eine geringe Sensitivitat und Spezifitat
auf. Meist wird nur die Konzentration des entsprechenden Proteins in Geweben oder
Kérperflissigkeiten bestimmt, wobei diese auch bei gutartigen Neubildungen oder bei
inflammatorischen Krankheiten erhéht sein kann. Es wird vermutet, dass eine abweichende
Proteinglycosylierung, welche eine der haufigsten und komplexesten Modifikationen von
Proteinen darstellt, mit Krebs korreliert, sodass durch die Analyse der Glycane Biomarker mit
erhbhter Spezifitdt entdeckt werden kdnnten.

Waéhrend dieser Arbeit wurden daher die beiden Glycoproteine Prolactin-inducible Protein
(PIP) und B2-Glycoprotein | (B2GPI) hinsichtlich ihres potentiellen Einsatzes als Glyco-basierte
Biomarker untersucht. In vorangegangenen Studien konnte bei beiden Proteinen eine erhdhte
Konzentration im Falle einer Krebserkrankung festgestellt werden. Aufgrund der geringen
Informationen bezlglich der Glycosylierung - insbesondere der Positionsspezifitat - von B2GPI
wurde zunachst eine positionsspezifische Analyse der Glycosylierungsstellen angestrebt.
Nach der Entwicklung einer geeigneten Isolierungsmethode aus humanem Blutplasma wurden
diese Ergebnisse zur massenspektrometrischen Analyse des intakten B2GPI von gesunden
Probanden verwendet.

Bei PIP aus Speichel konnten Wiegandt et al. zeigen, dass die Glycosylierung von gesunden
Individuen einen ungewohnlich hohen Fucosylierungsgrad aufweist.’!! Es konnten bi-, tri- und
tetraantennare Strukturen mit bis zu maximaler Besetzung von Fucosen identifiziert werden.
Mithilfe von NMR-spektroskopischen Analysen gelang die Zuordnung der Fucose-
Verknipfungen zum LewisY-Epitop (LeY). Dieses Epitop kann in den meisten Organen erst bei
einer Tumorerkrankung festgestellt werden. Aufgrund dieser Beobachtungen ist PIP im
Hinblick auf eine Korrelation des Glycosylierungsmusters mit verschiedenen Erkrankungen

von groBem Interesse.

34



Ergebnisse und Diskussion

4.1 Analyse der Glycosylierung von erworbenen B2GPI

Da Uber die genaue Glycosylierung von B2GPI vor allem hinsichtlich der Positionsspezifitat
wenig bekannt ist, wurde zunachst die genaue und positionsspezifische Analyse der Glycane
von erworbenen B2GPI angestrebt. Hierbei weist die Analyse intakter Proteine einige Vorteile
gegenlber der enzymatischer Spaltungen auf. Neben der einfachen Probenpraparation ist vor
allem die Méglichkeit eines schnellen und ganzheitlichen Uberblicks {iber die Modifikation
eines Proteins zu nennen. Die massenspekirometrische Analyse intakter Proteine stellt
aufgrund der hohen Massen einen groBen technischen Aufwand dar. Es ist eine hohe
Auflésung nétig, um verschiedene Proteinspezies oder das Isotopenmuster zu erkennen.
Treten mehrere Modifikationen gleichzeitig auf, kann das Spektrum eines intakten Proteins

sehr komplex werden.

Das wahrend dieser Arbeit untersuchte 45kDa-schwere B2GPl besitzt vier
Glycosylierungsstellen und ist somit ein Beispiel flr ein mehrfach modifiziertes Protein, das
zusatzlich ein hohes Molekulargewicht aufweist. Die LC-MS-Messungen wurden auf einem
ESI-g/TOF-Massenspektrometer durchgefiihrt, auf dem wegen der hohen Auflésung auch
Intaktspektren generiert werden konnten. Eine manuelle Analyse dieser Spektren ist aufgrund
der sehr groBen Anzahl verschiedener Glycankombinationen nahezu unmdglich. Durch die
Anwendung eines Matlab-Skriptes konnte dennoch eine Auswertung der Intaktspekiren
vorgenommen werden. Zur positionsspezifischen Analyse der Glycosylierung wurden
auBBerdem enzymatische Spaltungen mit den Proteasen Trypsin und Thermolysin durchgeflhrt
und die erhaltenen (Glyco-)Peptide analysiert.

4.1.1 Matlab-unterstitzte Analyse des intakten B2GPI

Die beiden folgenden Kapitel sind teilweise im Rahmen der von mir selbsténdig verfassten und
nicht veréffentlichten Masterarbeit (Universitdt Hamburg, IOCh, 2014) entstanden.

Das verwendete Matlab-Skript wurde auf Grundlage eines von Prof. Dr. Bernd Meyer
verfassten Skriptes fir einfach glycosylierte Proteine von Dr. Alena Wiegandt fir die
Anwendung auf vierfach glycosylierte Antikérper erweitert (Universitdt Hamburg, IOCh, 2013).

Far den Erhalt eines Referenzspektrums fir spatere Analysen des aus Blutplasma isolierten
B2GPI und zur ersten groben Analyse der Glycosylierung wurde zunachst eine LC-MS-
Messung des intakten Glycoproteins durchgefihrt. In Abb. 10 ist das erhaltene, summierte
(Retentionszeitbereich: 15.9-16.4 Minuten) Massenspekirum sowie das daraus generierte
dekonvolierte Spektrum gezeigt. Die Ladungszustande des Proteins erstrecken sich hierbei
von 24+ bis 12+, wobei der 19-fach geladene Zustand die héchste Intensitat aufweist. Im
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dekonvolierten Spektrum sind viele charakteristischen Massendifferenzen (Am/z = 146, dHex;
Am/z = 291, NeuAc; Am/z = 656, HexHexNAcNeuAc) zu erkennen, was auf eine gro3e Anzahl
unterschiedlicher Glycoformen schlieBen l&sst. Hierbei fallt vor allem die groBe Anzahl von
Fucose- und Sialinsdureabstédnden sowie die hohe RegelmaBigkeit innerhalb des Spektrums
auf, sodass insbesondere ein stark variierender Fucosylierungs- und Sialylierungsgrad zu
erwarten ist. Das Spektrum kann letztendlich in verschiedene Bereiche eingeteilt werden,
welche identische Glycosylierungsmuster aufweisen. Von den entsprechend intensivsten
Signalen in den Bereichen (m/z 45051, m/z 45707 und m/z 46363) sind jeweils die (negativen)
Massendifferenzen von einer bzw. zwei Sialinsduren zu finden. AuBerdem sind die zusatzlich
fucosylierten Varianten zu beobachten. Der Massenabstand der Bereiche (Am/z = 656) deutet
auf die Anwesenheit von hochantenndren Strukturen hin. Aufgrund der vier
Glycosylierungsstellen von B2GPI weist das Massenspekirum eine hohe Komplexitat auf,
sodass aus dem Intaktspektrum lediglich die Gesamtkomposition der vier Glycane ermittelt
werden kann. Hinzu kommt, dass der Massenunterschied zwischen einer Sialinsdure und zwei
Fucosen nur etwa 1 Da betrégt. Es treten demnach vermutlich fiir ein Signal Uberlagerungen
mehrerer Glycoformen auf. Das intensivste Signal bei m/z 45051 beispielsweise lasst sich
unter der Annahme, dass die Glycane nur einfach fucosyliert vorliegen, durch die
Gesamtkompositionen  H20N16Ss, H20N16F2S7 oder H20N1sF4Se (H: Hexose, N: N-
Acetylhexosamin, F: Fucose, S: Sialinsdure = N-Acetylneuraminsaure) erklaren.

Weiterhin fallt auf, dass jedes Signal eine Schulter aufweist, die durch eine Uberlagerung des
Hauptpeaks mit geringfligig schwereren Proteinspezies hervorgerufen werden kann. Bei
diesen Proteinspezies kann es sich um Oxidationen des Glycans oder des Proteins handeln.
AuBerdem besteht die Mdglichkeit eines Single Nucleotide Polymorphism (SNP) auf dem fir
B2GPI codierenden Gen, welcher den Aminosaureaustausch V266L (rs45811'2!) zur Folge
hat. Dies fuhrt zu einer Erh6hung der Masse um 14.01 Da. Die Allelfrequenz dieses SNP
variiert stark zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen und wird in der Literatur mit 23-
75% angegeben.['2 Die hohe Wahrscheinlichkeit des SNP erklart daher die hohe Intensitat
der Schulter.
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Abb. 10: Verteilung der Ladungszustiande im Massenspektrum des intakten B2GPl und das
hieraus generierte dekonvolierte Spektrum. Das oben dargestellte Spektrum wurde durch
Summierung der Spektren im Retentionszeitbereich von 15.9-16.4 Minuten erhalten. Die Dekonvolution
wurde mithilfe eines MaxEnt-Algorithmus (DataAnalysis, Bruker Daltonik) durchgefiihrt. Als intensivster
Ladungszustand wurde +19 identifiziert. Im dekonvolierten Spektrum treten viele Massendifferenzen
von Saccarideinheiten auf, die eine hohe Regelmé&Bigkeit aufweisen. Hieraus kann auf eine
Fucosenanzahl-, Sialinsdureanzahl- und Antennenanzahl-basierte Variation der Glycoformen
geschlossen werden. Bei den angegebenen Gesamtkompositionen handelt es sich jeweils um eine der
madglichen Kompositionen.
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Die hohe Spektrenkomplexitat fiihrt dazu, dass eine manuelle Analyse sehr kompliziert ist. Es
wurde daher eine Matlab-unterstitzte  Dateninterpretation  durchgefthrt.  Unter
Berlicksichtigung von 11 Disulfidbriicken ergibt sich fir B2GPI eine Summenformel von
C1621H2479N4190474S26. Hierbei handelt es sich ausschlieBlich um den Proteinteil. Die
Summenformel variiert mit dem oben erwahnten Aminosaureaustausch um eine CH>-Gruppe.
Zur Anpassung wurden dem Skript alle Glycane als Input gegeben, welche bei der Auswertung
der enzymatischen Spaltung mit Trypsin identifiziert wurden (Kap. 4.1.2). Das Ergebnis der
Anpassung ist in Abb. 11 dargestellt. Die sehr gute Ubereinstimmung des experimentellen und
des theoretischen Spektrums ist an der geringen Intensitat der Differenz zu erkennen. Mit den
1273 vom Skript berechneten Kombinationen konnten alle Signale zugeordnet werden, wobei
letztendlich 889 Glycankombinationen fir die Anpassung verwendet wurden. Die verwendeten
Koeffizienten zeigten hierbei eine Variation um sechs GréBenordnungen. Die Zuordnung eines
Signals zu einer bestimmten Kombination ist aufgrund der hohen Anzahl isobarer
Kombinationen nicht méglich. Dennoch ermdglicht die hier gezeigte Methode eine Signal-
basierte Analyse der Spektren. Dieser Signal-basierte Ansatz kann flr den medizinischen
Bereich ebenfalls von groBBem Interesse sein, da jede messbare GréBe einen Biomarker
darstellen kann. Hierbei ist die genaue Kenntnis der Glycane irrelevant. Der Vorteil dieser
Methode ist die einfache und schnelle Probenvorbereitung, welche keine arbeits- und
zeitintensiven, enzymatischen Spaltungen verwendet. Der Arbeitsablauf inklusive
Datenauswertung lasst sich daher nahezu vollstadndig automatisieren und eignet sich somit gut
fir die medizinische Routinediagnostik.
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Abb. 11: Matlab-unterstiitzte Analyse des intakten B2GPl. Das Matlab-Skript generiert ein an die
experimentellen Daten (schwarz) angepasstes theoretisches Spektrum (rot). Die Differenz dieser
beiden Spektren ist blau dargestellt. Als Glycan-I/nput wurden" alle Glycane verwendet, die durch
enzymatische Spaltungen identifiziert werden konnten. Die hohe Ubereinstimmung der experimentellen
mit den theoretischen Daten bestétigt die Vollstdndigkeit der Glycananalyse durch die enzymatischen
Spaltungen.

Zur Validierung und Quantifizierung des potentiellen Aminosaureaustausches (V266L) wurde
ebenfalls eine Matlab-unterstltzte Anpassung durchgefihrt. Als Input dienten hierbei: 1. die
Aminosauresequenz ohne Austausch, 2. die Aminosauresequenz mit dem Austausch V266L
und 3. beide Aminosduresequenzen gleichzeitig. Bei der Anpassung wurde nur das laut
Analyse des tryptischen Verdaus abundanteste Glycan HsN4S2 bertcksichtigt, sodass eine
eventuell falsche Zuordnung der Schultern durch die enorme Anzahl unterschiedlicher
Kombinationen ausgeschlossen werden konnte. Unter Berlcksichtigung mehrerer Glycane
zeigte sich, dass eine partielle Kompensation der fehlenden Sequenz (mit Austausch) durch
Oxidationen oder entsprechenden Glycankombinationen ermdglicht wurde. In Abb. 12 sind
die Anpassungen des Matlab-Skripts mit den unterschiedlichen Input-Vorgaben gezeigt. Bei
Verwendung nur einer der beiden Sequenzen werden nur schlechte Anpassungen erreicht.
Unter Verwendung beider Sequenzen ist die Anpassung deutlich besser. Die geringfligigen
Abweichungen lassen sich durch Uberlagerung mit Signalen weiterer Proteinspezies wie
beispielsweise oxidierter Varianten erklaren. Die auf diese Weise bestimmte Allelfrequenz
betragt 75%. Dieser Wert stimmt gut mit den in der Literatur angegeben Werten Uberein.['2"]

39



Ergebnisse und Diskussion

Protein ohne Protein mit
AS-Austau_sch AS_-Austausch

Input:
Sequenz ohne AS-Austausch

Input:
Sequenz mit AS-Austausch

Input:
beide Sequenzen

45000 | 45050 | 45100 m/z

Abb. 12: Analyse des potentiellen Aminosiureaustausches V266L durch eine Matlab-
unterstiitzte Anpassung der Signale. Bei der Verwendung nur einer Sequenz sind deutliche
Abweichung der experimentelle und der theoretischen Daten zu erkennen. Durch Verwendung beider
Sequenzen wird eine gute Anpassung des Signals erreicht, was flr das Vorhandensein eines
Aminosaureaustausches spricht. Die geringen Abweichungen bei der Verwendung beider Sequenzen
lassen sich durch weitere Uberlagerungen mit Signalen anderer Glycoformen sowie mit Signalen von

Oxidationsprodukten erklaren.
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Trotz der hohen Komplexitat des Intaktspekirums zeigt die Matlab-unterstitzte Analyse groB3es
Potential. Neben der Verifizierung der durch den tryptischen Verdau zugeordneten Glycane
und der Identifikation und Quantifizierung eines SNP ist die Mdglichkeit eines Signal-basierten

Ansatzes zur Anwendung als Biomarker vielversprechend.

4.1.2 Analyse von B2GPI durch enzymatische Spaltungen

Anhand des intakten Proteins kann nur die Gesamtkomposition aller vier Glycosylierungs-
stellen von B2GPI bestimmt werden. Um eine detailliertere und vor allem positionsspezifische
Identifizierung der Glycane zu ermdglichen, wurde zunéchst eine enzymatische Spaltung mit
der Protease Trypsin (Schnittspezifitat: nach K oder R) durchgefthrt. Aufgrund einer fehlenden
Schnittstelle zwischen den Glycosylierungsstellen Asn-183 und Asn-193 konnte mithilfe des
tryptischen Verdaus keine vollstandige, positionsspezifische Analyse erfolgen. Daher wurde
als weitere Protease Thermolysin (Schnittspezifitat: vor L, F, I, V, M und A) verwendet. Die
enzymatischen Spaltungen wurden mittels LC-MS/MS-Messungen analysiert. Die Massen der
zu erwartenden Peptide und Glycopeptide sind im Anhang in den Tab. 17 und Tab. 18
aufgeflhrt.

In Abb. 13 ist beispielhaft ein Massenspektrum des tryptischen Verdaus dargestellt, welches
durch die Summierung der Spektren im Retentionszeitbereich von 15.8-17.4 Minuten erhalten
wurde. Bei den zugeordneten Glycanen handelt es sich um die Oligosaccharide der
Glycosylierungsstelle Asn-162 (Peptid: *VYKPSAGNNSLYR'¢7). Neben den Signalen dieser
Glycopeptide konnten auBerdem Addukt-Signale (Natrium und Kalium), Signale von oxidierten
Glycopeptiden der Glycosylierungsstelle Asn-253 sowie Signale von Carbamido-
methylierungen des N-Terminus beobachtet werden. Die Glycopeptide der Glycosylierungs-
stellen Asn-253 (nicht oxidierte Glycopeptide) und Asn-183/Asn-193 eluieren zu einem
spateren Zeitpunkt. Alle identifizierten Glycane der zwei bzw. vier Glycopeptide der beiden
enzymatischen Spaltungen sind in Tab. 9 (Tab. 19 und Tab. 20 im Anhang mit detaillierten
Angaben) mit der Angabe des relativen Anteils des entsprechenden Peptids dargestellt. Die
Massenabweichungen liegen bei allen Glycopeptiden unter 5 ppm, was einer sehr hohen
Massengenauigkeit entspricht. Eine detaillierte Zuordnung der Glycane ist im Anhang zu
finden. In dieser Arbeit wurde erstmals eine positionsspezifische Analyse aller vier
Glycosylierungsstellen durchgefihrt. Es konnten 20 verschiedene Glycane zugeordnet wurde,
dabei handelt es sich um bi-, tri- und tetraantennare Glycane, die sich vor allem in ihrem
Fucosylierungs- und Sialylierungsgrad unterscheiden. Es wurden aber auch verschiedene
Trunkierungsgrade beobachtet. Es féllt weiterhin auf, dass teilweise deutliche Unterschiede
zwischen den Verdauen mit Trypsin und Thermolysin vorliegen. Die Glycane H4Ns oder HsN4
konnten beispielsweise nur mit dem tryptischen Verdau identifiziert werden, wahrend das
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Glycan H7NgFS4 nur unter Verwendung von Thermolysin beobachtet wurde. Dieses Phanomen
deutet auf eine unterschiedliche Spaltungsspezifitdt von Trypsin und Thermolysin hinsichtlich
der Schnittstelle und des nahegelegenen Glycans hin.
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Abb. 13: MS-Spektrum des tryptischen Verdaus von B2GPI mit den identifizierten Glycoformen.
Hierflr wurden die Spektren im Retentionszeitbereich von 15.8-17.4 Minuten summiert. Das intensivste
Signal (m/z 1225.179) ist nicht vollstandig dargestellt. Bei den gezeigten Oligosacchariden handelt es
sich um die Glycane der Glycosylierungsstelle am Asparagin-162 (Peptid: 'VYKPSAGNNSLYR'67).
Die mit einem Stern gekennzeichneten Signale werde durch Glycopeptide mit der Glycosylierungsstelle
am Asparagin-253 (Peptid: 22'LGNWSAMPSCK?25") verursacht, bei denen eine Oxidation stattgefunden
hat. Durch die resultierende Veréanderung der Retentionszeit aufgrund der erhéhten Hydrophilie eluieren
die markierten Glycopeptide bereits im gezeigten Retentionszeitbereich. Die Pfeile deuten auf Addukt-
Signale (Natrium oder Kalium) hin. Die Ladung des jeweiligen Signals ist oben rechts am
entsprechenden Glycan angegeben.

Zur Verifizierung der identifizierten Glycane wurden MS/MS-Daten aufgenommen. Die
Anwesenheit typischer Fragmentmassen wie beispielsweise m/z366 (HexHexNAc) oder
m/z 657 (HexHexNAcNeuAc) weist auf das MS/MS-Spektrums eines Glycopeptids hin. Es
konnten somit 16 Glycopeptide bestdtigt werden. In Abb. 14 ist beispielhaft das MS/MS-
Spektrum des Peptids 2'LGNWS?* (Glycopeptid des Thermolysin-Verdaus) mit dem Glycan
der Komposition HsN4S2 dargestellt.
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Tab. 9: Ubersicht iiber alle durch Spaltungen mittels Trypsin und Thermolysin identifizierten und
quantifizierten Glycane. Die in der zweiten Spalte dargestellte Struktur ist nur eine Méglichkeit fiir eine
bestimmte Glycankomposition Bei den Prozentangaben handelt es sich um die relativen Anteile der
entsprechenden Glycoform an der jeweiligen Glycosylierungsstelle. Auf die Quantifizierung wird im
spateren Verlauf des Kapitels naher eingegangen. Die Striche (-) bedeuten, dass das entsprechende
Glycopeptid in den Daten nicht zu beobachten war. rot: MS/MS-Spektrum vorhanden; H: Hexose, N: N-
Acetylhexosamin, F: Fucose, S: N-Acetylneuraminsédure.

Trypsin [%] Thermolysin [%]

Glu(lgrc:‘apn- Struktur Asn-162 | Asn-253 | Asn-162 | Asn-183 | Asn-193 | Asn-253
HaNa T Cemmi| 07 3.0 . . . .
HaNsS | * O™ %o g um 0.6 3.0 4.4 - - 1.8
HiNeS | © 7" comms| 35 4.7 5.0 6.9 6.0 3.6
HsNe Cmoemmi| 08 0.8 - - - -

H4N3FS ‘_O_._:>._-_I_1 1 O 04 - = - -
HNeS | * 7 8 Commi| 05 0.7 - - - 1.0
HNeS | © 0 3 oomms| 83 14.0 5.6 9.6 5.9 13.8

HsN4FS %L 2.2 1.0 - - - 1.60
HNeSe | o - = comm—| 547 625 | 415 743 37.4 58.0

HsN4FS2 m 13.9 2.7 14.0 5.3 5.7 25
HsNsS> @W - - 6.1 - - 1.0
HsNsS2 :@_ﬂﬁ 14 1.9 - - 5.2 3.1

HeNsFS2 :@FL 0.8 0.5 1.6 - - -
HeNsS2 - - - - - 1.0
HeNsSs @*m 7.6 3.0 13.2 3.9 16.0 3.2
H7NeS2 - 0.2 - - - -
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Tab. 9: Fortsetzung.

Trypsin [%] Thermolysin [%]
(Ii(lg;apn- Struktur Asn-162 Asn-253 | Asn-162 Asn-183 Asn-193 Asn-253
HsNsFS3 g;*FL 3.8 0.8 8.7 - 13.9 6.8
HsNsFS3 @—I—L - - - - 99 -
H7NsFS4 @_‘_I—\ - - - - - 1.2
657.235
819293
366.140
292.105 F
| 779.34{9 1833.719 2124.815
1671.663
204.087 | i | l 1967.776 l
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 m/z

Abb. 14: MS/MS-Spektrum des Glycopeptids »'LGNWS?5 mit dem Glycan der Komposition
HsN4S2 (m/z 1391.028) aus dem Thermolysin-Verdau von B2GPIl. Den Signalen wurden mégliche
Fragmente zugeordnet, wobei die gewellte Linie auf ein Glycopeptidfragment hindeutet.

Neben der Identifikation der Glycane ist die Quantifizierung der einzelnen Glycoformen von

groBem Interesse, da sich Unterschiede zwischen gesunden und erkrankten Probanden

vermutlich nur in der Veranderung der Konzentration bestimmter Motive au3ern. Als Maf3 far

die Quantitat dient die Intensitat der einzelnen Glycopeptide. Hierzu wurden die EICs des

zweifach, dreifach und vierfach geladenen Zustandes summiert. Bezliglich des Einflusses des

Peptidteils auf die lonisierbarkeit wird angenommen, dass dieser bei allen Glycoformen

identisch ausfallt, sodass die Glycopeptide einer Glycosylierungsstelle untereinander

vergleichbar sind. Aufgrund der mdglichen starken Variationen der Schnittspezifitdt und
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Schnittquantitat der Proteasen ist die Quantifizierung trotzdem kritisch zu betrachten. Die
errechneten Anteile der einzelnen Glycoformen sind in Tab. 9 aufgefthrt sowie in Abb. 15 und
Abb. 16 (Tab. 21 und Tab. 22 im Anhang) dargestellt. Es zeigt sich, dass das Glycan mit der
Komposition HsN4S2 unabhéngig von der verwendeten Protease an allen Glycosylierungs-
stellen die gréBte Haufigkeit aufweist. Bei der Verteilung der anderen Glycane treten jedoch
teilweise groBe Unterschiede auf. Die enzymatische Spaltung mit Trypsin zeigt beispielsweise,
dass die Glycoform HsN4FS: eine starke Praferenz zur Glycosylierungsstelle Asn-162
aufweist, wahrend die Glycane HsNsS und HiNs vorwiegend an Asn-253 vorkommen. Auch
beim Thermolysin-Verdau zeigen sich Unterschiede zwischen den Glycosylierungsstellen wie
beispielsweise das vermehrte Auftreten von hochantennaren Strukturen (HeNsSs, HeNsFSs,
HeNsFS3) an der Position Asn-193.
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Abb. 15: Relative Haufigkeit der Glycoformen der monoglycosylierten Peptide des tryptischen
Verdaus (Werte in Tab. 21 im Anhang). Zur Quantifizierung wurden die Intensitaten der jeweiligen
EICs der Glycopeptide im zwei-, drei- und vierfach geladenen Zustand addiert. Zwischen den beiden
Glycosylierungsstellen treten gro3e Unterschiede hinsichtlich der Anteile der Glycoformen auf. Wahrend
beide Glycosylierungsstellen dominant das Glycan HsN4S2 tragen, zeigen beispielsweise die
Glycoformen HsNseS2 bzw. H3N3S und HaNs eine starke Praferenz zur Glycosylierungsstelle Asn-162
bzw. Asn-253.

Neben den quantitativen Variationen zwischen den Glycosylierungsstellen innerhalb eines
Verdaus lassen sich auch deutliche Unterschiede bezliglich der Verwendung der Proteasen
feststellen. So ist die Praferenz der Glycane HsN3S und HsNsS hinsichtlich einer
Glycosylierungsstelle beispielsweise bei den beiden Verdauen genau gegensatzlich. Diese
Beobachtung deutet ebenfalls auf die oben bereits angesprochene, unterschiedliche, teilweise

sogar orthogonale Spaltungsspezifitdt der Proteasen hin. Bei einem Datenvergleich von
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enzymatischen Spaltungen eines Glycoproteins aus unterschiedlichen Quellen ist daher auf
eine Verwendung der gleichen Protease zu achten.

80%

H Asn-253 Asn-162 mAsn-183 mAsn-193
70%

60%

50%

40%

30%

20%

10% I

N ||| ltabls v L |

'b SV o > D 47 v v ]
s & s’b PG e & R A G G A
c,\‘ Qf’ & & z@‘ & & x-* 2@\‘ F F F LS

Anteil der Glycoform an der Glycosylierungsstelle

X

Abb. 16: Relative Haufigkeiten der Glycoformen der vier méglichen Glycopeptide des
Thermolysin-Verdaus (Werte in Tab. 22 im Anhang). Zur Quantifizierung wurden die Intensitéten der
jeweiligen EICs der Glycopeptide im zwei-, drei- und vierfach geladenen Zustand addiert. Zwischen den
vier Glycosylierungsstellen treten groBe Unterschiede hinsichtlich der relativen Anteile ihrer
Glycoformen auf. Wahrend alle Glycosylierungsstellen dominant das Glycan HsN4S2 tragen, zeigt
beispielsweise die Position Asn-193 ein vermehrtes Auftreten von hochantennaren Strukturen (HeNsSs,
HeNsFS3, HsNeF S3).

Mithilfe der enzymatischen Spaltungen wurden zusammenfassend 20 unterschiedliche
Glycane identifiziert und quantifiziert, wobei alle vier Glycosylierungsstellen erstmals
positionsspezifisch analysiert werden konnten. Hierbei zeigten sich bezuglich der
Glycosylierungsstellen einige Unterschiede. Bei der Verwendung der gleichen Protease lassen
sich somit die Glycane von B2GPI aus verschiedenen Probanden vergleichen, um eventuelle
Unterschiede festzustellen, was insbesondere im Bereich der Biomarker von groBem Interesse

ist.
4.2 Analyse von isoliertem B2GPI gesunder Probanden

Die mithilfe des erworbenen B2GPI entwickelten Methoden wurden bei insgesamt 20
Plasmaproben entsprechend Kap. 3.2.3 eingesetzt. Da analytische Methoden fiir Biomarker
insbesondere fir eine einfache, schnelle und kostengunstige Durchfihrung optimiert werden
mussen, wurde eine einfache chromatographische Trennung mit einer anschlieBenden
Analyse des intakiten Proteins angestrebt. Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln

erwahnt wurde, ist eine genaue Untersuchung vor allem im Hinblick auf die Positionsspezifitat
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der Glycosylierungsstelle mit einer Intaktanalyse nicht zu gewéhrleisten. Dennoch ist eine
Identifikation von Unterschieden zwischen gesunden und erkrankten Probanden mithilfe eines
Signal-basierten Ansatzes sehr schnell und einfach durchzufiihren. Dieser Ansatz basiert
einzig auf dem Vorhandensein und der Quantitat eines Signals, wobei die Proteinspezies,
welche durch dieses Signal beschrieben wird, irrelevant ist. Liefert dieser Ansatz positive
Ergebnisse, kann eine genauere Analyse erfolgen, da die Art der Variation einer
Proteinspezies in Folge einer Erkrankung Rlckschlisse auf die biologischen Prozesse sowie
ein besseres Verstandnis der Krankheitspathologie bieten kann.

Die Isolierung von B2GPI aus humanem Blutplasma wird durch eine Fallung mit
Polyethylenglycol (PEG) und anschlieBender chromatographischer Trennung an einer
Heparin-Saule erreicht. B2GPI ist daflir bekannt an verschiedene negativ geladene Stoffe zu
binden. Hierzu z&hlt auch das Polysaccharid Heparin.% Nach der Elution des Glycoproteins
mit einem Salzgradienten und einer Dialyse gegen Wasser folgt die LC-MS-Messung (Saule:
Reversed Phase, C8). Die hierbei erhaltenen Chromatogramme (Total lon Current, TIC) von
drei Plasmaproben verschiedener Spender sind in Abb. 17 dargestellt. B2GPI eluiert im
Retentionszeitbereich zwischen 19 und 20 Minuten. Es ist zu erkennen, dass das B2GPI-
Signal stets die hdchste Intensitadt im Chromatogramm aufweist, was die erfolgreiche
Reduktion der abundanten Plasmaproteine wie Fibrinogen, Albumin oder Immunglobuline
zeigt. Die angestrebte Reinigung aus humanem Blutplasma war demnach erfolgreich. Zur
Verifizierung wurde ein tryptischer Verdau des isolierten B2GPI durchgefihrt und mittels
LC-MS/MS analysiert. Die erhaltenen Daten wurden einer Mascot-Suchel'?? unterzogen
(Tab. 23 im Anhang). Hierbei gehérte B2GPI stets zu den Proteinen, die mit dem hdchsten
Score identifiziert wurden, wobei dieser keinerlei Aussagen zur Quantitat erlaubt. Einen
Anhaltspunkt bezlglich der Quantitdt der identifizierten Proteine liefert der emPAl
(Exponentially Modified Protein Abundance Index), welcher Uber den Quotienten der
beobachteten zu den mdglichen Peptiden errechnet wird.l'?®l Der emPAIl von B2GPI wies in
den meisten Féllen ebenfalls den héchsten Wert auf. Zu den anderen Proteinen, die mit hohem
Score bzw. emPAl identifiziert wurden, gehéren vor allem das Apolipoprotein B-100, das
Complement Component C8 und das Histidine-rich Glycoprotein.
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Abb. 17: TICs der LC-MS-Messungen von drei aus Blutplasma von gesunden Probanden
isolierten B2GPI-Proben. Der Retentionszeitbereich von B2GPI ist mit einem schwarzen Kasten
gekennzeichnet und liegt bei 19-20 Minuten. Aufgrund der hohen Intensitdt des B2GPI-Signals im
Chromatogramm kann auf eine gute Trennung des Glycoproteins von anderen hoch konzentrierten
Stoffen geschlossen werden. Insbesondere die im Blutplasma sehr abundanten Proteine Fibrinogen,
Antikdrper und Albumin konnten nicht beobachtet werden.

Durch Summierung des entsprechenden Retentionszeitbereiches mit anschlieBender
Dekonvolution mithilfe eines MaxEnt-Algorithmus wurden die Intakitspektren von B2GPI
erhalten. Die Intaktspekiren des isolierten B2GPI acht verschiedener Plasmaproben sind in
Abb. 18 gezeigt. Wie bereits in Abb. 10 dargestellt sind in den Spektren die Signale
verschiedener Glycoformen zu erkennen. Die Schulter, welche durch das Auftreten der
Proteinspezies mit dem Aminoséaureaustauch V266L in der Probe aus gepooltem B2GPI
hervorgerufen wurde, féllt in den Proben einzelner Individuen deutlich kleiner aus. Ein Grof3teil
der Spektren weist ein sehr &hnliches Signalmuster auf, wobei das Signal bei m/z 45056 die
héchste Intensitdt aufweist. Dieses Signal kann durch eine Glycoform mit der
Glycankomposition HzoN16Ss erklart werden. Dies stimmt mit den Ergebnissen der
Glycananalyse mittels tryptischem Verdau (Kap. 4.1.2) Uberein, bei der das Glycan mit der
Komposition HsN4S> den gréoBten Anteil hat. Sind alle vier Glycosylierungsstelle mit diesem
Glycan besetzt, ergibt sich flir das intakte Glycoprotein eine Glycankomposition von HxoN16Ss
und eine Masse von 45056 Da. Trotz der hohen Ubereinstimmung der Glycosylierungsmuster
verschiedener Probanden féallt auf, dass das B2GPI aus der Plasmaprobe P ein anderes
Muster aufweist, wobei die Signale bei héheren m/z-Verhaltnissen (m/z>46000) deutlich
intensiver sind. Das intensivste Signal mit m/z46369 kann durch die Glycankomposition
H2oN1sS10 erklart werden, was auf eine hohe Quantitat von tri- oder tetraantennaren Strukturen

hindeutet. Unter der Annahme einer gleichmaBigen Antennenverteilung kann das Signal bei
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m/z 47026 beispielsweise durch eine Glycoform mit drei triantenndren Glycanen und einem
biantennaren Glycan (z.B. HeNsSs und HsN4S») erklart werden.

Die Grlinde fir die zum Teil groBen Unterschiede im Glycosylierungsmuster von B2GPI
zwischen verschiedenen Individuen kdnnen aufgrund von wenig Informationen Uber die
Spender nicht genauer untersucht werden. Hierfir wéare eine genaue Anamnese hinsichtlich
der allgemeinen Lebensweise und des Gesundheitszustandes zum Zeitpunkt der Plasmagabe
nétig. Die Glycosylierung wird auch durch andere entziindliche Prozesse beeinflusst, welche
bei der Enthahme eventuell noch nicht bekannt waren oder als geringfligig angesehen wurden.
Die Beobachtung zeigt, dass fur eine potentielle Biomarkeranwendung eine groBe Anzahl
gesunder Probanden untersucht werden muss, um alle Variationen statistisch zu erfassen.
Letztendlich kann nur so eine statistisch robuste Methode fir die Unterscheidung von

gesunden und erkrankten Individuen entwickelt werden.

Aufgrund der hohen relativen Allelfrequenz des in Kap. 4.1.1 identifizierten SNP (rs4581[121],
Allelfrequenz: 23-75% je nach ethnischer Herkunft) kann bei einer Anzahl von 20 analysierten
Proben von einem haufigen Auftreten des Aminosaureaustausches (V266L) ausgegangen
werden. Diese Annahme wurde durch die massenspektrometrische Analyse bestatigt, wobei
sowohl hetero- als auch homozygote Auspragungen des SNP beobachtet werden. In Abb. 19
ist der Ausschnitt eines Massenspekirums vom intakten B2GPI von drei Proben gezeigt, die
je eine der drei mdglichen Auspragungen aufweisen. Der Abstand der beiden auftretenden
Signale entspricht mit 14 Da genau der Massendifferenz der Aminosauren Valin und Leucin.
Bei der heterozygoten Auspragung zeigt sich, dass das Signal mit dem Aminosaureaustausch
eine geringflgig héhere Intensitat aufweist. In der Regel treten die Phanotypen im gleichen
MaBe auf. Durch den Basen- bzw. Aminosaureaustausch kann es jedoch zu Phanotyp-
spezifischen Variationen bei der Transkription, Translation oder der Proteinbiosynthese
kommen.® Eine andere Erklarung firr die erhdhte Intensitat ist die Uberlagerung mit Signalen

anderer Proteinspezies wie beispielsweise oxidierter Varianten.
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Abb. 18: Abbildungsunterschrift auf der ndchsten Seite.
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Abb. 18: Dekonvolierte Massenspektren von intaktem B2GPI aus Blutplasma von acht gesunden
Probanden. Die groBe Anzahl an Signalen wird durch verschiedene Glycoformen von B2GPI
hervorgerufen. Die Glycosylierungsmuster der meisten Spektren zeigen eine hohe Vergleichbarkeit,
wobei das Signal des Glycoproteins mit der mdglichen Glycankomposition H20N16Ss die héchste
Intensitat aufweist, was aufgrund der Daten des tryptischen Verdaus aus Kap. 4.1.2 realistisch ist. Das
Spektrum von Plasma P zeigt jedoch ein signifikant abweichendes Muster. Hier ist vor allem ein
Intensitatsanstieg der Signale im héheren m/z-Bereich (m/z>46000) zu beobachten. Dies deutet darauf
hin, dass sich die Glycosylierung in diesem Fall zu héherantennéren Strukturen verschoben hat.

V266L
(+ 14 Da)

RN

Plasma K
homozygot nativ

Plasma L
heterozygot flr V266L

Plasma O
homozygot flr V266L

45030 45040 45050 45060 45070 45080 45090 45100 miz

Abb. 19: Ausschnitte aus den dekonvolierten Massenspektren von B2GPI dreier Probanden mit
unterschiedlichen Auspragungen hinsichtlich des SNP (V266L). Es sind hier sowohl die beiden
moglichen homozygoten Ausprédgungen sowie die heterozygote Auspréagung des SNP zu erkennen. Der
vom SNP verursachte Aminos&ureaustausch fiihrt zu einer Massendifferenz von 14 Da, was genau dem
Abstand der beiden auftretenden Signale entspricht. Die geringfligigen Intensitatsunterschiede im
heterozygoten Fall kdnnen durch Phéanotyp-spezifische Variationen bei der Biosynthese, aber auch
durch Uberlagerungen mit Signalen von anderen Proteinspezies erklart werden.
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Aufgrund der hohen Komplexitat der Massenspektren von intaktem B2GPI ist es mdglich, dass
das Signal mit der Massendifferenz von +14 Da nicht durch den Aminosaureaustausch V226L,
sondern durch andere Proteinspezies hervorgerufen wird. Um die Identifikation des SNP zu
bestatigen, wurde eine Analyse auf Peptidebene durchgefiihrt. Der Vorteil hierbei liegt in der
sehr hohen Massengenauigkeit sowie in der besseren Separation der Signale bei niedrigen
Massen, sodass die unterschiedlichen Proteinspezies deutlich voneinander zu unterscheiden
sind. Fir die Analyse wurde eine enzymatische Spaltung mit der Endoproteinase GIuC
durchgefihrt. Die bereits fur B2GPI verwendeten Proteasen Trypsin und Thermolysin eigneten
sich aufgrund ihrer Schnittspezifitdt und der daraus resultierenden sehr kleinen Peptide nicht
zur Analyse des Aminosaureaustausches. Die erhaltenen Peptide mit bzw. ohne
Aminosaureaustausch wurden durch die Extraktion der EICs ermittelt und durch die
Massenspekiren bestéatigt. Bei dem analysierten Peptid handelte es sich um ein Glycopeptid
mit der Sequenz 2**CTKLGNWSAMPSCKASCK (V/L) PVKKATVVYQGE?"® und dem Glycan
HsN4S2, welches im vierfach positiv geladenen Zustand ein m/z-Verhaltnis von 1423.129 bzw.
1426.633 besitzt. In Abb. 20 sind die Chromatogramme dreier hinsichtlich des Phanotyps
unterschiedlicher Proben gezeigt. Es ist zu sehen, dass jedes EIC zwei Signale aufweist, von
denen das erste Signal dem korrekten m/z-Verhéltnis entspricht. Das zweite Signal besitzt
eine Massendifferenz von -1 Da, sodass der erste Isotopenpeak vom EIC erfasst wird. Eine
Massenabweichung von -1 Da kann beispielsweise durch eine Amidierung des C-Terminus
erklart werden. AuBBerdem wurde ein Peptid mit einer Massendifferenz von -17 Da beobachtet.
Hierbei handelt es sich um ein Peptid, aus dem durch Cyclisierung des am N-Terminus
auftretenden S-Carbamoylmethylcystein Ammoniak abgespalten wurde.['?4 Die Verteilung der
Signale in den Chromatogrammen bestatigt eindeutig den vermuteten Aminosaureaustausch,
da im Fall der Homozygotie nur jeweils ein Signalsatz des Peptids mit bzw. ohne den
Austausch zu sehen ist, wohingegen bei Proband L, welcher heterozygot in Bezug auf den
SNP ist, beide Signalsatze auftreten. Insgesamt konnte der Aminosaureaustausch in sechs
Spektren identifiziert werden, wobei einmal eine homozygote Auspragung auftrat. Von den 40
Allelen (20 Proben unter Berlcksichtigung des diploiden Chromosomensatzes) weisen somit
sieben den SNP auf. Es ergibt sich eine Allelfrequenz von 17.5%. In der Literatur sind flr die
Allelfrequenz aufgrund der ethnischen Variabilitat sehr unterschiedliche Werte angegeben. Sie
variiert hierbei von 75% bei einer ostasiatischen Population bis 23% bei einer europaischen
Population.['?'! Da die Plasmaproben von Blutspenden aus Hamburg stammen, ist mit einem
vorwiegend europdischen Anteil zu rechnen, sodass die bestimmte Allelfrequenz unter

Beriicksichtigung der geringen Probenmenge mit den Literaturdaten vergleichbar ist.
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[Peptidgyel* [Peptidsyp - 1Da]*
Peptid: 2°CTKLGNWSAMPSCKASCKVPVKKATVVYQGE?"® + H5N4S2
Peptidgyp: 2*CTKLGNWSAMPSCKASCKLPVKKATVVYQGE?"® + H5N4S2 —— EIC m/z=1423.129
—— EIC m/z = 1426.633
[Peptid]** [Peptid - 1Da]*
Plasma O
homozygot fiir V266L
16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 Zeit [min]
Plasma L
heterozygot fur V266L
L
16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 Zeit [min]
Plasma K
homozygot nativ
16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 Zeit [min]

Abb. 20: EICs des Glycopeptids eines GluC-Verdaus von B2GPI dreier Probanden mit
unterschiedlichen Auspragungen hinsichtlich des SNP (V266L). Bei dem Peptid handelt es sich um
ein Glycopeptid, dessen Sequenz und Glycankomposition oben links dargestellt ist. Das m/z-Verhaltnis
der beiden Peptide im vierfach positiv geladenen Zustand betragt m/z 1423.129 bzw. m/z 1426.633. Die
jeweiligen Chromatogramme weisen zwei Signale auf, welche durch das richtige Peptidsignal sowie ein
Signal mit einer Massendifferenz von -1 Da hervorgerufen werden. Die Verteilung der Signale bestatigt
die Vermutung, die aufgrund der Massenspektiren des intakten B2GPI getroffen wurde. Im Fall der
Homozygotie tritt nur jeweils ein Signalsatz des Peptids mit oder ohne den Aminosaureaustausch auf
(Plasma O bzw. K), wohingegen bei Heterozygotie beide Signalsatze auftreten (Plasma L).

In drei Massenspekiren des intakten B2GPI konnte ein weiteres Phdnomen beobachtet
werden. Hierbei treten zusatzliche Signale im héheren m/z-Bereich auf, die nicht durch eine
Glycoform des nativen B2GPI erklart werden kénnen. AuBBerdem weist jedes bekannte Signal
ein um etwa 26 Da schwereres Nachbarsignal auf, wohingegen die zusatzlichen Signale
dieses Nachbarsignal nicht zeigen. In Abb. 21 ist eines dieser Spektren dargestellt. Auch
dieses Phanomen kann durch einen SNP mit daraus resultierendem Aminosdureaustausch
erklart werden, wobei es sich um einen Austausch von Serin zu Asparagin an der Position 107
handelt (S107N, rs1801692['2%] Allelfrequenz: 3.9%). Dieser SNP ist auch als Allel ApoH*1
bekannt.’¥ Der Austausch fUhrt zur lokalen Sequenz '9/NFS'® und somit zu einer neuen
potentiellen Glycosylierungsstelle. Die Massendifferenz der beiden Proteinspezies ohne

Bertcksichtigung der mdglichen Glycosylierung betrédgt 27.03 Da. Demnach werden die
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Nachbarsignale vom an Position 107 unglycosylierten Protein mit Aminosaureaustausch
verursacht. Die Signale im hohen m/z-Bereich (>46700 Da) lassen sich nun durch eine
zusatzliche Glycosylierung erklaren. Der sehr intensive Peak bei m/z 47289 beispielsweise
wird durch das flunffach glycosylierte B2GPI mit der Komposition H2sN20S10 (HsN4S2 an allen
funf Glycosylierungsstellen) hervorgerufen. Die Analyse zeigt demnach, dass die entstandene
Glycosylierungsstelle im Gegensatz zu den nativen nicht vollstandig glycosyliert vorliegt. Diese
Annahme konnte zusétzlich durch eine enzymatische Spaltung mit Trypsin bestatigt werden.
Dabei wurde wunter anderem das unglycosyliete Peptid mit der Sequenz
"YTTFEYPNTINFSCNTGFYLNGADSAK'2 beobachtet, welches nur in der Probe F mit der
neuen Glycosylierungsstelle auftritt (Abb. 53 im Anhang). Aufgrund der schlechteren
lonisierbarkeit von Glycopeptiden und der geringen Intensitat des unglycosylierten Peptids
konnten keine glycosylierten Varianten dieses Peptids identifiziert werden.

= ApoHgNp: ... TO7TNFs 109,

44500 45000 45500 46000 46500 47000 47500 48000 48500 m/z

Abb. 21: Massenspektrum von intaktem B2GPI eines Probanden (Plasma S) mit einem SNP und
dem resultierenden Aminoséaureaustausch (S107N). Der Aminosdureaustausch von Serin zu
Asparagin fuhrt an der Position 107 zur Entstehung einer neuen potentiellen Glycosylierungsstelle. Die
zu den bekannten Signalen des nativen Glycoproteins um etwa 26 Da schwereren Nachbarsignale
lassen sich somit durch den Aminosaureaustausch ohne weiteres Glycan erklaren. Kommt es an der
Position 107 zu einer Glycosylierung, treten die zu beobachtenden zuséatzlichen Signale im hdheren
m/z-Bereich (>46700 Da) auf. Die durch den Aminos&ureaustausch hervorgerufenen Signale sind mit
einem roten Kasten gekennzeichnet.

Im vorangegangen Absatz wurde gezeigt, dass die neu entstandene Glycosylierungsstelle
nicht vollstdndig glycosyliert vorliegt. Um den Glycosylierungsgrad der Position Asn-107 zu
bestimmen, wurde eine Matlab-unterstitzte Analyse durchgeflhrt. Als Input dienten hierbei
beide Sequenzen der genetischen Varianten (mit Austausch: Cisz2H2480N4200474S26, ohne
Austausch: C1e21H2479N4190474S26). Durch eine Matlab-Analyse wurden die Koeffizienten fir die
Signale beider genetischer Auspréagungen erhalten. AnschlieBend wurden folgende Summen
der Koeffizienten berechnet: 1. Summe der Koeffizienten aller nativen Glycoformen (S),
2.Summe der Koeffizienten aller Signale der glycosylierten Variante  mit

Aminosaureaustausch (Sg) und 3. Summe der Koeffizienten aller Signale der unglycosylierten
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Variante mit Aminosaureaustausch (Sy). Unter der Annahme, dass die beiden genetischen
Auspragungen ein 1:1-Verhaltnis aufweisen (S, = Sg + Su), gibt der Quotient der errechneten
Summen (Sy/Sn bzw. Su/Ss) den prozentualen Glycosylierungsgrad an. In Tab. 10 sind die
unabhangig voneinander bestimmten Anteile der an der Position 107 unglycosylierten und
glycosylierten Proteinspezies mit Aminosdureaustausch gezeigt. Theoretisch musste die
Summe der beiden Anteile 100% ergeben, aber unter Berlicksichtigung der hohen Komplexitat
des Intaktspekirums, der aufgrund der hohen Proteinmasse geringen Massenauflésung sowie
der Fehlertoleranz des Matlab-Skripts sind die Abweichungen im Rahmen der methodischen
Ungenauigkeit. Allgemein scheint die Glycosylierungsstelle in etwa zu gleichen Anteilen
glycosyliert wie unglycosyliert vorzuliegen. Der SNP konnte in drei Spektiren in einer
heterozygoten Auspragung beobachtet werden, was einer Allelfrequenz von 7.5% entspricht.

Tab. 10: Durch eine Matlab-Analyse berechnete Anteile der glycosylierten und unglycosylierten
Auspragung von B2GPI (hinsichtlich Asn-107) mit Aminosaureaustausch (S107N). Durch eine
Matlab-Analyse wurden die Koeffizienten flr die Signale beider genetischer Auspragungen erhalten
AnschlieBend wurde die Summe der Koeffizienten aller nativen Glycoformen (Sn) sowie jeweils die
Summe der Koeffizienten aller Signale gebildet, welche aus der glycosylierten (Sg) bzw. unglycosylierten
(Su) Variante der Auspragung mit Aminosdureaustausch resultieren. Der Quotient der errechneten
Summen (S¢/Sn bzw. Su/Sn) gibt den Anteil der glycosylierten bzw. unglycosylierten Form hinsichtlich
der Position Asn-107 an. Unter Berucksichtigung der hohen Komplexitdt des Intaktspektrums, der
aufgrund der hohen Proteinmasse geringen Massenauflésung sowie der Fehlertoleranz des Matlab-
Skripts sind die Abweichungen von den in Summe theoretischen 100% im Rahmen der methodischen
Ungenauigkeit. Als Tendenz zeigt sich, dass die Glycosylierungsstelle in etwa zu gleichen Anteilen
glycosyliert wie unglycosyliert vorliegt.

Plasma F Plasma G Plasma S
Anteil der unglycosylierten 46.5% 43.49, 42 79%
Form
Anteil der glycosylierten 65.4% 5309, 53.99%
Form

Die Auswertung aller Spektren von intaktem B2GPI von gesunden Probanden ergab, dass die
Glycosylierung von B2GPI der Plasmaprobe H ein abweichendes Muster bezliglich der
Massen aufweist. Des Weiteren tritt in den Spektren der Plasmaproben AC und AD sowohl
dieses abweichende Glycosylierungsmuster als auch das native Muster auf (Abb. 54 im
Anhang). Es zeigt sich hierbei, dass die Retentionszeiten der beiden Muster leicht
unterschiedlich sind. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass es sich um eine weitere
genetische Variante von B2GPI handelt, welche bei den Probanden AC und AD heterozygot
sowie bei Proband H homozygot auftritt. In Abb. 22 sind die Massenspektren des intakten
B2GPI beider auftretender Glycosylierungsmuster der Plasmaprobe AC sowie die EICs des
jeweils intensivsten Signals im Ladungszustand 15+ gezeigt. Die Glycoformen der
abweichenden Signale eluieren im Bereich von 19.0-19.5 min, wahrend das native Protein
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eine Retentionszeit ab 19.3 min aufweist. Durch den hypothetischen Aminosaureaustausch
kommt es zu einer Verringerung der Retentionszeit. Unter der Annahme, dass die
Proteinspezies der jeweils intensivsten Signale genetische Varianten voneinander sind, ergibt
sich eine Massendifferenz von -130 Da. Diese Massendifferenz lasst sich durch keinen
einzelnen Aminosaureaustausch erklaren, da selbst der Austausch von der schwersten
Aminosaure Tryptophan zu der leichtesten Aminosdure Glycin nur eine Abweichung
von -129 Da ergeben wirde. Durch den Vergleich der GluC-Verdaue von Plasma K (native
Auspragung) und Plasma H (homozygot) konnten die Peptide **LPVCAPIICPPPSIPTFATL
RVYKPSAGNNSLYRD'™®® und 3*®HSSLAFWKTD?*® als potentielle Bereiche fir den
Aminosédureaustausch identifiziert werden (Abb. 55 und Abb. 56 im Anhang). Mithilfe einer
Datenbankrecherche bei doSNP wurden die Aminosaureaustausche 1141T (rs5279788010'26],
Allelfrequenz: 6.4%), R154H (rs8178847['%"1 Allelfrequenz: 6.4%) und W335S (rs180169010'28],
Allelfrequenz: 4.8%) mit einer Gesamtabweichung von -130 Da ermittelt. Diese wurden
ebenfalls durch den GluC-Verdau bestatigt (Abb. 55 und Abb. 56 im Anhang). Aufgrund der
eindeutigen Homo- und Heterozygotie dieser SNPs kann darauf geschlossen werden, dass
sie groBtenteils in Kombination miteinander auftreten. In der Literatur ist das Auftreten der drei
Aminoséaureaustausche als seltene Variante des Allels ApoH*3 bekannt und wird als ApoH*3W
bezeichnet.® Die SNPs konnten in drei Spektren beobachtet werden, wobei einmal eine
homozygote Auspragung auftrat. Es ergibt sich somit in diesem Probensatz eine Allelfrequenz
von 10%.
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Abb. 22: Dekonvolierte Massenspekiren des intakten B2GPl der Plasmaprobe AC bei
unterschiedlichen Retentionszeiten sowie EICs der jeweils intensivsten Signale im
Ladungszustand 15+. Die Plasmaprobe AC zeigt zwei unterschiedliche Glycosylierungsmuster,
welche zu unterschiedlichen Zeiten eluieren. Das in Blau dargestellte Spektrum entspricht der nativen
Variante von B2GPI. Das in Gelb dargestellte Spekirum zeigt die genetische Variante eines SNP und
einen daraus resultierenden Aminosaureaustausch, wobei die Massendifferenz etwa -130 Da betragt.
Die Massendifferenz kann durch drei gleichzeitig auftretende Aminosaureaustausche (1141T, R154H,
W335S) erklart werden. Bei Vergleich der beiden genetischen Varianten féllt auf, dass die
Glycosylierungsmuster sich nicht nur in ihrer Masse unterscheiden, sondern auch Unterschiede
hinsichtlich der Haufigkeit bestimmter Glycoformen aufweisen.

Die beiden auftretenden Proteinspezies unterscheiden sich jedoch nicht nur in ihren Massen,
sondern weisen auch unterschiedliche Glycosylierungsmuster auf. Wahrend in der nativen
Variante die Signale der Glycankompositionen HxN1S7 (m/z44765) und HxN16Ss
(m/z 45056) deutlich unterschiedliche Intensitaten haben, ist die Quantitat der entsprechenden
Signale (m/z 44635 und m/z 44926) in der Variante mit den Aminosaureaustauschen nahezu
gleich. Der Wechsel bestimmter Aminosauren in der Primarstruktur scheint demnach einen

Einfluss auf die Glycosylierung zu haben.
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Tab. 11: Zusammenfassung der identifizierten, durch einen SNP hervorgerufenen
Aminoséaureaustausche bei B2GPI aus humanem Blutplasma. Hierfir wurde B2GPI aus Blutplasma
von 20 gesunden Probanden (entspricht 40 Allelen) isoliert und analysiert. Insgesamt konnten neben
der nativen Variante drei weitere Phanotypen beobachtet werden. Hierbei handelt es sich um die
Aminosaureaustausche S107N (ApoH*1), V266L (ApoH*2) sowie das gleichzeitige Auftreten von 1141T,
R154H und W335S (ApoH*3%W). * Massendifferenz der unglycosylierten Variante.

Pos- Pos- Pos- Pos- Pos- Allelfrequenz Allelfrequenz Massen-

Allel 407 141 154 266 335 (exp) (dbSNP)  differenz

nativ Ser lle Arg Val Trp 65.0% - -
ApoH*1 Asn lle Arg Val Trp 7.5% 3.9% +27 Da*
ApoH*2 Ser lle Arg Leu Trp 17.5% 23-75% +14 Da
ApoH*3W |  Ser Thr His Val Ser 10.0% 4.8/6.4% -130 Da

Zusammenfassend Iasst sich sagen, dass durch die Isolierung und Analyse von B2GPI aus
Blutplasma von 20 gesunden Probanden eine gute Grundlage fir weitere Studien gelegt
wurde, die sich beispielsweise auf eine Anwendung von B2GPI als Glyco-basierten Biomarker
fokussieren. Neben Aussagen zur natrlichen Variation im Glycosylierungsmuster von B2GPI
konnten drei genetische Varianten identifiziert und Referenzspektren erhalten werden. Die
identifizierten Aminosaureaustausche sind in Tab. 11 noch einmal zusammengefasst. Diese
Arbeit beschreibt einen schnellen und einfachen Signal-basierten Ansatz fiir den Vergleich von
B2GPI aus gesunden und erkrankten Probanden, was einen gro3en Schritt fir die potentielle
Anwendung von B2GPI als Biomarker darstellt.
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4.3 Evaluation und Validierung von PIP als Biomarker

Die bereits erwdhnte ungewdhnliche Glycosylierung von Prolactin-inducible Protein (PIP)
kénnte hinsichtlich der Verwendung als Biomarker fiir beispielsweise Brustkrebs von groBem
Interesse sein. Fur die Verwendung von PIP in einer groBen klinischen Studie muss zunéchst
die Methodik vor allem hinsichtlich der Probenhandhabung und der computergestitzten
Analyse evaluiert und validiert werden. Diese Evaluation und Validierung stellt den zweiten
Teil meiner Dissertation dar und wird in den folgenden Kapiteln detailliert diskutiert.

4.3.1 Einfluss der Glycosylierung auf das Elutionsverhalten

Eine groBe Problematik der Analyse des Glycosylierungsmusters von PIP liegt in der hohen
Komplexitat des Massenspektrums des intakten Glycoproteins. In Abb. 23 ist beispielhaft ein
solches Spektrum gezeigt, wobei die méglichen Strukturen der entsprechenden Glycoformen
aller signifikanter Signale dargestellt sind. Dieses Spektrum soll als Einflihrung in die
Glycosylierung von PIP dienen. Obwohl PIP nur eine N-Glycosylierungsstelle aufweist, kommt
es durch den Umstand, dass sich die Glycane vor allem im Sialylierungs- und
Fucosylierungsgrad unterscheiden, zu weitreichenden SignalUberlagerungen der einzelnen
Glycoformen. Dies hangt mit der Tatsache zusammen, dass die Masse einer Sialinsdure sich
nur um etwa 1 Da von der Masse von zwei Fucosen unterscheidet, sodass ein Signal teilweise
durch die Uberlagerung von bis zu fiinf verschiedenen Glycoformen hervorgerufen wird
(Abb. 57 im Anhang, Beispiel mit vier Glycoformen). So kann beispielsweise das Signal m/z
17021 durch die Glycane H7NgFs, H7/N6FeS, H7NsF4S2, H/NsF2S3 und H7NsS4 (H: Hexose, N: N-
Acetylhexosamin, F: Fucose, S: Sialinsaure = N-Acetylneuraminséure) beschrieben werden.
Durch eine manuelle Analyse ist es nicht méglich, die Gewichtung der einzelnen Glycoformen
zu bestimmen. AuBerdem féllt auf, dass unabh&ngig von der Antennenzahl die maximale
Fucosylierung nicht das schwerste Glycan verursacht. Es treten demnach Signale auf, welche
ausschlieBlich durch Glycoformen erklart werden kénnen, die mindestens eine Sialinsaure
tragen. Auf diese Signale wird im Rahmen dieser Arbeit sehr haufig eingegangen, wobei hier
von sialylierten Strukturen gesprochen wird. Diese Bezeichnung bedeutet jedoch nicht, dass
bei den leichteren Glycoformen keine Glycane mit Sialinsduren vorkommen. Da in den
folgenden Kapiteln oft nur alle Glycoformen eines Signals gleichzeitig diskutiert werden, wurde
jedem Signal eine Massenbezeichnung gegeben. Diese leitet sich aus der average-Masse der
leichtesten Glycoform (Protein+Glycan) des entsprechenden Signals ab und ist unter anderem
der Tab. 16 im Anhang zu entnehmen. Ein GroBteil der folgenden Experimente wurde mit dem
Speichel eines Probanden durchgeflhrt. Es zeigte sich, dass dieser Proband eine besonders
hohe Sialylierung aufweist, sodass Veranderung im Sialylierungsprofil gut zu erkennen sind.
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Abb. 23: Dekonvoliertes Massenspektrum von intaktem PIP. Die Glycosylierung von PIP weist vor
allem bi-, tri- und tetraantenndre Glycane mit unterschiedlichen Fucosylierungs- und
Sialylierungsgraden auf. Da die Masse einer Sialinsaure sich nur um etwa 1 Da von der Masse zweier
Fucosen unterscheidet, kommt es zu Uberlagerungen mehrerer Glycoformen zu einem Signal. Uber
den Signalen sind die entsprechenden mdglichen Glycane dargestellt, wobei die Zahlen den Gehalt an
Fucosen (linke Zahl) und Sialinsauren (rechte Zahl) angeben. Hierbei fallt auf, dass mit dem Signal m/z
16510 bereits die maximale Fucosylierung (sieben Fucosen) der Triantennen erreicht ist. Dennoch
treten noch Signale mit h6heren m/z-Verhaltnissen auf. Diese Signale lassen sich ausschlieBlich durch
Glycoformen erklaren, welche mindestens eine Sialinsdure tragen. Auf diese Signale wird im Rahmen
dieser Arbeit sehr haufig eingegangen, wobei hier von sialylierten Strukturen gesprochen wird. Auch bei
den Bi- und Tetraantennen ist dieses Phadnomen zu beobachten.

Eine reduzierte Spektrenkomplexitat ist fir eine schnelle und einfache Anwendung von PIP
als Biomarker winschenswert. Eine Mdglichkeit ist die enzymatische Abspaltung bestimmter
Zuckerbausteine wie der Sialinsaure, was eine Uberlagerung aufgrund &hnlicher Massen
verhindert. Diese Methode hat jedoch den Nachteil eines zuséatzlichen und zeitintensiven
Arbeitsschrittes, welcher insbesondere die Verwendung im klinischen Alltag erschweren
wirde. AuBerdem muss eine quantitative Abspaltung erreicht werden, da es sonst eventuell
hinsichtlich der Enzymaktivitdt bei den jeweiligen Glycosylierungsstellen zu Variationen
zwischen den Proben kommt. In der Dissertation von A. Wiegandt wurde neben der
allgemeinen Analyse der Glycosylierung ebenfalls der Einfluss der Glycane auf das
Elutionsverhalten von PIP untersucht.[’" 1% Hierbei wurde vor allem der Einfluss der
Fucosylierung betrachtet. Es wurde aber auch auf die Erhéhung der Retentionszeit durch
einen steigenden Sialylierungsgrad hingewiesen.['®! Dieser Effekt soll im Weiteren detailliert
analysiert werden, wobei die verwendete Methode einen zu A. Wiegandts Untersuchungen
identischen Ansatz wahlt. Zunéachst wurden entlang des Retentionszeitbereiches (etwa 21.3-
22.6 Minuten) immer drei benachbarte Spektren summiert. Der Retentionszeitbereich wurde
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durch zwei EICs bestimmt, die den Ladungszustand 10+ der Signale bei m/z 16510 und m/z
16802 darstellen. Diese Signale weisen eine hohe Intensitat auf und kénnen im Falle des
ersten Signals (m/z 16510) durch eine Uberlagerung von vier Glycoformen (HsNsF7, HeNsFsS,
HeNsF3S2 und HeNsFS3) hervorgerufen werden, wobei sowohl sialylierte als auch unsialylierte
Strukturen auftreten. Das zweite Signal (m/z 16802) hingegen l&sst sich nur durch sialylierte
Glycoformen (HeNsF7S, HsNsFsS2 und HeNsFsSs) erklaren. Es sollte demnach sowohl der
Elutionsbereich der unsialylierten Strukturen als auch der sialylierten Strukturen abgedeckt
sein. In Abb. 24 sind die EICs sowie die Lage und Nummern der summierten Massenspektren
innerhalb der Chromatogramme gezeigt. Bereits hier lasst sich die erwartete Verschiebung zu
héheren Retentionszeiten durch die Sialylierung erkennen, da wie oben bereits erwahnt
ausschlieBlich sialylierte Strukturen fur das EIC m/z 1681 in Frage kommen. AuBBerdem weist
das EIC von m/z 1652 zwei Maxima auf, was auf eine chromatographische Trennung
massegleicher Proteinspezies hindeutet. Hierbei kann es sich zum Beispiel um
unterschiedliche Glycoformen handeln, die aufgrund ihrer sehr &hnlichen Masse identische
Isotopensignale aufweisen. Die durch die Summierung erhaltenen Spektren sind in Abb. 25
dargestellt. Die Intensitaten und relativen Anteile der einzelnen Signale je Spektrum sind im
Anhang in Tab. 24 aufgefihrt. Wie bereits von A. Wiegandt festgestellt, ist durch den Vergleich
der einzelnen Spekiren eine deutliche Korrelation der Retentionszeit mit der Anzahl der
Antennen zu erkennen.!'% Zu Beginn eluieren nur bi- und triantennare Strukturen, wobei das
Verhaltnis dieser beiden mit der Zeit zu Gunsten der Triantennen steigt. Mit zunehmender Zeit
ist die Intensitét der Biantennen sehr gering. Die tetraantennaren Strukturen sind zun&chst
durch zwei Signale (m/z 17021 und 17167) zu beobachten. Erst ab Spektrum 781 (ab Minute
22) tritt eine signifikante Elution schwererer Tetraantennen (z.B. m/z 17313) auf. Eine weitere
Beobachtung ist die spatere Elution von Strukturen mit hdherem Sialinsduregehalt innerhalb
des bi-, tri-, und tetraantennéren Bereiches. Bei den Triantennen beispielsweise ist das Signal
m/z 16656 erst ab Spektrum 766 und die Signale m/z 16802 und m/z 16949 erst ab Spektrum
781 zu sehen. Diese Signale werden alle von Glycoformen hervorgerufen, die terminale
Sialinsauren tragen und hinsichtlich ihres Sialylierungsgrades ansteigen. Es ist also bereits
ohne Quantifizierung der einzelnen Glycoformen zu erkennen, dass eine steigende
Sialylierung aufgrund des hydrophoben Charakters der Sialinsdure zu einer signifikanten
Erhdhung der Retentionszeit fuhrt.
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Abb. 24: Nummer der summierten Spekiren und deren Lage im Chromatogramm. Die
verwendeten EICs stellen den Verlauf des Ladungszustandes 10+ der Signale m/z 16510 (HeNsFz,
HeNsFsS, HeNsF3Sz und HeNsFS3) und m/z 16802 (HsNsF7S, HsNsFsS2 und HsNsFzSs) dar. Die
Spektrennummer bezieht sich auf die gesamte LC-MS-Messung. Aufgrund des Verlaufs der EICs und
der Tatsache, dass das Signal bei m/z 16802 nur durch sialylierte Strukturen erklart werden kann, ist
bereits ohne Analyse der Massenspekiren die zu erwartende Verschiebung zu hdéheren
Retentionszeiten durch die Sialylierung zu erkennen. AuBerdem weist das EIC von m/z 1652 zwei
Maxima auf, was auf eine chromatographische Trennung unterschiedlicher Glycoformen hindeutet.

Durch die Erhéhung der Elutionszeiten mit ansteigendem Sialylierungsgrad kénnte demnach
die Mdglichkeit bestehen, dass zu Beginn nur unsialylierte Glycoformen eluieren, was die
Spektrenkomplexitat zu diesem Zeitpunkt reduziert. Aufgrund der Massendifferenz von etwa
1 Da zwischen den sich Uberlagernden Glycoformen ist eine Verschiebung des
Signalmaximums zu erwarten. In Abb. 26 ist das Signal bei m/z16510, welches aus der
Uberlagerung der vier potentiellen Glycoformen HgsNsF7, HeNsFsS, HeNsF3Sz und HeNsFSs
resultieren kann, zu unterschiedlichen Retentionszeiten (Angabe durch Spektrennummer)
dargestellt. Die postulierte Verschiebung des Maximums ist hier deutlich zu erkennen, wobei
mit steigender Retentionszeit ein Shift zu geringeren m/z-Verhaltnissen zu erkennen ist.
Jedoch zeigt sich auch, dass im spateren Retentionszeitbereich das Mal3 der Verschiebung

abnimmt, was unter anderem an der Zunahme der Uberlagerungen liegen kann.
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Abb. 25: Chronologische Darstellung der liber den Elutionsbereich von PIP summierten
Spektren (je drei benachbarte Spektren, Vgl. Abb. 24). Die Spektrennummern beziehen sich auf die
gesamte LC-MS-Messung. Uber den Signalen sind die méglichen Glycane dargestellt, wobei die Zahlen
den Gehalt an Fucosen (linke Zahl) und Sialinsduren (rechte Zahl) angeben. Die Betrachtung der
Spektren zeigt bereits eine Korrelation der Retentionszeit mit der Anzahl der Antennen. Dies ist sowohl
an der Veranderung des Verhaltnisses von Bi- und Triantennen mit der Zeit als auch an der erst spater
auftretenden Elution der Tetraantennen (ab Spektrum 781) zu erkennen. Des Weiteren fallt auf, dass
die héheren m/z-Verhéltnisse innerhalb der Bi-, Tri- und Tetraantennen eine héhere Retentionszeit
aufweisen. Bei den Triantennen beispielsweise ist das Signal m/z 16656 erst ab Spektrum 766 und die
Signale m/z 16802 und m/z 16949 erst ab Spektrum 781 zu sehen. Diese Signale werden alle von
Glycoformen hervorgerufen, die terminale Sialinsauren tragen und hinsichtlich ihres Sialylierungsgrades
ansteigen.
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Abb. 26: Vergleich des Signals bei m/z16510 zu unterschiedlichen Elutionszeiten. Die
Elutionszeiten sind durch die Angabe der Spektrennummer charakterisiert. Die Signale wurden auf den
intensivsten Isotopenpeak normiert. Es ist mit steigender Retentionszeit eine deutliche Verschiebung
des Signalmaximums (schwarz zu blau/rot) zu geringeren m/z-Verhaltnissen zu beobachten, was auf
eine erhdhte Sialylierung hindeutet.

FlUr eine genauere Untersuchung wurde eine Matlab-unterstiitzte Analyse des Signals bei
m/z 16510 durchgefihrt. Die vom Matlab-Skript angepassten Glycane mit der berechneten
Haufigkeit sind in Tab. 12 dargestellt, wobei nur die relativen Anteile des einen Signals
berlcksichtigt wurden. Im frihen Retentionszeitbereich wird das Signal laut Skript zu 100%
durch das unsialylierte Glycan HsNsF7 hervorgerufen, wohingegen dessen Quantitat mit der
Zeit auf 0% sinkt und die sialylierten Glycane in der Haufigkeit ansteigen, was sehr gut mit den
Erwartungen Ubereinstimmt. Dennoch ist zundchst ein Anstieg des zweifach sialylierten
Glycans zu erkennen, wahrend das einfach sialylierte erst ab einer Retentionszeit von
22 Minuten vom Skript berlcksichtigt wird. Die Fragestellung nach der Belastbarkeit des
Matlab-Skripts ist hier sehr interessant und wird ebenfalls untersucht. Die Tendenz und die
Méglichkeit eines Signals ohne sialylierte Strukturen, also ohne Uberlagerung verschiedener
Glycoformen, sind deutlich zu beobachten, was aufgrund der dadurch erhaltenen Reduktion
der Spektrenkomplexitat von groBem Interesse sein kdnnte.
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Tab. 12: Matlab-unterstiitzte Quantifizierung der Glycoformen des Signals bei m/z16510 zu
unterschiedlichen Retentionszeiten. Die Retentionszeiten sind durch die Angabe der
Spektrennummer charakterisiert. Im frihen Retentionszeitbereich wird das Signal zu 100% durch das
unsialylierte Glycan HsNsF7 hervorgerufen, wohingegen dessen Quantitat mit der Zeit auf 0% sinkt und
die sialylierten Glycane in der Haufigkeit ansteigen, was sehr gut mit den Erwartungen (bereinstimmt.
H: Hexose, N: N-Acetylhexosamin, F: Fucose, S: Sialinsaure.

Glycane
HsNsF> HeNsFsS HeNsF3S: HesNsFS3
(m/z=16513) (m/z=16512) (m/z=16511) (m/z=16510)
# 763-765 100% 0% 0% 0%
#775-777 12% 0% 87% 1%
# 784-786 0% 35% 61% 4%

Flr eine detaillierte Analyse des Elutionsverhaltens von PIP sollten alle Glycoformen
betrachtet werden. Daher wurden die Koeffizienten aller Glycoformen der Bi-, Tri- und
Tetraantennen mit identischem Sialylierungsgrad summiert und anschlieBend gegen die
Retentionszeit aufgetragen. Fur die Bi-, Tri- und Tetraantennen ist diese Auftragung in Abb. 27,
Abb. 28 und Abb. 29 (Koeffizienten im Anhang, Tab. 25, Tab. 26 und Tab. 27) dargestellt.
Vor allem bei den Bi- und Triantennen ist eine sehr gute Korrelation zwischen Retentionszeit
und Sialylierungsgrad zu erkennen, wobei die Elutionsmaxima der Glycoformen mit
steigendem Gehalt der Sialinsduren zu héheren Retentionszeiten verschoben sind. Bei den
Biantennen beispielsweise liegt das Maximum flr unsialylierte Strukturen bei 21.4 Minuten, fir
einfach sialylierte bei etwa 21.6 Minuten und flur zweifach sialylierte bei etwa 21.9 Minuten.
Pro Sialinsdure erhdht sich demnach die Retentionszeit um 0.2-0.3 Minuten, was auch durch
Betrachtung der Triantennen und Tetraantennen verifiziert werden kann. AufBerdem zeigt sich
in den Abbildungen der Bi- und Triantennen, dass zu Beginn nur Strukturen ohne Sialinsaure
eluieren. Wenn nur dieser Bereich fir die Summierung der Spektren verwendet wird, ist ein
Vergleich der Glycosylierung insbesondere des Fucosylierungsgrades von gesunden und
erkrankten Probanden ohne Signallberlagerungen méglich. An dieser Stelle sollte aber
erwahnt werden, dass die fehlende Betrachtung der Sialylierung auch eine Reduktion des
Informationsgehaltes bedeutet, da der Sialylierungsgrad in der Literatur haufig als potentieller
Biomarker zur Erkennung von Krebserkrankungen beschrieben wird. Eine vollstandige
chromatographische Trennung der unterschiedlich sialylierten Glycoformen ist nicht gegeben.
Der Uberlappungsbereich der einzelnen Kurven ist recht groB3, sodass reine Spektren mit
Glycoformen eines bestimmten Sialinsduregehaltes (auBer unsialyliert) nicht erhalten werden
kénnen. Dennoch konnte gezeigt werden, dass eine Fucose-basierte Analyse auch ohne
enzymatische Abspaltung der Sialinsauren maéglich ist - unter der Annahme, dass der von A.
Wiegandt detailliert untersuchte Einfluss der Fucosylierung auf die Elution bei allen Probanden
gleich ausfallt.l'%]
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Abb. 27: Elutionsprofil unterschiedlich sialylierter, biantennérer Glycane von PIP. Hierfir wurden
die Koeffizienten einer Matlab-unterstiitzten Analyse der entsprechend Abb. 24 summierten Spekiren
hinsichtlich des Sialylierungsgrades der Glycoformen summiert, was ein MaB fir den Anteil der
biantennaren Strukturen an allen Glycoformen darstellt. Es ist eine deutliche Korrelation zwischen der
Elutionszeit und der Sialylierung zu erkennen, wobei das Elutionsmaximum der Glycoformen mit
steigendem Sialinsduregehalt zu spateren Zeiten verschoben wird.
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Abb. 28: Elutionsprofil unterschiedlich sialylierter, triantennérer Glycane von PIP. Hierfir wurden
die Koeffizienten einer Matlab-unterstiitzten Analyse der entsprechend Abb. 24 summierten Spektren
hinsichtlich des Sialylierungsgrades der Glycoformen summiert, was ein MaB fir den Anteil der
triantennaren Strukturen an allen Glycoformen darstellt. Wie bereits in Abb. 27 besprochen ist auch hier
eine deutliche Korrelation zu erkennen. Erneut nimmt die Elutionszeit mit steigendem Gehalt an
Sialinsduren kontinuierlich zu.
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Abb. 29: Elutionsprofil unterschiedlich sialylierter, tetraantennarer Glycane von PIP. Hierfiir
wurden die Koeffizienten einer Matlab-unterstitzten Analyse der entsprechend Abb. 24 summierten
Spektren hinsichtlich des Sialylierungsgrades der Glycoformen summiert, was ein MaB fir den Anteil
der triantenndren Strukturen an allen Glycoformen darstellt. Wie bereits in Abb. 27 und Abb. 28
besprochen ist auch hier eine deutliche Korrelation zu erkennen. Erneut nimmt die Elutionszeit mit
steigendem Gehalt an Sialinsauren kontinuierlich zu. Dennoch ist zu erkennen, dass die Korrelation
gréBerer Schwankungen aufweist. So weisen die Kurven zum Beispiel mehrere Maxima auf und die
unsialylierten Strukturen scheinen ab einer Retentionszeit von etwa 22.4 Minuten erneut den héchsten
Anteil zu haben. Hierfir kann die teilweise sehr geringe Intensitdt der Signale von tetraantennaren
Strukturen und das damit verbundene schlechte Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Signale als Erklarung
genannt werden. Eine gute Anpassung dieser Signale durch Matlab ist somit erschwert, was zu
Abweichungen fihren kann.

4.3.2 Belastbarkeit der computergestitzten Analyse

Ein sehr groBer Teil der Analyse von PIP basiert auf computergestitzten Methoden unter
Verwendung eines Matlab-Skripts, welches eine mathematische Anpassung des
experimentellen Spektrums unter Verwendung der Proteinsequenz und der potentiellen
Glycane als Input durchfihrt. Das Skript eignet sich hervorragend fir die Untersuchung von
komplexen Intaktspekiren, bei denen eine manuelle Analyse zu zeitaufwendig wére. Dennoch
muss diese Matlab-gestitzte Analyse hinsichtlich des Einsatzes zur Quantifizierung
Uberlagernder Glycoformen validiert werden. Hierbei steht vor allem die Frage der
Belastbarkeit im Vordergrund. Aufgrund der starken Signalliberlagerungen bei PIP stellt sich
beispielsweise die Frage, ob das Skript in der Lage ist die Uberlagerung von vier Glycoformen
korrekt anzupassen, die sich jeweils nur um etwa 1 Da unterscheiden. Hierbei sollte vor allem
der Einfluss der manuellen Einstellung der Parameter Shift und Linienbreite im Fokus stehen,
da es hier durchaus zu subjektiven Einschatzungen kommen kann. Hierflr wurde zunachst
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mithilfe von Matlab ein Spektrum generiert, das durch die Summe der mit festen Koeffizienten
gewichteten Vektoren der Isotopenmuster der Glycoformen HeNsF7 (F7S0, Koeffizient: 0.58),
HeNsFsS (F5S1, Koeffizient: 0.05), HeNsF3S2 (F3S2, Koeffizient: 0.10) und HeNsFSs (F1S3,
Koeffizient: 0.27) errechnet wurde. Fir die Berechnung dieses Spekirums musste eine
Linienbreite, welche letztendlich ein Maf fir die Breite eines Isotopenpeaks ist, und ein Shift
der Masse angegeben werden. Fir die Linienbreite wurde ein Wert von 0.190 gewahlt, da die
Anpassungen von Spektren des intakten PIP zeigten, dass die Linienbreiten bei den
experimentellen Daten im Bereich von 0.135 und 0.255 lagen. Beim Shift wurde auf eine
Massenverschiebung verzichtet, da die Analyse eben diese Verschiebung untersuchen soll.
Es wurde also ein Shift von 0 Da verwendet, was bedeutet, dass die Masse des intakten
Glycoproteins entsprechend der Summenformel und der Atommassen berechnet wurde. Diese
beiden Werte stellen somit die nativen Parameter des Spektrums dar. Das so gewonnene
Spektrum diente nun als Input fir das Matlab-Skript und ist hiermit im Rahmen dieser Analyse
das .experimentelle® Spektrum. Fir die Anpassung wurden nur die vier mdglichen
Glycoformen bertcksichtigt. Durch Variation des Shift und der Linienbreite ist nun eine
Einschatzung der Belastbarkeit des Skripts im Hinblick auf diese beiden manuell
einzustellenden Parameter moglich. In Tab. 13 und in Abb. 30 sind die entsprechenden
Ergebnisse dargestellt. Zun&chst fallt auf, dass selbst bei Verwendung der nativen Parameter
das Skript eine geringe Abweichung bei den abundanten Glycoformen zeigt. Durch eine
optische Betrachtung der Anpassung ist dies nicht festzustellen, da erst bei einer sehr hohen
VergréBerung der optischen Darstellung die Differenz zwischen dem ,experimentellen®
Spektrum und dem theoretischen Spekirum geringste Unterschiede zeigt. Bei realen,
experimentellen Daten sind diese geringen Unterschiede allein aufgrund des technischen und
chemischen Rauschens nicht zu erfassen, sodass sie in diesem MafB3e keine Rolle spielen. Die
trotz unveranderter Parameter auftretende Abweichung lasst sich durch den iterativen Prozess
erklaren. Wenn das Skript bei aufeinanderfolgenden lterationsschritten eine zu geringe
Anderung der Abweichungsquadrate feststellt, wird die mathematische Anpassung beendet.
Ab welchem Anderungswert dies geschieht, wird vorher im Skript angegeben. Durch die
Verwendung eines kleineren Anderungswertes sind die beobachteten Abweichungen
geringer. Es kommt jedoch zu einer signifikanten Erhéhung der Rechenzeit von 24 Sekunden
auf etwa 120 Sekunden, wenn die Standardeinstellung der maximalen lterationsschritte von
500000 ausgenutzt wird.

Wie zu erwarten war, fuhrt eine Veranderung des Shift und/oder der Linienbreite zu erheblich
gréBeren Abweichungen. Eine Erhéhung bzw. Reduktion der Linienbreite um etwa 2% bzw.
4% zeigt vor allem bei der am geringsten konzentrierten Glycoformen absolute Abweichungen
von bis zu 5.8%, was einer relativen Abweichung von tber 100% entspricht. Aber auch bei
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den abundanten Glycoformen zeigen sich absolute Veranderungen von bis zu 3.2% (Abb. 30,
oben rechts). Im Gegensatz zur Linienbreite treten bei der Variation des Shift noch gréBere
Abweichungen auf. Ein Shift von +0.02 Da beispielsweise fuhrt zu absoluten Abweichungen
von 8.4% bei der abundantesten Glycoform (relativ: 14.5%) und 13.1% bei der Glycoform mit
der geringsten Quantitat (relativ: 262%). Zusétzlich wurde die Glycoform F3S2 gar nicht
angepasst, was hinsichtlich der Bestimmung des Sialylierungsgrades einen erheblichen
Einfluss héatte, da es bei realen Daten immerhin 10% eines sehr intensiven Signals sein
kénnen. Die verwendeten Variationen des Shift entsprechen einer Massengenauigkeit von 0.6
bzw. 1.2 ppm und befinden sich somit im Bereich der Messunsicherheit. Eine visuelle
Betrachtung (Abb. 30, unten links) der Anpassung zeigt bei der Differenz deutlich
Abweichungen von der idealen Gerade. Dennoch ist auch hier die Problematik bei
experimentellen Daten nicht zu vernachlassigen. Durch starkes Rauschen oder weitreichende
zusétzliche Uberlagerungen kdnnen starke Abweichungen bei der Differenz eventuell nicht
korrekt identifiziert werden. Das Verhéltnis der maximalen Amplitude der Differenz zur
Intensitédt des hdchsten Isotopensignals kann hierbei als MaB3 fir den Fehler des Matlab-
Skripts dienen. In diesem Fall liegt der Fehlerbereich laut visueller Betrachtung bei bis zu 5.5%.
Die tatsachlich auftretenden Fehler sind aber deutlich gréBer. Die visuelle Betrachtung
unterschétzt demnach den Fehler des Matlab-Skripts. Auch die gleichzeitige Variation von
Shift und Linienbreite, wobei jeweils die geringere Anderung verwendet wurde, bestatigt die
diskutierten Beobachtungen und Schlussfolgerungen.

Es lasst sich also sagen, dass Abweichungen des Shiff und der Linienbreite zu Fehlern
bezlglich der Quantifizierung von Glycoformen flhren, welche sich zu einem Signal
Uberlagern. Insbesondere die gering konzentrierten Glycoformen kénnen nicht korrekt
quantifiziert werden, wenn die Linienbreite oder der Shift nicht ausreichend bestimmt wurde.
Die Bestimmung dieser Parameter durch visuelle Betrachtung der Anpassung ist bei realen
Spektren aufgrund des technischen und chemischen Rauschens sowie der zusétzlichen
Uberlagerungen durch weitere Proteinspezies sehr schwer. Aus diesem Grund wurde in den
folgenden Experimenten eine Signal-basierte Analyse durchgefiihrt, bei der die Koeffizienten
der Glycoformen eines Signals summiert wurden. Durch die Bildung der Summe weist jedes
Signal nur einen allgemeinen Koeffizienten auf, sodass der durch die Uberlagerung mehrerer
Glycoformen hervorgerufene Fehler des Skripts aufgehoben wird - die Summe der

Glycoformen unter einem Signal ist konstant.

Obwohl die Untersuchung der Belastbarkeit des Matlab-Skripts zeigte, dass es teilweise zu
erheblichen Abweichungen bei der Quantifizierung kommt, bedeutet dies nicht, dass die
computergestitzte Analyse mit Matlab uninteressant ist. Es gibt viele unterschiedliche
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Mdéglichkeiten diese Methode der Analyse dennoch einzusetzen. Zum einen bietet sich die
oben bereits erlauterte Signal-basierte Analyse an. Diese Analyse lasst sich durch die
Verwendung des Matlab-Skripts ebenfalls deutlich erleichtern, wobei vor allem die erhebliche
Zeitersparnis zu nennen ist. Eine manuelle Analyse der Spektren wéare zwar mdglich, aber
aufgrund des extremen Aufwands nicht sinnvoll, sodass die computergestltzte Analyse hier
unerlasslich ist. Zum anderen gibt es verschiedene Mdglichkeiten das Skript zu optimieren,
sodass die Abweichungen bei der Quantifizierung geringer ausfallen. Hierbei ist vor allem die
automatisierte Bestimmung der Parameter zu nennen, bei der das Skript seine Berechnung
flr verschiedene Parameterkombinationen durchfiihrt und entsprechend der mathematisch
bestimmten Abweichung der least-square-Anpassung (resnorm) den optimalen Parametersatz
bestimmt. Des Weiteren kénnten die durch Uberlagerungen hervorgerufenen Signale der
Massenspekiren durch mathematische Operationen wie der Dekonvolution, der Fourier-
Transformation oder der Betrachtung von Ableitungsfunktionen rechnerisch getrennt werden.

Tab. 13: Ergebnisse einer Matlab-Analyse unter Verwendung eines generierten Spektrums und
Variation des Shift und der Linienbreite. Bei dem generierten Spektrum handelt es sich um ein Signal,
das durch gewichtete Uberlagerung der hier angegebenen Glycoformen hervorgerufen wird. Es zeigt
sich, dass durch eine Veranderung des Shift und/oder der Linienbreite erhebliche Abweichungen zum
realen Wert auftreten. Diese Abweichungen weisen absolute Werte von bis zu 8.4% bei der
abundantesten Glycoform und bis zu 13.1% bei der Glycoform mit der geringsten Quantitat auf.

Glycane

F7S0 (58%) F5S1 (5%) F3S2 (10%)  F1S3(27%)

unverandert 57.8 5.0 10.0 27.2
LB +2.1% 56.3 8.0 8.7 27.0
LB +4.2% 54.8 10.8 7.6 26.8
Shift + 0.01 Da 53.4 12.4 4.2 30.0
Shift + 0.02 Da 49.6 18.1 0.0 32.3
LB-2.1% 59.6 1.8 11.2 27.4
g LB - 4.2% 60.8 0.0 11.0 28.2
(]
g Shift- 0.01 Da 61.5 0.0 13.1 25.4
@©
o | Shift-0.02 Da 63.5 0.0 11.1 25.4
Shift + 0.01 Da,
LB s 5.1% 52.0 15.0 3.4 29.7
Shift - 0.01 Da,
LB + 2.1% 60.7 0.6 14.2 24.4
Shift + 0.01 Da,
LB - 2.1% 54.9 9.6 5.2 30.4
Shift - 0.01 Da,
LB -21% 62.1 0.0 11.2 26.7
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Abb. 30: Mathematische Anpassung eines errechneten theoretischen Spektrums durch das
Matlab-Skript unter Variation des Shift und der Linienbreite (Auszug der Ergebnisse). Das Matlab-
Skript generiert hierbei ein dem errechneten Spektrum (schwarz) durch einen least-square-Algorithmus
angepasstes Spektrum (rot). Die Differenz ist in Blau gezeigt. Es fallt auf, dass die Anpassungen alle
recht gut sind. Erst eine Betrachtung der Differenz zeigt teilweise sehr geringe Abweichungen an, wobei
diese im Fall eines realen Spekirums aufgrund des Rauschens und der zusétzlichen
SignalUberlagerung durch weitere Proteinspezies eventuell nicht zu identifizieren sind.

4.3.3 Reproduzierbarkeit der Daten

Ein sehr wichtiger Parameter fir die Qualitdt einer analytischen Methode ist die
Reproduzierbarkeit. Insbesondere fir einen klinischen Einsatz von PIP als Biomarker wirde
die Reproduzierbarkeit eine sehr wichtige Rolle spielen, da diese bei einer diagnostischen
Methode nur geringe Schwankungen unter Berlcksichtigung einer einheitlichen
Probenbearbeitung aufweisen sollte. Diese Schwankungen kdnnten im schlimmsten Fall zu
falschen Diagnosen fiihren. Die verwendete Methode misste also im Rahmen der
Messunsicherheit vergleichbare Ergebnisse liefern, wenn die Probenvorbereitung und die
Messung auf die gleiche Weise durchgeflihrt wurden. Um diese Reproduzierbarkeit zu testen,
wurden zwei Experimente durchgefthrt. Zum einen wurde eine vorbereitete Probe dreimal fir
eine LC-MS-Messung injiziert. Zum anderen wurde eine Speichelprobe vor der Aufarbeitung
in drei Aliquote geteilt, welche dann parallel fir die abschlieBende LC-MS-Messung vorbereitet
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wurden. Hierbei wurde dementsprechend die Reproduzierbarkeit der verwendeten
massenspektrometrischen Analyse sowie der Einfluss der Probenhandhabung untersucht. In
Abb. 31 ist das Signal m/z 16510 der Messungen gezeigt, bei der die identische Probe dreimal
injiziert wurde. Das gesamte Spektrum wurde jeweils auf das intensivste Signal normiert. Es
ist zu erkennen, dass insbesondere die Intensitétsverhaltnisse zum intensivsten Signal bei den
drei Messungen variieren. Es ist an dieser Stelle nicht auszuschlieBen, dass der MaxEnt-
Algorithmus bei der Dekonvolution durch geringe Messungenauigkeiten eine gréBere
Abweichung verursacht. Daher wurden ebenfalls die unprozessierten Massenspekiren
betrachtet, wobei ebenfalls die entsprechenden Unterschiede festzustellen waren (Abb. 58 im
Anhang). Des Weiteren sollte die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass der
unterschiedlich lange Verbleib der Proben im Autosampler einen Einfluss haben kann, wobei
ein kontinuierlicher Trend zu erwarten ist, der mit der Chronologie der Probenmessung
korreliert. Dieser Trend konnte aber nicht beobachtet werden, sodass der Einfluss bei der
Zeitspanne im Autosampler (max. 1-2 Stunden) als vernachlédssigbar angesehen wird. Um die
beobachteten Unterschiede zwischen den Spektren auch bewerten zu kénnen, wurde eine
quantitative Analyse der Spektren mithilfe des Matlab-Skriptes durchgefihrt. Es soll an dieser
Stelle noch einmal betont werden, dass aufgrund der in Kap. 4.3.2 (siehe letzter Absatz)
diskutierten Problematik des Skripts, aufgrund manueller Bestimmung gewisser Parameter zu
Ungenauigkeiten bei der Quantifizierung zu flhren, alle Koeffizienten unter einem Signal
summiert wurden. Die Summe der Koeffizienten fir ausgewahlte Signale sind in Abb. 32
(Tab. 28 im Anhang) vergleichend dargestellt. Hier ist zu erkennen, dass vor allem bei den
intensiven Signalen Abweichungen auftreten. Beispielsweise zeigt die zweite Injektion beim
Signal m/z 16510 eine geringere Koeffizientensumme und bei den Signalen m/z 16802 und
m/z 16949 eine héhere. Die absoluten Abweichungen weisen Werte bis zu 0.7% auf, was beim
intensivsten Signal einer relativen Abweichung von etwa 3.5% entspricht. Dieser relative
Fehler muss also bereits von messtechnischer Seite berticksichtigt werden. Dies hat zur Folge,
dass eine Variation hinsichtlich der Quantitat der Glycoformen beim Vergleich von gesunden
und erkrankten Probanden ein bestimmtes Mal3 aufweisen muss, da sonst ein Unterschied
nicht korrekt erkannt werden kann. Wenn nur die messtechnische Abweichung bericksichtigt

wird, sollten Unterschiede zwischen den Probanden von 10% durchaus zu bestimmen sein.
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Abb. 31: Vergleich der dekonvolierten Spektren von drei Messungen einer Probe. Hier ist nur das
Signal bei m/z16510 dargestellt. Die Spektren wurden jeweils auf das intensivste PIP-Signal im
Gesamtspektrum normiert. Die Intensitéten der Signale zeigen geringe Unterschiede zueinander, was
ebenfalls auf ein jeweils anderes Verhaltnis des Signals zum intensivsten Signal hindeutet. Diese
Unterschiede wirde demnach bei einer computergestutzten Quantifizierung zu geringflgig
verschiedenen Haufigkeiten der Glycoformen fiihren.
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Abb. 32: Vergleich der Koeffizienten der Matlab-Analyse von drei LC-MS-Messungen einer Probe
(Werte in Tab.28 im Anhang). Bei den Koeffizienten handelt es sich um die Summe der
Einzelkoeffizienten der unter einem Signal auftretenden Glycoformen. Die Zahlen Uber den
Grundstrukturen der entsprechenden Glycoformen geben die mdglichen Kombinationen der Fucose-
und Sialinsdureanzahl an. Zwischen den Messungen sind Unterschiede zu erkennen, die absolute
Abweichungen voneinander von bis zu 0.7% aufweisen. Fir das intensivste Signal ergibt sich somit
eine relative Abweichung von 3.5%.
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Neben den messtechnischen Abweichungen ist die Frage nach der Ergebnisstabilitat durch
die Probenhandhabung sehr wichtig. In Abb. 33 ist das Signal bei m/z 16510 der Messungen
gezeigt, bei denen drei parallele Aufarbeitungen der gleichen Speichelprobe injiziert wurden.
Aufgrund der parallelen Aufarbeitung kdénnen Unterschiede hinsichtlich der Einflisse wie
Umweltparameter (z.B. Temperatur) oder unterschiedliche Zeiten bei einzelnen Schritten
nahezu ausgeschlossen werden. Einzig bei der durchgefihrten chromatographischen
Reinigung mittels HPLC war eine parallele Durchflihrung nicht méglich, da nur eine Probe
zurzeit isoliert werden kann. Es wurde jedoch darauf geachtet, dass die verschiedenen Schritte
(z.B. Auftauen der Probe, Injektion, Fraktionierungsdauer) zeitlich méglichst gleich waren. Die
nicht verwendeten Proben wurden durchgehend bei -20 °C gelagert. Die potentiellen
Abweichungen der Spektren voneinander, die Uber das MalB der messtechnischen
Schwankung hinausgehen, werden also vor allem durch Unterschiede bei der
Probenhandhabung verursacht. Es kann davon ausgegangen werden, dass nicht parallele
Aufarbeitungen gréBere Unterschiede zeigen wirden. Die Abbildung zeigt, dass vor allem eine
Messung deutlich von den anderen beiden abweicht. Wie beim vorherigen Experiment wurde
auch hier das gesamte Spektrum auf das intensivste Signal normiert, sodass die Unterschiede
auf ein anderes Verhaltnis zu diesem Signal hindeuten. Es ist zu erwarten, dass bezlglich der
Quantifizierung ebenfalls deutliche Unterschiede auftreten. Die Summe der Koeffizienten fur
ausgewahlte Signale sind in Abb. 34 (Tab. 29 im Anhang) vergleichend dargestellt. Es zeigen
sich hier starke Abweichungen voneinander, obwohl die Verteilung der Glycoformen aufgrund
der identischen Speichelprobe gleich sein missen. Insbesondere die erste Probe weist
beispielsweise bei den Signalen m/z16656, m/z16802 und m/z16949 (ausschlieBlich
sialylierte Strukturen) deutlich héhere und bei den Signalen m/z 16510 und m/z 16364 deutlich
niedrigere Koeffizienten auf. Diese Probe zeigt auBerdem einen geringeren Gehalt an
biantennaren Strukturen. Die absoluten Abweichungen weisen Werte bis zu 3% auf, was beim
intensivsten Signal einer relativen Abweichung von etwa 16% entspricht. Die Beobachtungen
ahneln stark dem in Kap. 4.3.6 naher erlauterten Glycanabbau, der vor allem zu einer
Abspaltung der Sialinsauren fuhrt. Es ist aber nicht ersichtlich, warum vor allem zwei der
Proben von diesem enzymatischen Abbau betroffen sein sollen. Eine mégliche Erklarung ware
eine unzureichende Homogenisierung zu Beginn des Experiments, sodass die Konzentration

der Glycosidasen in den Proben variierte.
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Abb. 33: Vergleich der dekonvolierten Spektren von drei parallel durchgefiihrten Aufarbeitungen
der identischen Speichelprobe. Hier ist nur das Signal bei m/z 16510 dargestellt. Die Spektren wurden
jeweils auf das intensivste PIP-Signal im Gesamtspektrum normiert. Im Gegensatz zum vorangegangen
Experiment (vgl. Abb. 31) weisen die Spekiren hier deutlichere Unterschiede auf. Es kann daher
angenommen werden, dass bezlglich der Quantifizierung ebenfalls deutliche Unterschiede auftreten.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Reproduzierbarkeit der Analyse von PIP nicht
optimal ist. Diese Beobachtung stellt die Notwendigkeit eines sehr genauen
Standardprotokolls (SOP: Standard Operating Procedure) dar, sodass die Daten nur gering
von der Handhabung beeinflusst werden. Je geringer die Abweichungen sind, die durch
messtechnische Faktoren oder Faktoren bei der Probenhandhabung hervorgerufen werden,
desto geringere Unterschiede hinsichtlich der pathologischen Varianz der Glycoformen
kénnen identifiziert werden.
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Abb. 34: Vergleich der Koeffizienten der Matlab-Analyse von Messungen dreier parallel
aufgearbeiteter Ansétze der identischen Speichelprobe (Werte in Tab. 29 im Anhang). Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Zahlen tber den Grundstrukturen der entsprechenden Glycoformen
geben die moglichen Kombinationen der Fucose- und Sialinsédureanzahl an. Die Haufigkeit der
Glycoformen der drei Proben weist starke Unterschiede auf, wobei die absolute Abweichung
voneinander bis zu 2.8% betragt. Dies entspricht beim intensivsten Signal einer relativen Abweichung
von etwa 16%.

4.3.4 Einfluss des Zeitpunktes der Probenahme

Neben der Untersuchung der Reproduzierbarkeit hinsichtlich der Probenhandhabung sowie
messtechnischer Schwankungen spielt die Stabilitat der Glycosylierung eine wichtige Rolle.
Die Glycosylierung von PIP eines Probanden sollte im Idealfall nur durch die entsprechende
Krankheit beeinflusst werden, fir die PIP als Biomarker eingesetzt wird. Dennoch besteht die
Méglichkeit, dass die Glycosylierung von Proteinen aufgrund anderer Faktoren variiert.
Insbesondere bei Proteinen aus Speichel stellt sich die Frage, ob die kontinuierliche
Speichelproduktion und die damit verbundene stetige Biosynthese der Glycoproteine im
Hinblick auf die Glycosylierung eine zeitliche Stabilitdt ermdglicht. Zur Klarung dieser Frage
wurde zunachst die Glycosylierung von PIP innerhalb einer Woche untersucht, wobei die
Probenahme an jedem Tag zur gleichen Zeit stattfand. AuBerdem wurden alle Proben parallel
aufgearbeitet, sodass im ldealfall nur die in Kap. 4.3.3 besprochenen relativen Abweichungen
zu erwarten sind. In Abb. 35 (Tab. 30 im Anhang) ist die computergestitzte Quantifizierung
einiger Glycoformen gezeigt. Es soll an dieser Stelle erneut betont werden, dass aufgrund der
in Kap. 4.3.2 (siehe letzter Absatz) diskutierten Problematik des Skripts, aufgrund manueller

Bestimmung gewisser Parameter zu Ungenauigkeiten bei der Quantifizierung zu fihren, alle
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Koeffizienten unter einem Signal summiert wurden. Bereits eine erste Betrachtung zeigt, dass
bei bestimmten Signalen eine sehr hohe Streuung auftritt. Insbesondere die Probe vom
Dienstag weicht im Bereich der triantenndren Glycane stark von den anderen Proben ab.
Waéhrend sie beispielsweise bei den Signalen m/z 16802 und m/z 16949 (ausschlieBlich
sialylierte Strukturen) eine deutlich geringere Quantitat aufweist, zeigen die Signale wie
m/z 16219 oder m/z 16364 erhdhte Intensitaten. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist der im
vorangegangenen Kapitel bereits angesprochene und in Kap. 4.3.6 ndher untersuchte
Glycanabbau, da diese Probe nach der Entnahme im Gegensatz zu den anderen Proben nicht
direkt eingefroren, sondern flir mehrere Stunden bei 4 °C gelagert wurde. Es kénnte daher zu
enzymatische Abbauprozessen gekommen sein. Im vorangegangenen Kapitel wurde der
Einfluss eines langeren Verbleibs im Autosampler (Temperatur: 4 °C) als vernachlassigbar
diskutiert. An dieser Stelle muss jedoch berlcksichtigt werden, dass die Dienstags-Probe eine
deutlich langere Zeitspanne (>10 Stunden) bei dieser Temperatur gelagert wurde und dass
hier noch keine aufgearbeitete Probe betrachtet wird. Es ist anzunehmen, dass durch die
Reinigung die Konzentration potentieller Glycosidasen erheblich reduziert wird. Neben der
Probe vom Dienstag zeigen auch andere Proben Abweichungen. Hier sind beispielsweise die
signifikante Reduktion der Montags-Probe bei nahezu allen Signalen der Biantennen oder die
erhéhte Quantitéat der Donnerstags-Probe beim vollstédndig unglycosylierten PIP (m/z 13501)
zu nennen. Die relativen Abweichungen vom Mittelwert (ohne Dienstags-Probe) betragen bei
den intensivsten Signalen bis zu 20%. In Abb. 36 (Tab. 30 im Anhang) sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen der Koeffizienten der Messungen gezeigt, wobei die Dienstags-
Probe fir die Berechnung ausgeschlossen wurde. Hier sind die bereits angesprochenen
teilweise starken Schwankungen gut zu erkennen. Es féllt dennoch auf, dass bestimmte
Signale geringe Abweichungen zwischen den Proben besitzen. Bei diesen Signalen handelt
es sich vor allem um die leichteren tri- und tetraantennéren Strukturen. Als Erklarung hierfar
kann der hohe Fucosylierungs- und Sialylierungsgrad von PIP herangezogen werden. Die
Wahrscheinlichkeit, dass die beobachteten Abweichungen vor allem durch einen
unterschiedlichen Gehalt an Fucosen und Sialinsauren hervorgerufen wird, ist sehr hoch. Da
die leichteren Strukturen aber einen geringeren Gehalt dieser beiden Monosaccharide
aufweisen, sind mdgliche Variationen unwahrscheinlicher, sodass die Streuung signifikant

abnimmt.
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Abb. 35: Vergleich der Glycosylierung von PIP innerhalb eines Wochenzyklus (Werte in Tab. 30
im Anhang). Bei den Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter
einem Signal auftretenden Glycoformen. Die Zahlen Uber den Grundstrukturen der entsprechenden
Glycoformen geben die mdglichen Kombinationen der Fucose- und Sialinsdureanzahl an. Es ist zu
erkennen, dass bei vielen Signalen eine starke Streuung auftritt. Hier ist vor allem die Dienstags-Probe
zu nennen, welche einen geringeren Anteil sialylierter Strukturen (z.B. m/z 16802 oder m/z 16949) und
einen hoéheren Anteil der kleineren Triantennen aufweist. Eine mdgliche Erklarung ist eine
unzureichende Kihlung bei dieser Probe und ein damit begunstigter enzymatischer Glycanabbau (vgl.
Kap. 4.3.6). Es treten aber auch bei anderen Proben deutliche Abweichungen zum Rest auf, was auf
eine geringe Stabilitat der Glycosylierung innerhalb einer Woche hindeutet.

Auch ohne jede Abweichung einzeln zu analysieren und zu bewerten, lasst sich also eine
Schwankung der Quantitdt der Glycoformen beobachten, welche nicht nur durch
messtechnische Einflisse oder Unterschiede in der Handhabung zu erklaren sind. Die
Glycosylierung im Allgemeinen scheint demnach innerhalb einer Woche keine grof3e Stabilitat
aufzuweisen. Die Quantitat der Glycoformen variiert also stark. Dies war zu erwarten, da die
Glycosylierung von den verschiedensten externen und internen Faktoren beeinflusst werden
kann. Da die identifizierten Schwankungen keinem erkennbaren Trend folgen, kann davon
ausgegangen werden, dass jeder Mensch andere Variationen innerhalb einer Woche hat. Wie
oben bereits erwahnt, scheinen einige Signale nur sehr geringe Schwankungen aufzuweisen.
Sollte sich diese Beobachtung auch bei nachfolgenden Experimenten mit einer gréBeren
Probenanzahl bestatigen, koénnte der Einsatz als Biomarker basierend auf den
entsprechenden Glycoformen sinnvoll sein. Letztendlich gilt fir den Einsatz als Biomarker,
dass die experimentelle Varianz der Glycoformen, welche sich aus verschiedenen Faktoren

wie messtechnische Abweichungen oder Variationen bei der Probenhandhabung ergibt,
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geringer sein muss als die pathologische Varianz, die durch die Krankheit verursacht wird. Je
geringer die experimentelle Varianz ist, desto geringere pathologische Varianzen kdénnen

identifiziert werden.
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Abb. 36: Mittelwert und Standardabweichung der Koeffizienten des 5-Tage-Versuches. Bei der
Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung wurde die Dienstags-Probe aufgrund der
unterbrochenen Kuhlkette nicht berlicksichtigt. Die bereits in Abb. 35 beobachteten, teilweise starken
Schwankungen werden durch die Standardabweichung mathematisch bestatigt. Beim intensivsten
Signalen tritt beispielsweise eine relative Standardabweichung von etwa 13% auf. Es féllt jedoch auch
auf, dass einige Signale nur geringe Abweichungen zwischen den Proben aufweisen. Hier sind die
leichteren tri- und tetraantenndre Strukturen zu nennen. Aufgrund der geringeren Anzahl terminaler
Fucosen und/oder Sialinsduren sind die mdglichen Variationen eingeschrankt.

Neben der Frage, wie stabil sich die Glycosylierung innerhalb einer Woche verhalt, ist der
Einfluss des Zeitpunktes der Probenahme an einem Tag von groBem Interesse, da die
Mdoglichkeit der Variation der Glycoform wahrend der Tages besteht. Im Laufe des Tages
variiert die Speichelproduktion stark. Insbesondere bei der Nahrungsaufnahme kommt es zu
einer erheblichen Erhéhung des Speichelflusses. Unter der Annahme, dass die Konzentration
von PIP im Speichel konstant ist, muss auch die Biosynthese der Glycosylierung von PIP
zunehmen. Es ist méglich, dass diese Zunahme zu unterschiedlichen Glycosylierungsmustern
fihrt, da die zeitliche Limitierung der Biosynthese eventuell geringer fucosylierte und sialylierte
Strukturen hervorruft. Zur Untersuchung dieses Einflusses wurde von einem Probanden an
drei Zeitpunkten desselben Tages jeweils eine Probe abgegeben. Um andere Faktoren fur die
Haufigkeitsschwankungen von Glycoformen zu minimieren, wurden die Proben erneut parallel
aufgearbeitet. In Abb. 37 (Tab. 31 im Anhang) ist die computergestiitzte Quantifizierung
einiger Glycoformen gezeigt, wobei die Koeffizienten sich Uberlagernder Glycoformen

summiert wurden. Es ist zu erkennen, dass nahezu alle Signale stetig in ihrer Intensitat zu-
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oder abnehmen. Wahrend die Glycoformen mit héherem m/z-Verhaltnissen in ihrer Quantitat
geringer werden, ist bei den leichteren Glycoformen ein entgegengesetzter Trend zu
beobachten. Im Laufe des Tages scheint sich demnach die Biosynthese der Glycane zu
verandern. Hierbei sind vor allem sialylierte Strukturen betroffen, wie die deutliche Abnahme
der Intensitaten der Signale bei m/z 16656, m/z 16802 und m/z 16949 zeigt. Diese Signale
kénnen nur durch Strukturen mit einer oder mehr Sialinsduren erklart werden. Um diese
Beobachtung genauer zu analysieren, wurden die Koeffizienten der Glycoformen mit
einheitlichem Sialylierungsgrad und mit gleicher Antennenanzahl summiert. Hier wird also
nicht die Koeffizientensumme der Glycoformen eines Signals gebildet. Diese Werte sind
aufgrund der in Kap. 4.3.2 angesprochenen Problematik des Skripts, aufgrund manueller
Bestimmung gewisser Parameter zu Ungenauigkeiten bei der Quantifizierung zu flhren,
kritisch zu betrachten. Es wird hierfiir angenommen, dass bei der Betrachtung des gesamten
Spektrums und der Summierung von Glycoformen bestimmter struktureller Ahnlichkeit
trotzdem eine Tendenz erhalten werden kann. Dennoch sollten fir diese Art der Betrachtung
mdglichst groBe Verdnderungen vorliegen. Die entsprechenden Werte sind in Tab. 14
dargestellt. Demnach scheint der Sialylierungsgrad von PIP im Tagesverlauf abzunehmen.
Waéhrend die bi-, tri- und tetrasialylierten Glycane in ihrer Quantitdt abnehmen, steigt der Anteil
der unsialylierten Strukturen um 84% an. Des Weiteren fallt auf, dass der Anteil der
biantennaren Strukturen insbesondere von morgens bis mittags deutlich ansteigt. Bei den
Glycoformen mit variierender Antennenanzahl kommt es ab mittags im weiteren Verlauf zu
keinen groBen Anderungen. Im Laufe des Tages scheint es also zunachst zu einer Abnahme
der Antennenanzahl und des Sialylierungsgrades zu kommen, wobei mit fortlaufender Zeit die
Antennenanzahl einen konstanten Wert annimmt. An dieser Stelle sollte darauf hingewiesen
werden, dass die getdtigten Vermutungen nicht nur durch die kritische, mathematische
Betrachtung, sondern auch durch die Analyse der Koeffizientensummen (Summe der
Koeffizienten aller Glycoformen eines Signals) gestiitzt werden. Ob die zeitliche Veranderung
der Glycosylierung eine biologische Funktion hat oder ob es aufgrund der erhéhten
Speichelproduktion im Tagesverlauf zu einer zeitlichen Limitierung der Biosynthese kommt, ist
nicht ersichtlich.
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Abb. 37: Einfluss des Zeitpunktes (am selben Tag) der Probenahme auf die Glycosylierung von
PIP (Werte in Tab. 31 im Anhang). Bei den Koeffizienten handelt es sich um die Summe der
Einzelkoeffizienten der unter einem Signal auftretenden Glycoformen. Die Zahlen Uber den
Grundstrukturen der entsprechenden Glycoformen geben die méglichen Kombinationen der Fucose-
und Sialinsdureanzahl an. Es ist zu erkennen, dass nahezu alle Signale stetig in ihrer Intensitat zu- oder
abnehmen. Hierbei nimmt der Anteil der Glycoformen mit héheren m/z-Verhéltnissen ab und der mit
niedrigeren zu. Diese zeitliche Veranderung der Biosynthese ist vor allem bei sialylierten Strukturen zu
beobachten, was beispielsweise an der Intensitdtsabnahme der Signale m/z 16656, m/z 16802 und
m/z 16949 festzumachen ist.
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Tab. 14: Summe der Koeffizienten von Glycoformen mit gleichem Sialylierungsgrad oder
gleicher Antennenanzahl. Es ist deutlich eine Reduktion des Sialylierungsgrades zu erkennen.
Wahrend der Anteil der bi-, tri- und tetrasialylierten Strukturen abnimmt, steigt die Quantitat der
unsialylierten Glycane erheblich an. Des Weiteren fallt auf, dass insbesondere in der Zeit von morgens
bis mittags eine Zunahme des Anteils der Biantennen und eine Abnahme des Anteils der Tri- und
Tetraantennen auftritt.

9:00 Uhr 12:45 Uhr 16:50 Uhr

Biantennen 16.0% 27.5% 27.6%
Triantennen 73.3% 67.3% 67.9%
Tetraantennen 10.7% 5.1% 4.6%
Glycoformen SO 17.6% 28.5% 32.4%
Glycoformen S1 28.1% 28.4% 30.3%
Glycoformen S2 14.0% 5.0% 5.7%
Glycoformen S3 36.9% 29.6% 22.3%
Glycoformen S4 1.9% 0% 0%

Die oben gestellte Frage nach der zeitlichen Limitierung der Biosynthese von Glycoformen ist
fir die Probenahme von groBem Interesse. Bei der Speichelentnahme kommt es bei einem
GroB3teil der Probanden vermutlich zu einer induzierten Speichelproduktion, da der Speichel
regelmafig und schnell hintereinander aus dem Mund entfernt wird.

4.3.5 Einfluss der Speichelproduktion auf die Glycosylierung

Um den Einfluss der quasi erzwungenen Speichelproduktion bei der Probenahme auf die
Glycosylierung zu untersuchen, wurden von einem Probanden drei Speichelproben mit einem
Abstand von nur jeweils zehn Minuten entnommen. Bereits bei der Speichelgabe fiel auf, dass
die Zeit, die der Proband fiir 10 mL Speichel benétigte, von 20 Minuten auf 25 Minuten und
schlieBlich auf 30 Minuten anstieg. Die Probenentnahme erfolgte demnach vermutlich
schneller als die normale Speichelproduktion liefern kann. Ebenso wie bei den
vorangegangenen Experimenten wurde eine parallele Aufarbeitung durchgeftihrt. In Abb. 38
(Tab. 32 im Anhang) ist die computergestutzte Quantifizierung einiger Glycoformen gezeigt,
wobei die Koeffizienten sich Uberlagernder Glycoformen summiert wurden. Es ist zu erkennen,
dass einige Signale eine stetige Zu- oder Abnahme der Intensitat aufweisen. Hier sind
beispielsweise die Signale m/z16073 und m/z16219 oder m/z16510 und m/z 16802 zu
nennen. Erneut scheint der Sialylierungsgrad geringer zu werden. Aufgrund der deutlich
geringeren Veranderungen beim Vergleich mit dem vorher diskutierten Experiment wurde auf
eine genaue Matlab-basierte Analyse verzichtet. An dieser Stelle ist es schwer zu beurteilen,
ob die beobachtete Veranderung durch die erzwungene Speichelgabe oder durch die
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fortschreitende Zeit hervorgerufen wird. Da jedoch der Einfluss der Zeit, wie oben gezeigt
wurde, definitiv eine Rolle spielt, liegt die Vermutung nahe, dass die erzwungene Speichelgabe
der geringere Faktor ist.
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Abb. 38: Einfluss der erhéhten Speichelproduktion wéahrend der Probenahme auf die
Glycosylierung von PIP (Werte in Tab. 32 im Anhang). Bei den Koeffizienten handelt es sich um die
Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal auftretenden Glycoformen. Die Zahlen Gber den
Grundstrukturen der entsprechenden Glycoformen geben die méglichen Kombinationen der Fucose-
und Sialinsdureanzahl an. Es ist zu erkennen, dass einige Signale eine stetige Zu- oder Abnahme der
Intensitat aufweisen. Als Beispiel sind die Signale bei m/z 16219 oder m/z 16802 zu nennen. Da vor
allem die Signale bei hbheren m/z-Verhéltnissen eine Reduktion der Intensitat erfahren, kann auf einen
geringeren Sialylierungsgrad geschlossen werden. Es ist jedoch schwer zu beurteilen, ob diese
Veranderung durch die erzwungene Speichelgabe oder den zeitlichen Fortschritt hervorgerufen wird.

Die in den letzten beiden Kapiteln diskutierten Beobachtungen kénnten flr einen Einsatz von
PIP als Biomarker problematisch sein, da sie einen statistischen Vergleich der Glycosylierung
allein auf Grundlage der Erkrankung erschweren. Fir eine erfolgreiche Anwendung muissen
also andere Parameter wie beispielsweise der Zeitpunkt der Probenahme bericksichtigt
werden. Erneut wird hiermit die Notwendigkeit einer sehr genauen SOP hervorgehoben. In
dieser muss demnach ein exakter Zeitpunkt fur die Probenahme genannt werden, wobei auch
andere Faktoren wie zum Beispiel die NUchternheit bei der Entnahme beriicksichtigt werden
sollten. An dieser Stelle sollte aber betont werden, dass dies nicht bedeutet, dass die

untersuchte Methode fiir PIP als Biomarker nicht einsetzbar sei. Es gibt lediglich einige Punkte,

85



Ergebnisse und Diskussion

bei denen durchaus Optimierungsbedarf besteht. Die bisher wahrend dieser Arbeit
beobachteten Abweichungen und Faktoren, die eine exakte Quantifizierung erschweren,
fihren dazu, dass derzeit mit der untersuchten Methode nur eine hohe pathologische Varianz

identifiziert werden kann.

4.3.6 Einfluss der Probenlagerung auf die Glycosylierung

Die in den vorangegangenen Kapiteln besprochenen Experimente befassten sich alle mit der
praktischen Arbeit an der Speichelprobe oder dem bereits isolierten Protein. Hierbei wurden
vor allem die Probenahme und die Reproduzierbarkeit bezuglich der Aufarbeitung betrachtet.
Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Analyse von biologischen Materialien ist die
Probenlagerung. Die Korperflissigkeiten, aus denen die potentiellen Biomarker isoliert
werden, sind hoch komplex und weisen zum Beispiel eine Vielzahl unterschiedlicher Enzyme
auf. Speichel ist unter anderem daflr bekannt, Amylasen zu beinhalten, welche fur die
Spaltung verschiedener Polysaccharide der Nahrung zustandig sind. Es tritt aber auch eine
Vielzahl anderer Glycosidasen auf. Hier sind unter anderem N-Acetylhexosaminidasen,
Mannosidasen, Galactosidasen, Sialidasen und Fucosidasen zu nennen.l'?! Es stellt sich
demnach die Frage, wie stabil die Glycosylierung von PIP unter diesen Bedingungen ist und
welche MaBnahmen eventuell nétig bzw. mdglich sind, um etwaige Abbauprozesse zu

unterbinden.

Bei der Untersuchung von PIP-Proben verschiedener Probanden (Abb. 59 im Anhang) fiel auf,
dass ein Spektrum deutliche Unterschiede zeigte. Dieses ist in Abb. 39 dargestellt. Das
Spektrum weist Signale bei sehr geringen m/z-Verhaltnissen (m/z<15300) auf. Durch eine
genaue Analyse der einzelnen Signale konnte festgestellt werden, dass es sich bei den
geringen Massen um trunkierte Glycane handelt. Als Vergleich wurde ein PIP-Spektrum eines
anderen Probanden herangezogen. Es féllt auf, dass beim Vergleichsspekirum die
angesprochenen Signale bei zum Beispiel m/z 15051 nicht vorhanden sind. Hierbei handelt es
sich um monoantennare Glycane, deren Vorkommen durch eine normale Biosynthese eher
unwahrscheinlich ist. Diese Glycane kdnnen dann beispielsweise durch einen schrittweisen
Verlust einer Fucose (m/z14906), einer Galactose (m/z14744) und einem GIcNAc zur
fucosylierten core-Struktur (m/z14539) abgebaut werden. Es zeigen sich aber auch im
héheren m/z-Bereich Unterschiede. Die Signale bei m/z 16656, m/z 16802 und m/z 16949
treten ebenfalls bei dem abweichenden Spektrum nicht auf. Diese Signale werden durch
triantennére Strukturen mit einem variierenden Gehalt an Sialinsduren und Fucosen
hervorgerufen, wobei jedes Glycan aufgrund der maximalen Besetzung der
Fucosylierungsstellen mindestens eine Sialinsdure tragen muss. Auch hier ist der schrittweise
Verlust von Sialinsduren oder Fucosen die wahrscheinlichste Erklarung. Bei der
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angesprochenen Probe ist also ein schrittweiser Abbau der Glycosylierung zu beobachten.
Hierbei sind insbesondere die intensiven Signale bei m/z13704 und m/z 13850 zu nennen,
welche durch das PIP mit der proximalen GIcNAc-Einheit oder GIlcNAcFuc-Einheit
hervorgerufen werden. Der beobachtete Abbau fihrt demnach zu einer nahezu vollstdndigen
Deglycosylierung. Bei der ebenfalls auftretenden unglycosylierten Variante von PIP ist jedoch
unklar, ob diese ebenfalls durch Abbauprozesse entstanden ist oder ob sie nur natrlich
auftritt. Da das unglycosylierte PIP auch in dem Vergleichsspektrum in geringem MaBe zu
sehen ist, wobei die Zwischenabbauprodukte nicht auftreten, kann davon ausgegangen
werden, dass PIP im Speichel nicht zu 100% glycosyliert vorliegt. Aufgrund der
GleichmaBigkeit des beobachteten Abbaus wird eine enzymatische Abspaltung der jeweiligen
Monosaccharide angenommen, wobei die entsprechenden Glycosidasen exo-Aktivitaten
zeigen. Als Ausnahme hiervon ist die Spaltung des core zu nennen, welche durch den Abstand
von m/z 14539 zu m/z 13850 ersichtlich wird. Hier konnten keine Signale zwischen diesen
beiden Massen identifiziert werden, die durch trunkierte Varianten der core-Struktur erklart
werden kdnnen. Nach dem Abbau der Glycosylierung bis zum core findet anschlieBend eine
endo-Spaltung zwischen den beiden proximalen Hexosaminen statt. Als Grund fir diesen
weitreichenden Glycanabbau konnte nach griindlicher Uberpriifung der Probenvorgeschichte
eine Unterbrechung der Kuhlkette ermittelt werden. Die Glycosylierung von PIP scheint
demnach stark von der Temperatur bei der Probenlagerung abhangig zu sein. Diese
Temperaturabhangigkeit ist fir viele Schritte der PIP-Analyse von groBem Interesse, sodass
das Maf der Kiihlung sowie die Notwendigkeit der Einhaltung der Kiihlkette untersucht werden
muss. An dieser Stelle sollte auBerdem auf die Mdglichkeit der Enzyminhibition hingewiesen
werden. In Kap. 4.3.6.2 wurden erste Experimente zur Inhibition des Glycanabbaus gemacht.
Es besteht zusatzlich die Mdoglichkeit, verschiedene spezifische Inhibitoren fir die
entsprechenden Glycosidasen zu erwerben und jeder Speichelprobe direkt zuzugeben. Als
Beispiel kann das Siastatin B flir Sialidasen genannt werden. Im Bereich der Proteomik ist
dieses Vorgehen eine Standardmethode, sodass viele Proteaseinhibitor-Cocktails existieren.
Es zeigt sich jedoch, dass Inhibitoren fiir Glycosidasen weniger verbreitet sind. Selbst groRe
Konzerne wie die Fa. Merck bieten die entsprechenden Inhibitoren nur einzeln an, wobei die
Kosten hierbei nicht unerheblich sind.'*® Dennoch ist die Etablierung eines
Glycosidaseinhibitor-Cocktails sehr vielversprechend, da die direkte Zugabe dieses Cocktails
in Verbindung mit einem Proteaseinhibitor-Cocktails bei der Probenahme viele aufwendige
Folgeschritte minimieren wirde. Um die Notwendigkeit einer méglichen Enzyminhibition zu
verifizieren, werden im Folgenden die Ergebnisse von Experimenten diskutiert, bei denen
jeweils die identische Speichelprobe homogenisiert, geteilt und unterschiedlich lange bei

verschiedenen Temperaturen inkubiert wurde.
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Abb. 39: Einfluss einer unzureichenden Kiihlung auf die Glycosylierung von PIP. Bei der
Lagerung der oben gezeigten Probe wurde die Kihlkette flr etwa 48 Stunden unterbrochen. Im
Spektrum sind im Gegensatz zu den anderen untersuchten Proben (Vergleichsspektrum ist von einem
anderen Probanden) viele Signale bei sehr geringen m/z-Verhéltnissen (m/z<15300) zu beobachten.
Diese Signale kdnnen durch einen schrittweisen, nahezu vollstandigen Abbau der Glycosylierung von
PIP erklart werden, wobei insbesondere die Signale m/z 13704 und m/z 13850, welche durch die
Glycoformen PIP+GIcNAc und PIP+GlcNAc-Fuc hervorgerufen werden, zu nennen sind. Aufgrund der
GleichmaBigkeit des Abbaus wird eine enzymatische Spaltung der jeweils terminalen Monosaccharide
angenommen. Die einzige Ausnahme hiervon bildet die endo-Spaltung des core, bei der zwischen den
beiden proximalen Hexosaminen gespalten wird. Aufgrund der Ubersichtlichkeit wurden nicht alle
madglichen Abbauprozesse dargestellt.

Da es aufwendig ist, die Proben nach der Entnahme direkt einzufrieren, wurde zunéchst ein
Transport auf Eis vorgesehen. Um diesen Prozess zu simulieren, betrug eine der
Inkubationstemperaturen 4 °C. Eine Probe diente hierbei als Kontrolle und wurde direkt
eingefroren (-80 °C). Die restlichen Proben inkubierten flir 1, 9 und 23 Stunden bei 4 °C.
AnschlieBend wurde eine parallele Aufarbeitung durchgefihrt. In Abb. 40 sind die
dekonvolierten Spektren der Proben dargestellt. Es zeigt sich, dass die Signale der sialylierten
Strukturen (z.B. m/z 16656, m/z 16802 und m/z 16949) mit steigender Inkubationszeit stetig
abnehmen. Die Rate der Abnahme scheint aber mit der Zeit zu sinken, sodass die gréite
Reduktion der Signalintensitat in der ersten Stunde zu beobachten ist. Es kommt demnach zu
einem Abbau der Sialinsauren, der sich mit der Zeit deutlich verlangsamt. Unter der Annahme,
dass die Enzyme gréBtenteils eine exo-Aktivitat aufweisen, kénnten ebenfalls Abspaltungen
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der terminalen Fucosen zur Abnahme der eben angesprochenen Signale fihren. Im Rahmen
der Analyse der Abbauprozesse zeigte sich jedoch, dass Signale, welche sowohl durch
sialylierte als auch durch nicht sialylierte Strukturen hervorgerufen werden (z.B. m/z 16510),
mit zunehmender Inkubationszeit fast vollstandig durch die nicht sialylierten Strukturen erklart
werden kénnen (Matlab-Analyse, Tab. 33 im Anhang). Da zu diesem Zeitpunkt nur noch eine
Glycoform angepasst wird und keine Uberlagerungen auftreten, ist der Fehler des Matlab-
Skripts als gering anzusehen. Dieses Ergebnis zeigt, dass der Abbau der Fucosylierung eine
deutlich geringere Geschwindigkeit aufweist, sodass im Folgenden angenommen wird, dass
vor allem die Desialylierung zur anfanglichen Intensitdtsabnahme flihrt. Neben der
Desialylierung ist auBerdem ein steigendes Verhaltnis der Biantennen zu den Triantennen zu
sehen, was ebenfalls auf Abbauprozesse hindeutet. Auch hier tritt die gréBte Veranderung
innerhalb der ersten Stunde auf. Als Grund fur die Verlangsamung des Glycanabbaus ist die
Zeit zu nennen, die die Probe benétigt, um sich der duBeren Temperatur anzugleichen. Mit
zunehmender Abklhlung der Probe verlangsamt sich also erwartungsgemaB auch die
Abbaugeschwindigkeit.

0 Stunden

ek Lok N alk All i llll LJLJ

1 Stunden
e A WMLLHJM

9 Stunden
R l A@J QLLL L.LJ.ML T

L
l e U L LJ.LJ....,L..js..t.u.nden

| | | | | | | | |
13500 14000 14500 15000 15500 16000 16500 17000 m/z

Abb. 40: Vergleich der dekonvolierten Massenspektren nach der Inkubation bei 4 °C fir 0, 1, 9
und 23 Stunden. Die Spektren wurden jeweils auf das intensivste Signal normiert. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Signale, welche ausschlieBlich durch sialylierte Strukturen erklart werden kénnen,
mit steigender Inkubationszeit abnehmen. Hier sind unter anderem die Signale m/z 16656, m/z 16802
und m/z 16949 zu nennen. Des Weiteren fallt eine Reduktion des Verhaltnisses von Biantennen zu
Triantennen auf. Beide Beobachtungen deuten auf enzymatische Abbauprozesse hin, wobei die gréBte
Anderung jeweils in der ersten Stunde auftritt. Diese Abnahme der Abbaugeschwindigkeit I&sst sich
durch die lange Zeit, in der sich die zunachst kdrperwarme Probe der &uBeren Temperatur angleicht,
erklaren.
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Unter der Annahme, dass der Sialylierungsgrad sinkt, sollte bei Signalen, die durch
Uberlagerungen von sialylierten und unsialylierten Strukturen hervorgerufen werden, eine
Verschiebung des Maximums zu héheren m/z-Verhéltnissen zu beobachten sein. Da jedoch
bei einer Inkubationstemperatur von 4 °C keine quantitative Desialylierung auftritt, ist keine
groBe Verschiebung zu erwarten. In Abb. 41 ist das Signal bei m/z16510 nach einer
Inkubationszeit von 0 und 23 Stunden dargestellt. Die theoretische Verschiebung des
Maximums durch partielle Abbauprozesse konnte hiermit bestétigt werden. Es zeigt sich eine
geringe Verschiebung des Signals um etwa 1 Da zu héheren m/z-Verhaltnissen, was als
weiterer Beleg fir die Desialylierung gedeutet werden kann.

|
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Abb. 41: Vergleich eines Signals der Massenspekiren von intaktem PIP bei einer
Inkubationsdauer von 0 und 23 Stunden bei 4 °C. Die Signale wurden jeweils auf den intensivsten
Isotopenpeak normiert. Wie aufgrund der Annahme einer partiellen Desialylierung zu erwarten ist, zeigt
sich mit steigender Inkubationszeit eine Verschiebung des Maximums zu héheren m/z-Verhéltnissen.
Da die Abspaltung der Sialinsauren bei einer Temperatur von 4 °C und einer Zeit von 23 Stunden nicht
quantitativ abgelaufen ist, féllt die Verschiebung mit etwa 1 Da gering aus.

Um das MaB der enzymatischen Abbauprozesse einschatzen zu kdénnen, wurden die
einzelnen Spektren mithilfe des Matlab-Skripts analysiert, wobei die Koeffizienten aufgrund
der Abweichungen des Skripts bei Uberlagerungen mehrerer Glycoformen summiert wurden.
Die Koeffizientensummen der jeweiligen Signale sind fir alle vier Inkubationszeiten in Abb. 42
(Tab. 34 im Anhang) vergleichend dargestellt. Auch die mathematische Betrachtung bestatigt

die Abnahme der Abbaugeschwindigkeit. Wé&hrend beispielsweise das Signal bei m/z 16949
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nach einer Stunde bereits um 4.4% (absolut) gesunken ist, tritt in den nachsten 22 Stunden
nur noch eine Reduktion um 2.5% auf, was durchaus im Bereich der Varianz durch die
Probenhandhabung (siehe Kap. 4.3.3) liegt. An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden,
dass bei der Betrachtung aller nachfolgenden Balkendiagramme die zunehmende
Zeitdifferenz zwischen den benachbarten Balken berticksichtigt werden muss. Neben dem
Beweis der stetigen Geschwindigkeitsabnahme kann auBerdem die Zunahme von Signalen
mit geringeren m/z-Verhaltnissen beobachtet werden. Diese Zunahme ftritt nicht nur bei der
Gesamtheit der biantennaren Strukturen auf, sondern ist auch innerhalb der Triantennen zu
sehen. Durch den partiellen Abbau der Sialinsdure kommt es beispielsweise zu einer
Abnahme der Konzentration von hochsialylierten, schweren Glycanen und zur gleichzeitigen
Bildung leichterer Glycoformen. Diese immer wieder diskutierten und im Folgenden noch 6éfter
auftretenden Desialylierungsprozesse deuten auf eine geringe Stabilitdt terminaler
Sialinsduren in humanem Speichel hin. Um eine genauere Beschreibung der Desialylierung in
Abhangigkeit der unterschiedlichen Temperaturen zu ermdglichen, wurden wie bereits in
Kap. 4.3.4 die Koeffizienten der Strukturen mit gleichem Sialinsduregehalt summiert.
AnschlieBend wurde die Summe der gewichteten Sialylierungsgrade errechnet, was als
durchschnittlicher Sialylierungsgrad pro PIP-Molekil angenommen werden kann. Die
entsprechenden Daten sind in Abb. 43 gezeigt. Der Sialylierungsgrad zeigt demnach eine
relative Abnahme um 35% nach 23 Stunden. Aufgrund der terminalen Position der
Sialinsauren und der exo-Aktivitat der Glycosidasen kann davon ausgegangen werden, dass
die Desialylierung den GrofBteil der beobachteten Abbauprozesse ausmacht. Dennoch zeigt
der ebenfalls deutliche Anstieg der Anteile der Biantennen, dass auch eine Abspaltung der
anderen Zuckerbausteine auftritt, wobei dieser Abbau ebenfalls unter den gegebenen
Bedingungen nicht vollstdndig ablauft. Dies lasst sich an den Signalen m/z 13705
(PIP+GlcNAc) und m/z 13851 (PIP+GlcNAcFuc) erkennen, welche keinen Anstieg erfahren.
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Abb. 42: Einfluss der Probenlagerung (insbesondere der Einhaltung der Kiihlkette) auf die
Glycosylierung von PIP (Inkubationstemperatur: 4 °C; Werte in Tab. 34 im Anhang). Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Zahlen lber den Grundstrukturen der entsprechenden Glycoformen
geben die méglichen Kombinationen der Fucose- und Sialinsdureanzahl an. Neben der Bestatigung des
allgemeinen Abbauprozesses, der an der Abnahme der sialylierten Strukturen (z.B. m/z 16802) und der
Zunahme des Verhaltnisses von Bi- zu Triantennen zu erkennen ist, konnte auch die Reduktion der
Abbaugeschwindigkeit bestéatigt werden. Wahrend beispielsweise das Signal bei m/z 16949 nach einer
Stunde bereits um 4.4% (absolut) gesunken ist, tritt in den nachsten 22 Stunden nur noch eine
Reduktion um 2.5% auf.

Zusammenfassend l&sst sich also sagen, dass bereits die Probennahme und Lagerung ein
Problem darstellt, da eine einfache Eiskihlung nicht ausreichend ist, um die Abbauprozesse
vollstédndig zu stoppen. Hierbei zeigte sich, dass vor allem eine schnelle Abkihlung notwendig
ist. Wenn die Probe eine Temperatur von 4 °C aufweist, ist die Abspaltungsrate gering.
Dennoch ist auch von einer langeren Lagerung (>30 min) bei 4 °C abzuraten und es sollte
schnellstmdglich ein gefrorener Zustand der Probe hergestellt werden. Des Weiteren stellen
die oben besprochenen Méglichkeiten der Enzyminhibition eine vielversprechende Alternative

dar.
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Abb. 43: Durchschnittlicher Sialylierungsgrad pro PIP-Molekiil bei unterschiedlichen
Inkubationstemperaturen und Zeiten. Es handelt es sich um die Summe der gewichteten
Sialylierungsgrade. Es ist bei allen Temperaturen eine deutliche Reduktion des Sialylierungsgrades von
PIP zu erkennen, wobei die relative Abnahme bei 4 °C etwa 35% betrégt, bei 21 °C bereits nach
9 Stunden etwa 75% und bei 37 °C nach 2.5 Stunden etwa 80%.

Neben dem Transport der Probe ist die Probenvorbereitung ein weiterer wichtiger Schritt fir
die Analyse der Glycosylierung von PIP. Es sollte daher mit einem zweiten Experiment bei
einer Inkubationstemperatur von 21 °C die Notwendigkeit einer durchgehenden Kiihlung (z.B.
Handhabung in einem Kuihlraum) eingeschétzt werden. Erneut diente eine Probe als
Negativkontrolle und wurde direkt eingefroren. Die restlichen Proben inkubierten fir 1, 4, 9 und
23 Stunden. Analog zum bereits diskutieren Experiment sind in Abb. 44 die dekonvolierten
Spektren dargestellt und in Abb. 45 (Tab. 35 im Anhang) die Daten der mathematischen
Analyse mithilfe des Matlab-Skripts gezeigt. Bei der Betrachtung der Spektren fallt umgehend
das hohe MaB3 der Abbauprozesse auf. Wéhrend bei einer Temperatur von 4 °C nach
23 Stunden noch ein deutliches PIP-Spektrum mit allen Signalen zu erkennen ist, treten bei
Raumtemperatur im Spektrum nach 23 Stunden nur zwei Signale mit nennenswerten
Intensitaten auf. Hierbei handelt es sich um PIP mit dem proximalen GIlcNAc (m/z 13705) oder
mit dem proximalen GIcNAcFuc (m/z 13851). Es findet bei Raumtemperatur also eine nahezu
vollstdndige Deglycosylierung statt, was eine deutlich hdéhere Abbaugeschwindigkeit
voraussetzt. Wie zu erwarten war, zeigen die Spektren zunachst eine deutliche Desialylierung.
Hier dient erneut das Signal bei m/z 16949 als Beispiel. Dieses sinkt stetig in seiner Intensitat,
bis es nach etwa 9 Stunden kaum noch vorhanden ist. Interessanterweise féllt die Reduktion
nach einer Stunde (absolut: 1.1%) bei 21°C deutlich geringer aus als bei einer
Inkubationstemperatur von 4 °C. Nach 4 Stunden hingegen ist das Signal unter den bei 4 °C
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geringsten Wert gesunken. Diese Beobachtung deutet ebenfalls darauf hin, dass beim
vorangegangenen Experiment zu Beginn eine Equilibrierung der Temperatur in der Probe
stattfindet, da die Enzymaktivitat bei 4 °C sicherlich nicht héher als bei Raumtemperatur
ausfallt. Warum die anfangliche Reduktion bei den beiden Experimenten so unterschiedliche
ausfallt, ist schwer zu beurteilen und hangt von vielen Faktoren wie beispielsweise der
RegelmaBigkeit der manuellen Durchmischung, der Enzymkonzentration im Speichel als auch
von eventuellen Fehlern bei der Probenhandhabung ab. AuBerdem muss an dieser Stelle auf
die in Kap. 4.3.3 besprochene Varianz hingedeutet werden, welche bereits durch die
Probenhandhabung entsteht. Der errechnete durchschnittliche Sialylierungsgrad pro PIP-
Molekul ist in Abb. 43 gezeigt. Bereits nach 9 Stunden betragt die relative Abnahme des
Sialylierungsgrades etwa 75% und nach 23 Stunden kann unter Beachtung des
Fehlerbereiches des verwendeten Skripts von einer vollstandigen Desialylierung gesprochen
werden. Neben der Desialylierung ist ebenfalls die Abspaltung anderer Monosaccharide
erkennbar, da erneut ein Anstieg des Verhaltnisses von Bi- zu Triantennen zu beobachten ist.
Nach etwa 9 Stunden ist auBerdem ein deutlicher Anstieg trunkierter Glycoformen wie
beispielsweise das Signal bei m/z 15051 zu sehen, welches durch PIP mit dem Glycan HaNsF2
erklart werden kann.

Aufgrund des starken Glycanabbaus zeigen die beiden Signale von PIP+GIcNAc und
PIP+GIcNAcFuc einen signifikanten Intensitdtszuwachs. Dies konnte bei dem Signal
m/z 13501 nicht beobachtet werden. Hierbei handelt es sich um das vollstandig deglycosylierte
PIP, sodass angenommen werden kann, dass keine enzymatische Abspaltung des proximalen
GlIcNAc auftritt. Es scheint demnach keine Glycosidase in humanem Speichel zu existieren,

welche als Amidase fungieren kann.
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Abb. 44: Vergleich der Massenspektren nach der Inkubation bei 21 °C fir 0, 1, 4, 9 und
23 Stunden. Die Spektren wurden jeweils auf das intensivste Signal normiert. Wie zu erwarten war,
treten signifikanten Abbauprozesse auf, wobei zunachst vor allem die Reduktion der Signale auffillt,
welche ausschlieBlich durch sialylierte Strukturen zu erklaren sind (z.B. m/z=16802 oder m/z=16949).
Nach etwa 9 Stunden sind diese Signale kaum noch vorhanden, es treten aber vermehrt trunkierte
Glycoformen (z.B. m/z 15051, PIP+H4NsF2) oder das fast vollstindig deglycosylierte PIP auf. Nach
23 Stunden ist dann eine nahezu vollstdndige Deglycosylierung zu beobachten, wobei nur noch die
Signale m/z13705 (PIP+GIcNAc) und m/z13851 (PIP+GIcNAcFuc) nennenswerte Intensitaten
aufweisen.

Die Beobachtungen zeigen, dass eine Kkorrekte und mdglichst wenig beeinflussende
Handhabung der Speichelproben sehr wichtig ist. Aufgrund des deutlich schnelleren
Glycanabbaus bei Raumtemperatur sollten die Proben wahrend der Aufarbeitung stets auf Eis
gelagert werden und so viele Schritte wie mdglich sind bei geringen Temperaturen
durchzufihren. Hier sind beispielsweise Zentrifugationsschritte zu nennen, bei denen auf alle
Falle eine Kéltezentrifuge verwendet werden sollte. Dennoch zeigt das Experiment mit einer
Inkubationstemperatur von 4 °C, dass auch geringe Temperaturen zu Abbauprozessen

fihren, sodass eine Inhibition der Enzyme angestrebt werden sollte.
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Abb. 45: Einfluss der Probenlagerung (insbesondere der Einhaltung der Kiihlkette) auf die
Glycosylierung von PIP (Inkubationstemperatur: 21 °C; Werte in Tab. 35 im Anhang). Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Zahlen Uber den Grundstrukturen der entsprechenden Glycoformen
geben die moglichen Kombinationen der Fucose- und Sialinsdureanzahl an. Es fallt hierbei auf, dass
keine erkennbare Reduktion der Abbaugeschwindigkeit auftritt. Nach 23 Stunden weisen nur noch zwei
Signale relative Anteile (ber 3% auf. Hierbei handelt es sich um die Signale bei m/z 13704
(PIP+GlcNAc) und m/z13851 (PIP+GlcNAcFuc), welche durch eine nahezu vollstandige
Deglycosylierung hervorgerufen werden. Der Balken bei m/z13705 und 23 Stunden wurde zur
besseren Sichtbarkeit der anderen Balken bei 25% (Wert: 41%) abgeschnitten.

Die beiden vorangegangenen Experimente zeigten deutlich, dass die Glycosidase-Aktivitat in
humanem Speichel sehr hoch ist. Da die entsprechenden Enzyme im menschlichen Kérper
aktiv sind, kann davon ausgegangen werden, dass ihr Aktivitatsoptimum im Bereich der
Kérperkerntemperatur liegt. Um die maximale Aktivitdt der Glycosidasen einzuschatzen,
wurde ein Experiment mit einer Inkubationstemperatur von 37 °C durchgefihrt. Als Kontrolle
diente wieder eine direkt eingefrorene Probe (-80 °C). Die Inkubationszeit der restlichen
Proben wurde im Vergleich mit den anderen beiden Experimenten verkilrzt, da aufgrund der
erhéhten Temperatur auch eine hdhere Abbaurate zu erwarten ist. Es wurden daher
Inkubationszeiten von 30, 60, 90 und 150 Minuten gewahlt. Analog zu den vorangegangenen
Experimenten sind in Abb. 46 die dekonvolierten Spektren dargestellt und in Abb. 47 (Tab. 36
im Anhang) die Daten der mathematischen Analyse mithilfe des Matlab-Skripts gezeigt. Es
zeigt sich erwartungsgeman, dass die Abbaugeschwindigkeit sehr hoch ist. Die bekannten,
nur durch sialylierte Strukturen hervorgerufenen Signale (z.B. m/z 16802 und m/z 16949)
sinken stetig in ihrer Intensitat und weisen bereits nach einer Stunde eine absolute Abnahme
von etwa 6% auf. Nach 2.5 Stunden sind die Signale nur noch bei relativen Anteilen von etwa
1% am gesamten Spektrum. Des Weiteren zeigt sich schon nach einer halben Stunde ein

deutlicher Anstieg des Signals bei m/z 13851, welches das nahezu vollstandig deglycosylierte
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PIP (PIP+GlcNAcFuc) beschreibt. Bei einer Inkubationszeit von 21 °C konnte dieses Signal
erst nach 4 Stunden mit nennenswerten Intensitaten beobachtet werden. Der errechnete
durchschnittliche Sialylierungsgrad pro PIP-Molekl ist in Abb. 43 gezeigt. Hier ist die sehr
schnelle Desialylierung deutlich zu erkennen, wobei nach 2.5 Stunden die relative Abnahme
des Sialylierungsgrades etwa 80% betragt.
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Abb. 46: Vergleich der Massenspektren nach der Inkubation bei 37 °C fiir 0, 30, 60, 90 und
150 Minuten. Die Spektren wurden jeweils auf das intensivste Signal normiert. Analog zu den
Experimenten bei 4 °C und 21 °C sind die Ublichen Abbauprozesse zu beobachten, wobei die
Geschwindigkeit erwartungsgeman sehr hoch ist. Bereits nach 2.5 Stunden weisen beispielsweise die
durch sialylierte Strukturen hervorgerufenen Signale bei m/z 16802 und m/z 16949 keine nennenswerte
Intensitdt mehr auf. Es zeigt sich aber auch, dass die Inkubationszeit fir eine vollstdndige
Deglycosylierung nicht ausreichte.

Trotz der hohen Abbaugeschwindigkeit ist eine vollstandige Deglycosylierung nach
2.5 Stunden noch nicht erreicht, was am noch auftretenden deutlichen Anteil an bi- und
triantenndren Strukturen zu erkennen ist. AuBerdem weist das Signal des PIP, bei dem das
proximale GIcNAc fucosyliert vorliegt, die héchste Intensitat auf. Dies &ndert sich mit
zunehmender Trunkierung, sodass das durch die natlrlichen Speichelenzyme maximal
trunkierte PIP (PIP+GIcNAc) den gréBten Anteil besitzt. Dennoch zeigt die hohe
Geschwindigkeit des Glycanabbaus bei Temperaturen nahe der Kérperkerntemperatur erneut
die Notwendigkeit einer schnellen AbkUhlung der Speichelprobe oder der Inhibition der

enzymatischen Aktivitat.

97



Ergebnisse und Diskussion

1+3
3+2
0+3 .1

—=  5+1
E 7+0

1 vy
= 1t 4+3
6+0 2+3 —_—
1% - T B2
_®0min ©30min ®=60min W90min 150min P —= 5%2 TY¢
1+2 ALy
14% - 3+1 E )i i
£ B — 3+1 555
5 0 %0
E12% - m W
2 10% - 2+1 )
© 4+0 o1 5+2
Py ote
- 8% - 1+ m m 7+1 3+
& 3+0 22 3 9+0 i
g _E 0+1 Y ’ 41 == 742
-] - § Y ! — Y t
3 o B
é 3
O%II il s .Illl IIII' I IIIl
N » N 13 Q © v 0 Q
S &L 9 S N & O K3
RO, 4 \Q \q’ & '\ \Q RN '\'b A 4 '3’0" r\ Q '(\

Massenbezeichnung der Signale / m/z

Abb. 47: Einfluss der Probenlagerung (insbesondere der Einhaltung der Kiihlkette) auf die
Glycosylierung von PIP (Inkubationstemperatur: 37 °C; Werte in Tab. 36 im Anhang). Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Zahlen Uber den Grundstrukturen der entsprechenden Glycoformen
geben die moglichen Kombinationen der Fucose- und Sialinsdureanzahl an. Es zeigt sich das
insbesondere die Desialylierung eine sehr hohe Geschwindigkeit aufweist. Das Signal bei m/z 16949
beispielsweise sinkt bereits nach einer Stunde um Uber 50% und ist nach 2.5 Stunden kaum noch
vorhanden (<1%). Aber auch die anderen Abbauprozesse zeigen eine hohe Rate, was vor allem an den
Signalen des nahezu vollstandig deglycosylierten PIP (m/z 13705 und m/z 13851) zu erkennen ist.

4.3.6.1 Kinetische Betrachtung des Glycanabbaus

Viele Enzyme besitzen ein Aktivitdtsoptimum bei 37 °C, was aufgrund ihrer lebenswichtigen
Funktionen innerhalb des humanen Organismus zu erwarten ist. Die durchschnittliche
Korperkerntemperatur eines Menschen liegt bei etwa 37 °C.I'3l Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass bei einer entsprechenden Inkubationstemperatur die
Abbaugeschwindigkeit der Glycosylierung maximal ist. Im Folgenden wird daher die Kinetik
des Glycanabbaus naher untersucht. Die Auftragungen der Koeffizientensummen gegen die
Zeit sind in Abb. 48 dargestellt. Hierbei fallt auf, dass die Signale letztendlich in drei Gruppen
eingeteilt werden kénnen: Signale mit Intensitdtszunahme, Signale mit Intensitatsabnahme
und Signale, welche ein Intensitdtsmaximum durchlaufen. Da es sich bei dem Glycanabbau
um einen enzymatischen Prozess handelt, ware die Anwendung der Michaelis-Menten-Kinetik
naheliegend. Flr den praktischen Einsatz von PIP als Biomarker sind genaue Aussagen Uber
die Enzymgeschwindigkeiten jedoch uninteressant. AuBerdem ist eine Dateninterpretation
entsprechend der Michaelis-Menten-Kinetik nur mdglich, wenn die Konzentration des
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Substrats bekannt ist. Im vorliegenden Fall ware die Anfangskonzentration ausreichend, da
Uber die relativen Anteile die restlichen Datenpunkte berechnet werden kénnen. AnschlieBend
kénnte eine Progresskurvenanalyse zur Bestimmung der maximalen Geschwindigkeit und der
Michaelis-Menten-Konstante durchgefiihrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit besteht gréBeres
Interesse an der allgemeinen Abbaugeschwindigkeit der Glycosylierung. Diese ist natirlich
von der enzymatischen Aktivitdt und der Enzymkonzentration abhéngig, kann aber auch in
erster Naherung durch das Prinzip der aufeinanderfolgenden Elementarreaktionen
beschrieben werden. 32!

ka k
Glycan A — Glycan B 3 Glycan C

Jedes Signal bzw. jede Glycoform kann in eine der drei Stadien einsortiert werden. Das Glycan
HeNsF2Ss (m/z 16656) beispielsweise tragt bereits die maximale Anzahl an Sialinsduren und
kann daher nicht durch Desialylierungsprozesse gebildet werden (entspricht Glycan A). Es
kann aber durch eine enzymatische Abspaltung einer Sialinsdure zu HeNsF2S2 (m/z 16364)
abgebaut werden. Bei dieser Glycoform ist ebenfalls eine Desialylierung méglich, sodass sie
durch enzymatische Prozesse sowohl auf- als auch abgebaut wird (entspricht Glycan B). Als
Glycan C treten die Glycoformen auf, bei denen ein weiterer Abbau nicht méglich ist oder bei
denen der Abbau im Gegensatz zur Bildung deutlich langsamer ist. Hier sind unter anderem
die nahezu vollstdndig deglycosylierten Varianten PIP+GIcNAc (m/z13705) und
PIP+GlcNAcFuc (m/z 13851) zu nennen. Allgemein kann die Aussage getroffen werden, dass
innerhalb der Bereiche mit gleicher Antennenanzahl die hoch- bzw. niedrigglycosylierten
Spezies eine Intensitdtsabnahme bzw. -zunahme erfahren. Die Varianten, welche beziglich
der Masse zwischen diesen beiden Spezies platziert sind, durchlaufen hingegen ein
Intensitadtsmaximum. Die einzige Ausnahme bilden die Glycoformen mit einem m/z-Verhaltnis
von etwa 15707. Hier kommt es zwar zu geringen Schwankungen, aber die Werte zeigen
keinen erkennbaren Trend und bleiben eher konstant. Als Erklarung kénnte das Prinzip des
quasistationaren Zustandes dienen, bei dem ein Zwischenprodukt im gleichen Maf3e entsteht,
wie es abgebaut wird und somit eine konstante Konzentration aufweist. An dieser Stelle sollte
auBerdem darauf hingewiesen werden, dass bis auf das unglycosylierte PIP und das PIP mit
dem proximalen GIcNAc alle Glycoformen letztendlich vollstandig abgebaut werden.
Beispielsweise zeigen die Glycane HsNsF> bzw. HsN3S im Rahmen des durchgefiihrten
Experiments einen kontinuierlichen exponentiellen Anstieg. Durch enzymatische Prozesse
werden aber auch diese Glycoformen mit der Zeit trunkiert, sodass deren Signal (m/z 15051)

ebenfalls ein Intensitatsmaximum durchlauft.
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Abb. 48: Verlauf des Signalanteils am Spektrum der Glycoformen von PIP im Laufe der
Inkubation bei 37 °C. Bei den Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der
unter einem Signal auftretenden Glycoformen.
entsprechenden Glycoformen geben die mdglichen Kombinationen der Fucose- und Sialinsdureanzahl
an. Die Signale kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden: Signale mit Intensitdtszunahme (C), Signale
mit Intensitatsabnahme (A) und Signale, die ein Intensitdtsmaximum durchlaufen (B). Die Verlaufe
lassen sich nach dem Prinzip der aufeinanderfolgenden Elementarreaktionen beschreiben. Innerhalb
der Glycoformen mit identischer Antennenzahl scheinen die hochglycosylierten Varianten (hohe m/z-
Verhéltnisse) eine Intensitdtsabnahme und die niedrigglycosylierten (geringere m/z-Verhaltnisse) eine
Intensitdtszunahme zu erfahren, wahrend die restlichen Varianten ein Intensitatsmaximum durchlaufen.

Die Zahlen neben den Grundstrukturen der
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Die Geschwindigkeitsgesetze bzw. die Konzentrationen fir Glycan A, B und C werden durch
folgende Formeln beschrieben!'32!:

[A] = [Ay]eFat Gleichung (1)
[B] = —X2_ (ekat — g~knt)[4,] Gleichung (2)
kp—kqg
—kpt_q,. ,—kgt
[C] = (1 + Kac : v ) A, Gleichung (3)
b~ Ra

mit der Anfangskonzentration des Glycans A [4,], den Geschwindigkeitskonstanten kj, und k,, und

der Zeit t.

Die Gleichungen und deren Konzentrationsverlauf sind in Abb. 49 dargestellt. Es ist zu sehen,
dass der Abbau von Glycan A einem exponentiellen Zerfall entspricht. Analog hierzu ist die
Konzentrationszunahme von Glycan C zu Beginn ebenfalls exponentieller Natur, bis es
aufgrund fehlender Edukte zu einer Sattigung kommt. Unter der Annahme, dass ks sehr klein
ist, weisen auch die Zwischenprodukte (Glycan B) einen exponentiellen Zuwachs auf. Es
lassen sich somit die drei angesprochenen Gruppen erklaren. Bei genauerer Betrachtung sind
jedoch bei einigen Signalen Abweichungen vom Idealverlauf zu beobachten. Das Signal der
mdglichen Glycoformen HgNsF7, HeNsFsS, HeNsF3S2 und HsNsFSs (m/z 16510) beispielsweise
zeigt keinen exponentiellen Abfall, sondern eher den Verlauf nach einem Intensitatsmaximum.
Da drei der vier méglichen Glycane sowohl Auf- als auch Abbauprozessen unterliegen, sollte
dieses Signal theoretisch der Gruppe der Zwischenprodukte zugeordnet werden. Es stellt sich
somit die Frage, warum der Verlauf kein Maximum aufweist. Als Erklarung hierfir kbnnen die
Naherungen, welche flr die Gleichungen (1) - (3) verwendet wurden, herangezogen werden.
Wie in Abb. 49 zu sehen, wird hierbei davon ausgegangen, dass die Anfangskonzentrationen
von Glycan B und C null sind. Beim untersuchten Glycanabbau ist dies aber nicht der Fall, da
viele Glycoformen natlrlich vorkommen und somit bereits eine Anfangskonzentration
aufweisen, was letztlich zu einer Verschiebung entlang des Graphen fihrt, sodass die
angesprochenen Glycoformen bereits hinter dem theoretischen Maximum liegen. Es kommt
somit zur Uberlagerung mehrerer Prozesse, da die unterschiedlichen Glycoformen eines
Signals sowohl als Glycan A als auch als Glycan B fungieren kénnen.
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Abb. 49: Konzentrationsverlauf der drei Stadien (Glycan A, Glycan B und Glycan C) bei einer
aufeinanderfolgenden Elementarreaktion. Die dargestellten Kurven wurden mithilfe der Gleichungen
(1) - (3) mit ks=2.5k, berechnet. Durch Vergleich dieser theoretischen Darstellung mit den
experimentellen Verlaufen (Abb. 48) lassen sich die drei Gruppen erkennen und erklaren. Es ist zu
sehen, dass der Abbau von Glycan A einem exponentiellen Zerfall entspricht. Analog hierzu ist die
Konzentrationszunahme von Glycan C zu Beginn ebenfalls exponentieller Natur, bis es aufgrund
fehlender Edukte zu einer Sattigung kommt. Die teilweise auftretenden Abweichungen der
Signalverlaufe von theoretischen Kurven lassen sich durch die Naherungen zur Herleitung der
Gleichungen (1) - (3) erklaren. Es wird davon ausgegangen, dass die Anfangskonzentration von
Glycan B und Glycan C null ist. Aufgrund des natiirlichen Vorkommens vieler Glycoformen trifft diese
Annahme nicht auf den untersuchten Glycanabbau zu. Letztendlich kommt es also zur Uberlagerung
mehrerer Prozesse, da die unterschiedlichen Glycoformen eines Signals sowohl als Glycan A als auch
als Glycan B fungieren kann.

Aufgrund der stark vereinfachten Naherungen und der hohen Komplexitat der Abbauprozesse,
ist eine realistische Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten aller enzymatischen
Aktivitaten nicht méglich. Es werden daher im Folgenden nur die Desialylierungsprozesse der
Bi- und Triantennen sowie die Entstehung der nahezu vollstandig deglycosylierten Varianten
naher untersucht, da nur bei diesen Signalen ein eindeutiger exponentieller Zusammenhang
beobachtet werden konnte. Hierflr wurden die Daten der entsprechenden Signale durch einen
exponentiellen Fit angepasst. Die Anpassung und die errechneten Parameter sind in Abb. 50
und Tab. 15 dargestellt. Durch die sehr gute Anpassung (siche R-Quadrat) wird bestatigt, dass
alle untersuchten Signale tatsachlich einer Exponentialfunktion folgen. Die Tatsache, dass im
Falle des Glycanabbaus ausschlieBlich Glycoformen mit mindestens einer Sialinsdure dem
Glycan A oder dem Sonderfall von Glycan B entsprechen (ke<<ka), lasst auf eine geringe
Abbaugeschwindigkeit von zumindest einer Glycoform bei den anderen Signalen schlieBen.
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Diese Beobachtung bestatig somit die Wichtigkeit der Desialylierung. Es kann auBerdem
angenommen werden, dass der Abbau der terminalen Sialinsduren die hdchste
Geschwindigkeit aufweist. Bei Reaktionen erster Ordnung kann mithilfe der Beziehung In2/k
die Halbwertszeit berechnet werden (Tab. 15). Da das verwendete Modell fir die Anpassung
eine Exponentialfunktion mit einem zusatzlichen additiven Term verwendet, andert sich der
Ausdruck fir die Halbwertzeit wie folgt:

2

ti/2 = — Gleichung (4)
Die Verdopplungszeit des exponentiellen Wachstums lasst sich analog herleiten und wird
durch folgende Formel beschrieben:

ln(%+2)

X Gleichung (5)

ty =
Die errechneten Halbwertszeiten bestatigen die hohe Geschwindigkeit der Sialidasen, wobei
sich diese bei den Bi- und Triantennen stark unterscheidet. Die Konzentration einer sialylierten
Glycoform der Triantennen nimmt bereits nach 52 min um 50% ab, wahrend der gleiche Effekt
bei den Biantennen nach etwa 81 min zu beobachten ist. Es sollte an dieser Stelle darauf
hingewiesen werden, dass nicht von einer Reduktion des Gesamtgehalts der Sialinsduren um
50% (innerhalb der Glycoformen mit gleicher Antennenanzahl) gesprochen werden kann, da
viele sialylierte Glycoformen durch die Sialidase-Aktivitdt nur zu einer geringer sialylierten
Variante werden. Die Unterschiede zwischen Bi- und Triantennen kénnen durch den
geringeren, absoluten Gehalt an Sialinsdure bei Biantennen erklart werden. Ohne
Berlicksichtigung der Gewichtung innerhalb der Signale weisen beispielsweise die potentiellen
Glycoformen bei m/z 16146 (HsN4F3S2 und HsN4FsS) insgesamt drei Sialinsduren auf, welche
durch eine Sialidase abgespalten werden kénnen. Beim analogen Signal im triantennaren
Bereich (m/z16802; HeNsFSs, HesNsFsS: und HsNsF7S) finden sich hingegen sechs
Sialinsauren. Durch die Tatsache, dass jede Abspaltung einer Sialinsdure zu einer Reduktion
des Signals fuhrt, wird der Unterschied bei den Abbaugeschwindigkeiten deutlich.

Um Aussagen uber die Bildungsgeschwindigkeit der nahezu vollstandig deglycosylierten
Varianten tatigen (m/z13705 und m/z13851) zu kénnen, werden im Folgenden einige
Annahmen gemacht. Zum einen wird davon ausgegangen, dass diese Strukturen nur durch
eine abschlieBende endo-Spaltung des core zwischen den beiden proximalen GlcNAc
entstehen, zum anderen wird angenommen, dass diese entsprechende core-Struktur aufgrund
des hohen Fucosylierungsgrades immer fucosyliert vorliegt. Gestltzt werden diese Annahmen
durch das Abbaumuster, welches keine unfucosylierte und keine trunkierte core-Struktur zeigt.
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Diese Annahmen flhren dazu, dass die Variante PIP+GIcNAc nur durch eine Defucosylierung
von PIP+GlIcNAcFuc entsteht. Die geringe Verdopplungszeit von nur 18 min sowie der
eindeutige exponentielle Anstieg von PIP+GlIcNAcFuc (m/z 13851), welches letztendlich als
Zwischenprodukt (Glycan B) angesehen werden muss, fihren zu zwei Postulaten. Die endo-
Spaltung weist eine hohe Geschwindigkeit auf und die Defucosylierung ist deutlich langsamer
(ke<<ka), sodass der Sonderfall eines Zwischenprodukts mit einem beginnenden
exponentiellen Anstieg eintritt. Dennoch ist zu erkennen, dass auch der
Defucosylierungsprozess in signifikantem MaBe ablduft (Verdopplungszeit = 33 min). Mit
langerer Inkubationszeit wiirde aufgrund des vollstdndigen Abbaus der gréBeren Glycane
auch bei PIP+GlIcNAcFuc eine Abflachung der Kurve und letztendlich eine Abnahme zu
beobachten sein.
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Abb. 50: Mathematische Anpassung des Abbauprozesses der Glycane bei 37 °C. Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Zahlen neben den Grundstrukturen der entsprechenden Glycoformen
geben die méglichen Kombinationen der Fucose- und Sialinsdureanzahl an. Fir die Anpassung wurde
ein exponentielles Modell gewéhlt. Es ist zu erkennen, dass der mathematische Fit sehr gut mit den
experimentellen Daten Ubereinstimmt, was darauf hindeutet, dass die Auf- und Abbauprozesse der
angepassten Glycoformen tatsachlich einer Exponentialfunktion folgen. Hierbei handelte sich im Falle
des Abbaus ausschlieBlich um Glycoformen, die mindestens eine Sialinsaure tragen. Bei den anderen
Spezies, die vorwiegend als Zwischenprodukt vorliegen, scheint demnach mindestens eine der
Glycoformen eine geringe Abbaugeschwindigkeit aufzuweisen. Diese Beobachtung bestatigt somit,
dass die Desialylierung vermutlich die gréBte Geschwindigkeit aufweist.
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Tab. 15: Parameter der mathematischen Anpassung des Glycanabbaus bei 37 °C. t1,2: Halbwerts-
zeit; tv: Verdopplungszeit.

Modell Exponentialfunktion
Gleichung y = yo+A*exp(k™t)
S'g:/az'fe' 13705 13851 16000 16146 16802 16949
60E-5+  -0.010+ -0.018 + 0.046+  -0.0090+  -0.017
Yo 9.9E-4 0.0018 0.026 0.053 0.0050 0.0098
A 0.0016 + 0.015 + 0.042 + 0.064 + 012+ 0.14 +
5.1E-4 0.0012 0.026 0.053 0.0048 0.0092
K (min") 0.020 + 0016+  -0.0043+  -0.0018+  -0.012+ -0.011 +
0.0020 4.8E-4 0.0036 0.0018 0.0011 0.0015
t1/2/tv (min) 33 18 78 84 51 52
R'(%‘gg)' at 0.9986 0.9998 0.9853 0.9965 0.9990 0.9978

Die hohe Geschwindigkeit des Glycanabbaus bei Temperaturen nahe der Kérperkern-
temperatur zeigt erneut die Notwendigkeit einer schnellen Abkihlung der Speichelprobe. An
dieser Stelle sollte auch der Zeitraum, in der der Speichel im Mundraum akkumuliert wird,
beachtet werden. Bei der Probenahme konnte beobachtet werden, dass viele Probanden eine
langere Akkumulation des Speichels im Mundraum dem héaufigen Spucken in das
Probengefal3 vorziehen. Die Dauer der Akkumulation variiert hierbei sicherlich und kann bis
zu 3-4 Minuten betragen. Durch die in Tab. 15 dargestellte Gleichung der Intensitdtsabnahme
des Signals bei m/z 16949 kann die relative Abnahme der Sialylierung triantennarer Strukturen
auf 5% bestimmt werden. Zusammen mit den anderen messtechnischen Variationen und
moglichen Fehlerquellen kann diese geringe Abnahme zu Fehlinterpretationen der Daten
fihren. Es ist daher nétig, die Akkumulationszeit des Speichels im Mund fiir jeden Probanden
festzulegen, wobei sie mdglichst gering gehalten werden sollte, um den Einfluss andere

Faktoren wie beispielsweise eine variierende Enzymkonzentration zu minimieren.
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4.3.6.2 Untersuchung zur Inhibition des Glycanabbaus

Die in diesem Kapitel (Kap. 4.3.6) diskutierten Experimente zeigen alle ein Problem der
Analyse der Glycosylierung von PIP. Aufgrund der weitreichenden Abbauprozesse ist
insbesondere eine korrekte Quantifizierung schwer zu erreichen, da eine strikte Einhaltung der
Kuhlkette notwendig ist. Bereits eine Probenhandhabung bei 4 °C zeigt geringen
enzymatischen Abbau. Mit steigender Temperatur steigt die Abbaugeschwindigkeit deutlich
an und es finden signifikante Trunkierungen der Glycane bereits nach einer Stunde statt. Die
Notwendigkeit einer sehr detaillierten SOP ist demnach unumstritten, wobei die Temperatur
sowie die Dauer jedes Schrittes exakt angegeben werden mussen. Die Einhaltung dieser
Angaben ist fir jede zu vergleichende Probe unerldsslich. Durch geringe Abweichungen vom
Protokoll kann es zu einem unterschiedlichen MafB an Abbauprozessen in den verschiedenen
Proben kommen, sodass eine Vergleichbarkeit zum Beispiel aufgrund von Krankheiten nicht
mehr gegeben ist. Es wéare daher von groBem Nutzen, wenn die Enzymaktivitat im Speichel
direkt bei der Probenahme reduziert wird oder im |dealfall die Enzyme vollstandig inaktiviert
werden. Hier besteht die Méglichkeit der Verwendung spezifischer Glycosidaseinhibitoren,
welche jedoch im Gegensatz zu den Proteasehemmern noch nicht sehr weit verbreitet sind
und daher nicht unerhebliche Kosten verursachen. Eine einfache, alternative Methode zur
Inaktivierung von Enzymen ist die chemische oder thermische Denaturierung. Fir die
chemische Denaturierung kommen chaotrope Reagenzien wie zum Beispiel Harnstoff oder
Guanidinhydrochlorid in Frage. Um das Potential der chemischen und thermischen
Behandlung zur Inhibition der enzymatischen Aktivitat zu Uberprifen, wurde je ein Aliquot der
identischen Speichelprobe mit Harnstoff (Endkonzentration: 6 M) versetzt oder flir 17 min bei
96 °C erhitzt und anschlieBend fir 23 Stunden bei 21 °C inkubiert. Zwei weitere Aliquote
dienten bezuglich der Inhibition als Positiv- bzw. Negativkontrolle und wurden daher ohne
jegliche Behandlung direkt bzw. nach einer Inkubation fir 23 Stunden bei -21 °C eingefroren.
Die durch die anschlieBende massenspektrometrische Analyse erhaltenen Spektren sind in
Abb. 51 dargestellt. Die Matlab-gestitzte Quantifizierung der Glycoformen (Summe der
Koeffizienten) ist in Abb. 52 (Tab. 37 im Anhang) zu sehen. Es féllt auf, dass von den Proben,
die fur 23 Stunden bei 21 °C inkubierten, nur die Negativkontrolle eine nahezu vollstandige
Deglycosylierung aufweist, wobei vor allem das Signal bei m/z13705 eine nennenswerte
Intensitat hat. Beim Vergleich der chemisch und thermisch behandelten Proben zeigen sich
deutliche Unterschiede. Wahrend bei der Vorbehandlung mit Harnstoff eine Reduktion der
sialylierten Strukturen um etwa 25% (z.B. m/z 16802 und m/z 16949) auftritt (bezogen auf die
Positivkontrolle), ist bei der thermisch behandelten Probe ein erhdhter Wert festzustellen. Die
Reduktion des Sialylierungsgrades sowie die signifikante Intensitatssteigerung der Signale von
PIP+GIcNAc (m/z13705) und PIP+GlIcNAcFuc (m/z 13851) bedeutet, dass keine komplette
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Inaktivierung der Enzyme durch die chemische Behandlung gelungen ist. Dennoch ist auch
nach 23 Stunden ein intensives PIP-Spektrum zu sehen, was im Vergleich mit der
Negativkontrolle einen erheblichen Fortschritt bedeutet. Es kann also davon ausgegangen
werden, dass die Enzymaktivitat erheblich herabgesetzt wurde.

Cystatin
(mono- und diphosphoryliert)

0 Stunden

" . ) W T

Warme
Urea
23 Stunden
alk
\ \ \ \ \ \ \ \ \
13500 14000 14500 15000 15500 16000 16500 17000 m/z

Abb. 51: Vergleich der Massenspekiren des Versuchs zur chemischen oder thermischen
Inhibition des Glycanabbaus. Die Spektren wurden jeweils auf das intensivste PIP-Signal normiert.
Die intensiven Signale, die dem mono- und diphosphoryliertem Cystatin-S zugeordnet werden kénnen
(blauer Kasten), sind im Spektrum der thermischen Behandlung abgeschnitten. Von oben nach unten
sind folgende Spektren von intaktem PIP dargestellt: 1) Spektrum von PIP einer unbehandelten und
direkt eingefrorenen Probe, 2) Spektrum von PIP einer mit Warme (17 Minuten bei 96 °C) behandelten
und anschlieBend fiir 23 Stunden bei 21 °C inkubierten Probe, 3) Spektrum von PIP einer mit Harnstoff
(Endkonzentration: 6 M) behandelten und anschlieBend fir 23 Stunden bei 21 °C inkubierten Probe, 4)
Spektrum von PIP einer unbehandelten und anschlieBend fur 23 Stunden bei 21 °C inkubierten Probe.
Es zeigt sich, dass nur bei der Negativkontrolle eine nahezu vollstandige Deglycosylierung auftritt, was
auf eine erfolgreiche Inhibition der Enzyme hindeutet. Durch den Vergleich der Positivkontrolle mit den
Spektren der chemisch und thermisch behandelten Probe ist ein deutlicher Unterscheid zu sehen. Bei
dem Versuch der chemischen Inaktivierung sind weiterhin Abbauprozesse zu beobachten, was
beispielsweise an der Reduktion der Signale bei m/z16802 oder m/z 16949 zu erkennen ist. Die
thermisch behandelte Probe hingegen weist einen héheren Sialylierungsgrad als die Positivkontrolle
auf. Durch eine vollstédndige Inaktivierung der Enzyme lasst sich diese Beobachtung erklaren, da es bei
der Positivkontrolle auch im Laufe der Probenvorbereitung zu einem Glycanabbau kommt.

Einige Signale, welche nur durch sialylierte Strukturen erklart werden kénnen (z.B. m/z 16802
und m/z16949), weisen bei der thermisch behandelten Probe im Vergleich mit der
Positivkontrolle eine héhere Intensitéat auf. Als Erklarung kann eine quantitative, thermische
Inaktivierung aller Glycosidasen im Speichel herangezogen werden. Wahrend bei der
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unbehandelten Probe durch die noch vorhandene Aktivitdt der Enzyme Abbauprozesse im
Laufe der Probenvorbereitung passieren, tritt bei der thermisch behandelten Probe keinerlei
Deglycosylierung auf. Diese Beobachtung bestétigt ebenfalls die oben erwahnte Vermutung,
dass auch bei der Probenvorbereitung Abbauprozesse auftreten kénnen, sodass ohne SOP
und gleicher Behandlung aller Proben keine Vergleichbarkeit gegeben ist. Jedoch scheint die
vollstandige Inaktivierung durch thermische Energie eine Ldsung fir das Problem des
Glycanabbaus darzustellen. Nach oder im Idealfall wahrend der Probenahme muss der
Probenbehalter fir mehrere Minuten erhitzt werden, was auch unter Berlicksichtigung des
Klinikalltags mdglich ist.
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Abb. 52: Versuch zur méglichen Inhibition des Glycanabbaus durch Behandlung mit thermischer
Energie oder chaotropen Reagenzien (Werte in Tab. 37 im Anhang). Bei den Koeffizienten handelt
es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal auftretenden Glycoformen. Die
Zahlen UOber den Grundstrukturen der entsprechenden Glycoformen geben die mdglichen
Kombinationen der Fucose- und Sialinsdureanzahl an. Von links nach rechts sind jeweils folgende
Daten dargestellt: 1) PIP einer unbehandelten und direkt eingefrorenen Probe, 2) PIP einer mit Warme
(17 Minuten bei 96 °C) behandelten und anschlieBend fur 23 Stunden bei 21 °C inkubierten Probe, 3)
PIP einer mit Harnstoff (Endkonzentration: 6 M) behandelten und anschlieBend fiir 23 Stunden bei 21 °C
inkubierten Probe, 4) PIP einer unbehandelten und anschlieBend fir 23 Stunden bei 21 °C inkubierten
Probe. Durch die mathematische Betrachtung der Spekiren zeigt sich, dass durch die chemische
Behandlung der Probe keine vollstédndige Inaktivierung der Enzyme gelungen ist. Im Vergleich mit der
Positivkontrolle kommt es beispielsweise trotzdem zu Abspaltungen von Sialinsduren, was durch die
Reduktion des Signals bei m/z 16949 um etwa 25% zu erkennen ist. Dennoch ist die Enzymaktivitat im
Gegensatz zur Negativkontrolle deutlich herabgesetzt worden. Die thermische Behandlung der Probe
zeigt eine vermutlich quantitative Inaktivierung der Enzyme, sodass bei der Probenvorbereitung keine
Abbauprozesse auftreten kénnen. Der Balken bei m/z 13705 und 23 Stunden wurde zur besseren
Sichtbarkeit der anderen Balken bei 20% (Wert: 64%) abgeschnitten.

Der variierende Anteil der Cystatin-S-Signale am Spektrum sollte an dieser Stelle ebenfalls
kurz diskutiert werden. Die chemischen oder thermischen Vorbehandlungen scheinen
demnach einen gewissen Einfluss auf die spéatere Aufreinigung zu haben. Es stellt sich hierbei
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die Frage, ob dieser Einfluss nur auf das Cystatin-S zutrifft oder ob PIP ebenfalls nach der
Isolierung in unterschiedlichen Konzentrationen vorliegt. Die absolute Intensitat der PIP-
Signale im Massenspektrum sowie das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis, das mithilfe der MS-
Software DataAnalysis bestimmt werden kann, deuten nicht darauf hin, dass PIP signifikante
Konzentrationsanderungen durch die Vorbehandlung aufweist. Der genaue Grund fir den
unterschiedlichen Cystatin-S-Gehalt in den Proben konnte nicht abschlieBend geklart werden.
Als mégliche Erklarung kann der Einfluss der Denaturierung auf chemische und physikalische
Parameter des Cystatin-S dienen, sodass dessen Trennung von PIP je nach Vorbehandlung

variiert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der bereits bei geringen Temperaturen auftretende
Glycanabbau ein groBBes Problem fiir die Verwendung von PIP als Biomarker darstellt, da ohne
eine exakte Einhaltung einer SOP bei allen Proben keine Vergleichbarkeit gegeben ist. In
diesem Protokoll muissen detaillierte Vorgaben zur Probenahme (z.B. Dauer der
Speichelakkumulation im Mund), zum Transport und zur Probenhandhabung (z.B. Léange und
Temperatur der Zentrifugationen, Dauer der Lyophilisation) aufgefiihrt werden, sodass jede
Person bei der gleichen Probe reproduzierbare Daten erhalten kann. Diese Beobachtungen
zeigen deutlich, dass eine Enzyminhibition von groBem Nutzen ist. Neben der Mdglichkeit,
spezifische, aber teure Glycosidaseinhibitoren zu verwenden, konnte wahrend dieser Arbeit
eine alternative Lésung fir das Problem des Glycanabbaus erarbeitet werden. Durch eine
einfache und schnelle thermische Behandlung der Probe ist eine vollstédndige Inaktivierung der
Enzyme im Speichel mdglich, sodass hinsichtlich der Deglycosylierung nur noch die Prozedur
der Probenahme hoch standardisiert sein muss. Der Einsatz von PIP als Biomarker ist also

nach wie vor méglich.

Der erfolgreiche Einsatz von PIP als Biomarker benétigt zunachst die Erstellung einer SOP,
wobei im Idealfall eine schnellstmdgliche thermische Inaktivierung im Fokus stehen sollte.
Durch die Validierung und Evaluation der PIP-Analyse sowie der Identifikation und Darstellung
von Lésungsmdoglichkeiten einiger groBer Probleme dient diese Arbeit als hervorragende
Grundlage, um die nachsten vielversprechenden Schritte auf dem Weg zur Etablierung von
PIP als Biomarker fur Brustkrebs zu absolvieren.
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5 Zusammenfassung

Trotz der groBen Anzahl an Publikationen mit potentiellen Biomarkern fir Krebs ist deren
Einsatz im klinischen Alltag gering. Als Grund hierfiir sind verschiedene (pra-)analytische
Faktoren wie beispielsweise eine fehlerhafte Probenahme oder Probenhandhabung sowie
eine unkritische Betrachtung der Datenauswertung zu nennen.?” Durch genaue Evaluations-
und Validierungsprozesse lassen sich diese Probleme beheben. Eine weitere
Herausforderung beim klinischen Einsatz von Biomarkern ist die geringe Spezifitat. Es wird
angenommen, dass die Analyse abweichender Glycosylierungsmuster zu einer erhdhten
Spezifitat fihren kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei potentielle Biomarker mittels
massenspektrometrischer Methoden untersucht: B2-Glycoprotein | (B2GPI) aus Blut und
Prolactin-inducible Protein (PIP) aus Speichel.

Zur Untersuchung der Glycosylierung von B2GPI| wurde zunachst eine von der Fa. Merck
erworbene Probe auf Ebene des intakten Proteins und auf Peptidebene analysiert. Hierbei
gelang die positionsspezifische Analyse der Glycosylierung aller vier Glycosylierungsstellen
sowie die Identifikation und Quantifizierung eines Aminosaureaustausches (V266L, rs4581,
Allelfrequenz: 75%). Trotz der hohen Komplexitat des Massenspekirums des intakten Proteins
zeigt eine Matlab-unterstitzte Analyse groBes Potential.

Zur Validierung der einfachen Analyse des intakten Proteins und des Signal-basierten
Ansatzes sowie zur Generierung von Referenzdaten wurde B2GPI aus dem Blutplasma von
20 Probanden isoliert und analysiert. Der Vergleich der erhaltenen Spektren zeigt Gberwiegend
sehr ahnliche Glycosylierungsmuster. Dennoch konnten auch Probanden mit deutlichen
Abweichungen hinsichtlich der Quantitét einzelner Glycoformen beobachtet werden. Neben
verschiedenen Glycoformen wurden drei genetische Varianten identifiziert: S107N ApoH*1 /
V266L ApoH*2 /1141T, R154H und W335S ApoH*3V.

Die Isolierung und Analyse von B2GPI aus Blutplasma von 20 gesunden Probanden legt eine
gute Grundlage fir weitere Studien, die sich beispielsweise auf eine Anwendung von B2GPI
als Glyco-basierten Biomarker fokussieren. Es wurde ein schneller und einfacher Signal-
basierter Ansatz fir den Vergleich von B2GPI aus gesunden und erkrankten Probanden
beschrieben, was einen groBen Schritt fir die potentielle Anwendung von B2GPI als Biomarker
darstellt.

Bei der Untersuchung von PIP wurden verschiedenste Faktoren evaluiert: Elutionsverhalten,
Belastbarkeit der computergestitzten Analyse, Reproduzierbarkeit, Zeitpunkt der
Probenahme und Probenlagerung. Durch die Untersuchung des Elutionsverhaltens konnte
festgestellt werden, dass sowohl bei den Bi- als auch bei den Triantennen zu Beginn der
Elution keine sialylierten Strukturen zu beobachten sind, was eine erhebliche Reduktion der
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Spektrenkomplexitat bedeutet. Es ist damit also mdglich, eine Analyse basierend auf der

Fucosylierung durchzufihren.

Die Belastbarkeit des verwendeten Matlab-Skripts ist fir die Analyse von PIP von sehr groBem
Interesse, da die Quantifizierung aufgrund der hohen Komplexitat durch die Uberlagerung
mehrerer Glycoformen zu einem Signal nur durch computergestiitzte Methoden mdéglich ist.
Es wurde Uberprift, welchen Einfluss die manuell einzustellenden Parameter Shift und
Linienbreite haben. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem die gering konzentrierten
Glycoformen bei minimalen Abweichungen dieser Parameter nicht korrekt quantifiziert werden.
Fir eine Glycan-spezifische Anwendung von PIP als Biomarker ist demnach die
Implementierung einer automatisierten Bestimmung der Parameter in das Skript sinnvoll. Das
Skript bietet jedoch bereits jetzt die Méglichkeit einer Signal-basierten Analyse (Summe der
Koeffizienten eines Signals), welche ebenfalls zur Identifikation von Glycan-spezifischen
Unterschieden zwischen gesunden und erkrankten Probanden fihren kann. Die
computergestitzte Analyse ist also auch weiterhin insbesondere nach den angesprochenen

Optimierungen fir den medizinischen Bereich von groBem Interesse.

Die Betrachtung der Reproduzierbarkeit der Daten sollte insbesondere Einschatzungen
bezlglich messtechnischer Variationen sowie Unterschiede durch die Handhabung
ermoglichen. Neben messtechnischen Schwankungen von etwa 3.5% (relativ) konnten bei den
parallel bearbeiteten Proben deutliche Unterschiede hinsichtlich der Quantitdt der
Glycoformen von bis zu 16% identifiziert werden. Diese Beobachtung stellt die Notwendigkeit
eines sehr genauen Standardprotokolls (SOP, Standard Operating Procedure) dar, wenn die
Methode insbesondere auch kleine, pathologisch bedingte Varianzen identifizieren soll.

Die Probenahme ist ebenfalls ein sehr wichtiger Schritt auf dem Weg zur Anwendung von PIP
als Biomarker. Es stellt sich die Frage, ob die kontinuierliche Speichelproduktion und die damit
verbundene stetige Biosynthese der Glycoproteine im Hinblick auf die Glycosylierung eine
zeitliche Stabilitat ermdglicht. Es konnte gezeigt werden, dass der Zeitpunkt der Probenahme
einen sehr wichtigen Parameter darstellt, da es innerhalb eines Tages zu einer Zu- und
Abnahme bestimmter Glycoformen kommt. Hier sind vor allem die sialylierten Strukturen zu

nennen, deren Gehalt im Laufe eines Tages sehr stark abnimmt.

Zuletzt wurde der Einfluss der Probelagerung auf die Glycosylierung untersucht, wobei ein
besonderes Augenmerk auf die Einhaltung der Kihlkette gelegt wurde. Hierflr wurden
Speichelproben fir verschiedene Zeiten bei 4, 21 und 37 °C inkubiert. Bei allen Temperaturen
zeigen sich erhebliche Abbauprozesse, welche zunachst insbesondere einer Desialylierung
entsprechen. Wie zu erwarten war, konnte die héchste Abbaugeschwindigkeit bei 37 °C
festgestellt werden. Durch kinetische Untersuchungen des Abbauprozesses bei 37 °C konnten
die Halbwertszeiten sialylierter Strukturen (81 min bei Biantennen bzw. 52 min bei Tri-
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antennen) bestimmt werden. Um die Problematik des Glycanabbaus zu umgehen, wurden
Experimente zur Inaktivierung der Enzyme im Speichel durchgefiihrt. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass eine thermische Behandlung der Probe zur vollstandigen Inaktivierung der
Enzyme fiihrt. Diese Entdeckung ist sehr wichtig, da die Prozedur der Probenahme hoch

standardisiert werden muss.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Methode der Analyse von PIP evaluiert wurde,
wobei erfolgreich die kritischen Punkte herausgearbeitet werden konnten. Es sollte betont
werden, dass die untersuchte Methode fir PIP als Biomarker trotz dieser Punkte von sehr
groBem Interesse ist. Die bisher wahrend dieser Arbeit beobachteten Probleme, die eine
exakte Quantifizierung erschweren, fihren dazu, dass bisher mit der Standardmethode nur
eine groBe pathologische Varianz identifiziert werden kann. Wenn die in den einzelnen
Kapiteln angesprochenen Optimierungen vorgenommen werden, kann die gewinschte
Reduktion der experimentellen Varianz erreicht werden. Somit ist dann auch die Identifikation
von sehr geringen, pathologischen Varianzen maglich.
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6  Summary

Although there are numerous publications dealing with potential biomarkers for cancer, their
use in the clinic is limited. The reasons range from (pre-)analytical factors like incorrect sample
handling to inappropriate data analysis.?”) These problems can be solved by accurate
evaluation and validation. Another great challenge for the use of biomarkers is their poor
specificity. Many studies show that the analysis of protein glycosylation is a promising
approach to increase the specificity of biomarker.

This thesis deals with the analysis of two potential biomarkers with mass spectrometry: S2-
Glycoprotein | (B2GPI) from blood plasma and Prolactin-inducible Protein (PIP) from saliva.

A pooled sample from Merck was analyzed using MS-data from intact B2GPI and MS/MS-data
from enzymatic digestions to study the glycosylation of B2GPI. A site-specific analysis of all
glycosylation sites was successful for the first time. Furthermore, an amino acid exchange
could be identified and quantified (V266L, rs4581, allele frequency: 75%). A very promising
approach to a signal-based analysis for biomarkers with highly complex datasets using Matlab
could be established.

In order to validate the signal-based approach and to generate reference data, B2GPI from
blood plasma of 20 healthy subjects was isolated and analyzed. The spectra of the intact
B2GPI show a high similarity. However, some significant differences in the quantity of some
glycoforms between different subjects were observed. In addition to many glycoforms, three
genetic variants of B2GPI were identified: S107N ApoH*1 / V266L ApoH*2/1141T, R154H and
W335S ApoH*3W.

The isolation and analysis of B2GPI from 20 healthy subjects is a good basis for future studies
concerning the suitability of B2GPI as a glyco-based biomarker. The fast and easy signal-
based approach for the comparison of B2GPI from healthy and diseased subjects could be a
great step towards the use of B2GPI as biomarker.

During the analysis of PIP, many different factors were evaluated and validated: elution profile,
capability of the computer-based analysis, reproducibility, time of sampling and sample
storage. The analysis of the elution profile shows, that no structures with sialic acid occur at
the beginning of the elution. Therefore, it is possible to perform a fucose-based analysis.

The study of the capability of the used Matlab script is of great interest, because the overlap
of several glycoforms results in a high spectrum complexity and requires a computer-based
approach for quantification. Here, the influence of the manually set parameters shift and line
width was reviewed. Already small deviations of shift and line width lead to a false
quantification of glycoforms, especially for low concentrated glycans. Therefore, a glyco-based
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application of PIP as biomarker needs an automatic determination of these parameters.
However, the Matlab script already allows the possibility of a signal-based analysis (sum of
coefficients of one signal). This analysis can also lead to an identification of glyco-specific
differences between healthy and diseased subjects. The computer-based method remains of
great interest for medical use, especially after the mentioned optimization.

The examination of the reproducibility of the data allows an estimate of variations due to
sample handling and measurement techniques. In addition to technical-based deviations (up
to 3.5%, relative), the analysis of three parallel handled samples shows significant differences
in terms of glycan quantity (up to 16%, relative). This observation proves the necessity of a
SOP (Standard Operating Procedure) if the method should identify low pathological variances

in particular.

The sampling is an important step if PIP were to be used as biomarker. It is necessary to know,
if continuous saliva production and steady biosynthesis of the glycoproteins affect the stability
of the glycan structures. It was shown, that the time of sampling is an important parameter.
Over one day some glycoforms decrease and some others increase in concentration.

Especially glycoforms with sialic acids show a reduction.

Finally, the influence of sample storage on glycosylation was investigated, with particular
attention being paid to maintaining an uninterrupted cooling chain. Aliquots of identical saliva
were incubated at 4, 21 and 37 °C for different times. There are significant degradation
processes at all temperatures, which initially correspond to a desialylation. With further
progress in time, the glycans are degraded stepwise and almost completely. As expected, the
highest degradation rate could be observed at 37 °C. The half-lives of sialylated structures
were determined by kinetic analysis (81 min for biantenna and 52 min for triantenna) of the
degradation process at 37 °C. Experiments for chemical and thermal inactivation of saliva
enzymes were performed. These experiments show, that even during sample preparation
degradation processes are already occurring. Furthermore, thermal treatment of the sample
leads to a complete inactivation of the degrading enzymes. This observation is very important

because with regard to the deglycosylation only the procedure of sampling has to be identical.

In summary, the analysis method of PIP was evaluated and validated resulting in a successful
identification of all critical points. It should be noted that the used method for PIP as a biomarker
still is of great interest. The problems observed in this thesis, which complicate an exact
quantification, lead to the fact that at the moment only a high pathological variance can be
identified. If all mentioned optimizations are carried out and the desired reduction of the
experimental variance is achieved, the identification of very low pathological variances is also
possible.
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7 Sicherheit

Substanz Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze
Acetonitril (HiPerSolv 225, 302, 312, 210,
CHROMANORM) 319, 332 305+338+351,

403+235

Ameisensdure @ 226, 302, 314, 260, 280,

(99-100%) 331 301+330+331,
305+338+351,
309+310

2-Aminoethanol @ 302, 312, 332, 261, 273,

314,335,412 301+312, 330,
303+361+353,
304+340+310,
305+351+338

Ammoniak (25%) @ 290, 314, 335, 260, 273, 280,

400 301+330+331,
304+340,
305+338+351,
309+310

Ammoniumhydrogen- 302 301+312

carbonat

anti-BRST-2 Antibody kein gefahrlicher Stoff*

Calciumchlorid @ 319 305+338+351

Dinatriumhydrogen- kein gefahrlicher Stoff*

phosphat

1,4-D/L-Dithiothreitol 302, 315,319 302+352,
305+338+351

Endoproteinase GluC kein gefahrlicher Stoff*

Essigsaure (96%) @ 226, 290, 314 280,
301+330+331,
305+338+351,
307+310

Ethanol <> O 225 210

Glycin kein geféhrlicher Stoff*

Harnstoff kein geféhrlicher Stoff*

2-lodacetamid 301, 317,334, 261, 280,

413 301+310,

3114342
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Substanz Gefahrenpiktogramm H-Satze P-Satze
Kaliumchlorid kein gefahrlicher Stoff*
Kaliumdihydrogen- kein gefahrlicher Stoff*
phosphat
Natriumazid @ 300+310, 273, 280,

373, 410, 301+310+330,
EUHO032 302+352+310,
391, 501
Natriumacetat kein gefahrlicher Stoff*
Natriumchlorid kein gefahrlicher Stoff*
Natriumdihydrogen- kein gefahrlicher Stoff*
phospat
Natriumhydrogen- kein gefahrlicher Stoff*
carbonat
Neuraminidase kein gefahrlicher Stoff*
NHS-activated 312, 331, 302+352,
magnetic beads 360Fd 304+340, 201,
261, 312, 280
PNGase F kein gefahrlicher Stoff*
Polyethylenglycol 4000 kein gefahrlicher Stoff*
Salzsaure (37%) @ 290, 314, 335 261, 280,
305+338+351,
310
Thermolysin 315,317,319, 261, 280,
334, 335 305+338+351,
311+342
Tris(hydroxymethyl)- kein gefahrlicher Stoff*
aminomethan
Tris(hydroxymethyl)- kein gefahrlicher Stoff*
aminomethan-
Hydrochlorid
Trypsin 315, 319, 334, 261, 280,
335 305+338+351,

311+342

Tuning Mix ES-TOF 225, 210,
302+332, 319  305+338+351

* Dieser Stoff ist nach der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 nicht als geféhrlich eingestuft.

Es wurden keine KMR-Stoffe der Kategorie 1a oder 1b (GHS-Verordnung) verwendet.
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7.1  Arbeiten mit biologischem Probenmaterial

Das Arbeiten mit biologischen Stoffen und Probenmaterialien ist in Deutschland durch die EU-
Richtlinie 2000/54/EG und die Biostoffverordnung (BioStoffV) geregelt.

Bei nicht gezielten Tatigkeiten mit Biostoffen aus humanen Kérperflissigkeiten wie Blut oder
Speichel werden vier Risikogruppen und entsprechend vier Schutzstufen unterschieden. Die
Einstufung erfolgt hierbei durch verschiedene Faktoren wie die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens eines Risikostoffs oder die Art und Dauer der Tatigkeit. Die TRBA100 (Technische
Regeln fir Biologische Arbeitsstoffe) empfehlen bei humanen Probenmaterialien, deren
Infektionsstatus unbekannt ist, die Tatigkeiten unter den Bedingungen der Schutzstufe 2
durchzufihren. Sind die Proben jedoch HIV-, HBV- und HCV-negativ, reichen die
Bedingungen der Schutzstufe 1. Es wurde daher alle Proben unter den Bedingungen der
Schutzstufe 1 behandelt.
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Anhang

9 Anhang

Tab. 16: Fur die Matlab-Analyse des intakten PIP verwendete Glycane. Wahrend dieser Arbeit
wurde aufgrund des teilweise groBen Fehlers der Matlab-gestitzten Analyse haufig ein Signal-basierter
Ansatz gewahlt, sodass die Glycoformen unter einem Signal zusammengefasst wurden. Hierfiir wurde
jedes Signal nur durch eine Massenbezeichnung charakterisiert, was zu identischen Bezeichnungen bei
verschiedenen Glycanen flhrt. In dieser Tabelle sind nur die Glycane aufgefiihrt, die bei einer
durchgefiihrten Anpassung der Spektren von intaktem PIP verwendet wurden. Es sind jeweils nur die
Glycankomposition den entsprechenden Signalen zugeordnet. Weitere analytische Daten wie
beispielsweise die Quantifizierung sind in den jeweiligen Kapiteln der Arbeit oder im Anhang zu finden.

Bez'\;;\i; l;?ungl des Hex HexNAc dHex NeuAc NeuGc Sulfat Phosphat
gnals
13501 0 0 0 0 0 0 0
13705 0 1 0 0 0 0 0
13851 0 1 1 0 0 0 0
15125 5 4 0 0 0 0 0
15271 5 4 1 0 0 0 0
15416 5 4 0 1 0 0 0
15416 5 4 2 0 0 0 0
15490 6 5 0 0 0 0 0
15562 5 4 1 1 0 0 0
15562 5 4 3 0 0 0 0
15636 6 5 1 0 0 0 0
15707 5 4 0 2 0 0 0
15707 5 4 2 1 0 0 0
15707 5 4 4 0 0 0 0
15781 6 5 0 1 0 0 0
15781 6 5 2 0 0 0 0
15854 5 4 1 2 0 0 0
15854 5 4 3 1 0 0 0
15854 5 4 5 0 0 0 0
15928 6 5 1 1 0 0 0
15928 6 5 3 0 0 0 0
16000 5 4 2 2 0 0 0
16000 5 4 4 1 0 0 0
16073 6 5 0 2 0 0 0
16073 6 5 2 1 0 0 0
16073 6 5 4 0 0 0 0
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Tab. 16: Fortsetzung

BezN?iSc_ I;ri\;rrl\g:es Hex HexNAc dHex NeuAc NeuGc Sulfat Phosphat
16146 5 4 3 2 0 0 0
16146 5 4 5 1 0 0 0
16219 6 5 1 2 0 0 0
16219 6 5 3 1 0 0 0
16219 6 5 5 0 0 0 0
16292 5 4 4 2 0 0 0
16364 6 5 0 3 0 0 0
16364 6 5 2 2 0 0 0
16364 6 5 4 1 0 0 0
16364 6 5 6 0 0 0 0
16438 5 4 5 2 0 0 0
16510 6 5 1 3 0 0 0
16510 6 5 3 2 0 0 0
16510 6 5 5 1 0 0 0
16510 6 5 7 0 0 0 0
16584 7 6 1 2 0 0 0
16584 7 6 3 1 0 0 0
16584 7 6 5 0 0 0 0
16656 6 5 2 3 0 0 0
16656 6 5 4 2 0 0 0
16656 6 5 6 1 0 0 0
16729 7 6 0 3 0 0 0
16729 7 6 2 2 0 0 0
16729 7 6 4 1 0 0 0
16729 7 6 6 0 0 0 0
16802 6 5 3 3 0 0 0
16802 6 5 5 2 0 0 0
16802 6 5 7 1 0 0 0
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Tab. 16: Fortsetzung

BezN?iSc_ I;ri\;rrl\g:es Hex HexNAc dHex NeuAc NeuGc Sulfat Phosphat
16875 7 6 1 3 0 0 0
16875 7 6 3 2 0 0 0
16875 7 6 5 1 0 0 0
16875 7 6 7 0 0 0 0
16949 6 5 4 3 0 0 0
16949 6 5 6 2 0 0 0
17021 7 6 0 4 0 0 0
17021 7 6 2 3 0 0 0
17021 7 6 4 2 0 0 0
17021 7 6 6 1 0 0 0
17095 6 5 5 3 0 0 0
17095 6 5 7 2 0 0 0
17167 7 6 1 4 0 0 0
17167 7 6 3 3 0 0 0
17167 7 6 5 2 0 0 0
17167 7 6 7 1 0 0 0
17167 7 6 9 0 0 0 0
17241 6 5 6 3 0 0 0
17313 7 6 2 4 0 0 0
17313 7 6 4 3 0 0 0
17313 7 6 6 2 0 0 0
17313 7 6 8 1 0 0 0
17387 6 5 7 3 0 0 0
17459 7 6 3 4 0 0 0
17459 7 6 5 3 0 0 0
17459 7 6 7 2 0 0 0
17459 7 6 9 1 0 0 0
17605 7 6 4 4 0 0 0
17605 7 6 6 3 0 0 0
17605 7 6 8 2 0 0 0
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Tab. 16: Fortsetzung

BezN?iSc_ I;?;:aﬂ:es Hex HexNAc dHex NeuAc NeuGc Sulfat Phosphat
17751 7 6 5 4 0 0 0
17751 7 6 7 3 0 0 0
17751 7 6 9 2 0 0 0
17897 7 6 6 4 0 0 0
17897 7 6 8 3 0 0 0
18044 7 6 7 4 0 0 0
18044 7 6 9 3 0 0 0
18190 7 6 8 4 0 0 0
18336 7 6 9 4 0 0 0
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Tab. 17: Masse und Sequenz der zu erwartenden Peptide bei einer enzymatischen Spaltung von
B2GPI mit Trypsin bzw. Thermolysin. Hierbei handelt es sich um die carbamidomethylierten und
einfach geladenen Peptide des B2GPIl (ohne Signalpeptid). Bei den Peptiden, welche eine
Glycosylierungsstelle tragen, wurde nur die Massen der unglycosylierten Varianten aufgefiihrt.

Erwartete Peptide (Trypsin)

Sequenz Masse (z=1) [Da]
20GR?! 232.14
2TCPKPDDLPFSTVVPLK3® 1914.00
SSTFYEPGEEITYSCKPGYVSR58 2383.09
9GGMRS2 420.20
63K 147.11
84FICPLTGLWPINTLK"® 1772.98
’CTPR®2 553.25
83YCPFAGILENGAVR®® 1502.78
7YTTFEYPNTISFSCNTGFYLNGADSAK123 3068.36
124CTEEGK™® 723.30
130WSPELPVCAPIICPPPSIPTFATLR14 2819.46
155VYKPSAGNNSLYR?167 1468.62
168DTAVFECLPQHAMFGNDTITCTTHGNWTK19% 3352.48
197 PECR?201 674.33
202E VK204 375.22
205CPFPSRPDNGFVNYPAKPTLYYK227 2731.33
228DK229 262.14
20ATFGCHDGYSLDGPEEIECTK?50 2385.00
251 GNWSAMPSCK?261 1250.57
262ASCK?265 465.21
266\/ P\ K269 442.30
210K 14711
2NATVVYQGER?7® 1022.53
280\/K281 246.18
282|QEK?285 517.30
286F K287 294.18
288NGMLHGDK?9% 871.41
296\/SFFCKB301 787.38
302N K303 261.16
304EK305 276.16
306K 14711
307CSYTEDAQCIDGTIEVPK324 2085.91
825G FK327 454.21
328EHSSLAFWK336 1104.54
S37TDASDVKP(C345 992.44
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Tab. 17: Fortsetzung

Erwartete Peptide (Thermolysin)

Sequenz Masse (z=1) [Da]

20GRTCPKPDD?=8 1045.47
29| p3o 229.16
SIFSTS3 354.17
34y 118.09
35Vp36 215.14
S7LKT®® 361.25
YOFYEPGEE*¢ 870.35
7ITYSCKPGY55 1088.51
56YSRGGS0 475.26
6TMRKE3 434.25
B4F|C P87 536.25
B8 TG0 290.17
TILWP73 415.23
7AINT78 347.19
77LKCTPRVCPS85 1130.58
86FAGSE 294.15
89] 132.10
OLENG*3 432.21

HA 90.06

BVRYTT®® 639.35
T00FEYPNT105 770.34
106| G107 219.13
108FSCNTG113 685.26
HM4py115 329.15
M NG118 303.17
1SADS!2! 291.11

122AKCTEEGKWSPE133 1421.64
134 PVC137 488.25
138AP139 187.11

140]|CPPPS146 783.41

147|PT149 330.20
150F 166.09
151AT152 191.10
153 R154 288.20
155V YKPS159 593.33
160AGNNS164 462.19
165LYF?DT169 667.34
170A 90.06

7y 118.09

172FECT174 455.16
175 PQH178 494.27
179A 90.06

180\ 150.06
18IFGNDT185 553.23

186ITC?’THGMWTK196 1318.62
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Tab. 17: Fortsetzung

Erwartete Peptide (Thermolysin)

Sequenz Masse (z=1) [Da]

197 PECRE?202 803.37
203yKCp206 503.27
20’FPSRPDNG?2'4 889.42
215F 166.09
216y NYP219 492.25
220AKPT223 416.25
224 YYKDK?229 829.45
230AT231 191.10
22FGCHDGYS239 942.34
240 DGPEE?% 659.29
246|ECTK250 650.32
251 GNW S255 576.28
256AMTDSCK261 693.31

262ASCK?265 465.21

266\/ p267 215.14
268\/KK270 374.28
2NAT272 191.10
213\ 118.09
274VYQGER?7® 751.37
280\/ K281 246.18
2B2|QEK?=85 517.30
286FKN G289 465.25
290\ 150.06
291 HGDK?95 569.30
296\ 5297 205.12
298F 166.09
29FCKNKEKKCSYTED?12 1836.83
S1BAQCS315 378.14
316|DGT310 405.20
S20|EVPK(C325 745.39
S26FKEHSS83! 734.35
332 132.10
3337 90.06

S34FWKTD338 696.34
S39IASD34 292.11

342\/KP(C345 503.27
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Tab. 18: Massen der méglichen Glycopeptide eines enzymatischen Verdaus von B2GPI mit
Trypsin und Thermolysin. Es handelt sich hierbei um die carbamidomethylierten Glycopeptide. Die
entsprechende Ladung ist dem Exponenten des Peptids zu entnehmen. H: Hexose, N: N-
Acetylhexosamin, F: Fucose, S: N-Acetylneuraminséure.

Massen der méglichen Glycopeptide (Trypsin, z=3) [Da]

Glycan Peptid3+: 155VYKPSAGNNSLYR'67 Peptid3+: 25'LGNWSAMPSCK?26!
N 557.95 485.22
NF 606.64 533.91
HsN2 787.70 714.97
HsNzF 836.38 763.65
HsNs 855.39 782.66
HsNsF 904.07 831.34
HaNs 909.41 836.68
HsN4 923.08 850.35
HaNsF 958.09 885.36
HsN4F 971.77 899.04
HaN4 977.10 904.37
HsNs 990.77 918.04
H4NsS 1006.44 933.71
HaN4F 1025.79 953.06
HsN4 1031.12 958.39
HsNsF 1039.46 966.73
HaNs 1044.79 972.06
HaNsFS 1055.12 982.39
HsNs 1058.47 985.74
HaN4S 1074.13 1001.40
HsN4F 1079.80 1007.07
HaNsF 1093.48 1020.75
HsNs 1098.81 1026.08
HsNeF 1107.15 1034.42
H4Ns 1112.49 1039.76
H4N4FS 1122.82 1050.09
HsN4S 1128.15 1055.42
HaNsS 1141.82 1069.09
HsNsF 1147.50 1074.77
HsNs 1152.83 1080.10
HaNeF 1161.17 1088.44
HsNs 1166.50 1093.77
HsN4FS 1176.83 1104.10
HsNsFS 1190.51 1117.78
HsNsS 1195.84 1123.11
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Tab. 18: Fortsetzung

Massen der moglichen Glycopeptide (Trypsin, z=3) [Da]

Glycan Peptid3+: 155VYKPSAGNNSLYR'67 Peptid3+: 251LGNWSAMPSCK?28!
HeNsF 1201.51 1128.78
HaNeS 1209.52 1136.79
HsNeF 1215.19 1142.46
HsNs 1220.52 1147.79
HsN4S2 1225.18 1152.45
HsNsFS 1244.53 1171.80
HeNsS 1249.86 117713
HaNsFS 1258.20 1185.47
HsNeS 1263.53 1190.81
HeNeF 1269.21 1196.48
HsN4FS2 1273.87 1201.14
H7Ns 1274.54 1201.81
HsNsS2 1292.87 1220.14
HesNsFS 1298.55 1225.82
HsNsFS 1312.22 1239.49
HeNeS 1317.55 1244.82
H7NeF 1323.22 1250.49
HsNsFS2 1341.56 1268.83
HsNsS2 1346.89 1274.16
HsNeS2 1360.57 1287.84
HeNsFS 1366.24 1293.51
H7NeS 1371.57 1298.84
HsNsFS2 1395.58 1322.85
HsNsFS2 1409.25 1336.52
HsNeS2 1414.58 1341.85
H7NeFS 1420.26 1347.53
HeNsS3 1443.92 1371.19
HsNsFS2 1463.27 1390.54
H7NeS2 1468.60 1395.87
HsNsFS3 1492.61 1419.88
HeNeSs 1511.62 1438.89
H7NeFS2 1517.29 1444 .56
HsNsFS3 1560.30 1487.57
H7NeSs 1565.63 1492.90
H7NeFSs 1614.32 1541.59
H7NeS4 1662.67 1589.94
H7NeFS4 1711.35 1638.62
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Tab. 18: Fortsetzung

Massen der méglichen Glycopeptide (Thermolysin, z=2, z=3) [Da]

GO oy yKPOAGNNS™  WFGNDT™  NWTKLPEGRE™ *9LGNWS™
N 413.87 378.66 769.36 390.18
NF 462.55 451.68 818.04 463.21
HsN2 643.61 723.27 999.10 734.80
HsN2F 692.30 796.30 1047.79 807.83
HsNs 711.30 824.81 1066.80 836.34
HsNsF 759.99 897.84 1115.48 909.37
HaNs 765.32 905.84 1120.81 917.37
HsN4 779.00 926.35 1134.49 937.88
HaNsF 814.01 978.87 1169.50 990.40
HsN4F 827.68 999.38 1183.17 1010.91
HaN4 833.02 1007.38 1188.51 1018.91
HsNs 846.69 1027.89 1202.18 1039.42
HaNsS 862.35 1051.39 1217.84 1062.91
HaN4F 881.70 1080.41 1237.19 1091.94
HsN4 887.03 1088.41 1242.52 1099.93
HsNsF 895.38 1100.92 1250.87 1112.45
H4Ns 900.71 1108.92 1256.20 1120.45
HsNsFS 911.04 1124.42 1266.53 1135.94
HsNs 914.38 1129.43 1269.87 1140.96
HaN4S 930.05 1152.93 1285.54 1164.45
HsN4F 935.72 1161.44 1291.21 1172.96
HaNsF 949.39 1181.95 1304.88 1193.48
HsNs 954.73 1189.95 1310.22 1201.47
HsNsF 963.07 1202.46 1318.56 1213.99
H4Ns 968.40 1210.46 1323.89 1221.99
HaN4FS 978.73 1225.96 1334.22 1237.48
HsN4S 984.06 1233.95 1339.56 1245.48
HaNsS 997.74 1254.47 1353.23 1265.99
HsNsF 1003.41 1262.98 1358.90 1274.50
HsNs 1008.74 1270.97 1364.23 1282.50
HaNeF 1017.09 1283.49 1372.58 1295.01
HsNs 1022.42 1291.49 1377.91 1303.01
HsN4FS 1032.75 1306.98 1388.24 1318.51
HaNsFS 1046.43 1327.50 1401.92 1339.02
HsNsS 1051.76 1335.49 1407.25 1347.02
HeNsF 1057.43 1344.00 1412.92 1355.53
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Tab. 18: Fortsetzung

Massen der méglichen Glycopeptide (Thermolysin, z=2, z=3) [Da]

GO oy yKPOAGNNS™  WFGNDT™  NWTKLPEGRE™ *9LGNWS™
HaNeS 1065.43 1356.01 1420.92 1367.53
HsNsF 1071.10 1364.52 1426.60 1376.04
HsNs 1076.44 1372.51 1431.93 1384.04
HsN4S2 1081.10 1379.50 1436.59 1391.03
HsNsFS 1100.44 1408.52 1455.93 1420.05
HesNsS 1105.78 1416.52 1461.27 1428.05
HaNeFS 1114.12 1429.04 1469.61 1440.56
HsNeS 1119.45 1437.03 1474.94 1448.56
HesNsF 1125.12 1445.54 1480.61 1457.07
HsN4FS2 1129.78 1452.53 1485.27 1464.06
H7Ns 1130.45 1453.54 1485.94 1465.07
HsNsS2 1148.79 1481.04 1504.28 1492.57
HsNsFS 1154.46 1489.55 1509.95 1501.08
HsNeFS 1168.14 1510.06 1523.63 1521.59
HesNeS 1173.47 1518.06 1528.96 1529.59
H7NeF 1179.14 1526.57 1534.63 1538.09
HsNsFS2 1197.48 1554.07 1552.97 1565.60
HsNsS2 1202.81 1562.07 1558.30 1573.59
HsNeS2 1216.48 1582.58 1571.97 1594.11
HsNeFS 1222.15 1591.09 1577.65 1602.62
H7NeS 1227.49 1599.09 1582.98 1610.61
HsNsFS2 1251.49 1635.10 1606.98 1646.62
HsNeFS2 1265.17 1655.61 1620.66 1667.14
HsNeS2 1270.50 1663.61 1625.99 1675.13
H7NeFS 1276.17 1672.12 1631.66 1683.64
HeNsSs 1299.84 1707.62 1655.33 1719.14
HsNsFS2 1319.19 1736.64 1674.68 1748.16
H7NeS2 1324.52 1744.63 1680.01 1756.16
HsNsFSs 1348.52 1780.65 1704.02 1792.17
HesNeSs 1367.53 1809.16 1723.02 1820.68
H7NeFS2 1373.20 1817.66 1728.69 1829.19
HsNsFSs 1416.22 1882.18 1771.71 1893.71
H7NeSs 1421.55 1890.18 1777.04 1901.71
H7NeFSs 1470.24 1963.21 1825.73 1974.74
H7NeS4 1518.58 2035.73 1874.07 2047.26
H7NesFS4 1567.27 2108.76 1922.76 2120.28
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Tab. 19: Identifizierte Glycopeptide des tryptischen Verdaus von B2GPIl. Addukt-Signale und
Signale, die durch Oxidationen oder andere Modifikationen erklarte werden kdnnen, wurden nicht
separat aufgefihrt. Bei den einfach glycosylierten Peptiden wurden nur die dreifach geladenen
Zustande aufgelistet und bei den zweifach glycosylierten Peptiden nur die finffach geladenen. Die
angegebene Glycankombination bei dem zweifach glycosylierten Peptid ist nur eine der vielen
Kombinationsmdoglichkeiten. In der letzten Spalte ist nur eine der mdglichen Strukturen mit der
entsprechenden Glycankomposition aufgefiihrt. *MS/MS Spektrum vorhanden; H: Hexose, N: N-
Acetylhexosamin, F: Fucose, S: N-Acetylneuraminséure.

Peptid: 15VYKPSAGNNSLYR'6”

[M+3H]3* [M+3H]** Abweichung  Retentions- Glycan- Struktur
exp. [Da] theo. [Da] [Da] ([ppm]) zeit [min] komposition

909.406 909.408 0.002 (2.21) 15.9 HaN3 CFlomm
952.420 952.418  -0.002 (2.29) 16.4 HaNsS RS e
1006.438  1006.436  -0.002 (1.78) 16.0 HaN3S M
1031.117  1031.114  -0.003 (2.64) 15.9 HsNa S oemm
1055.124  1055.122  -0.002 (1.67) 16.0 HaN3FS %
1074131 1074130  -0.001 (0.85) 15.9 HaN.S Rl omm
1128149  1128.149  0.000 (0.42) 15.9 HsN4S* C Slomm
1176.834 1176.833 -0.001 (1.27) 16.0 HsN4FS %L
1225180  1225.179  -0.001 (1.09) 15.9 HsNsS2* C o omm
1249.859  1249.859  0.000 (0.21) 16.4 HeNsS ’_:.pr—l—lﬁ
1273.866  1273.866 0.000 (0.24) 16.0 HsN4FS2* m
1346.891  1346.891  0.000 (0.05) 16.4 HeNsS2 :&FH
1395577  1395.577  0.000 (0.02) 16.3 HeNsFS2 :&FL
1443.923  1443.920  -0.003 (1.99) 16.4 HeN5Ss* gp*w
1492.609  1492.604  -0.005 (3.24) 16.4 HeNsFS3* g.:;/\FFL
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Tab. 19: Fortsetzung

Peptid: 2'LGNWSAMPSCK?6!

[M+3H]3+ [M+3H]3* Abweichung  Retentions- Glycan- Struktur
exp. [Da] theo. [Da] [Da] ([ppm]) zeit [min] komposition

836.674 836.676  -0.002 (2.77) 22.0 HaNa ey
879.691 879.693 0.002 (2.82) 22.0 H3NsS SO e mm
933.708  933.708  0.000 (0.14) 21.9 HaNsS M e
958.390 958.387 0.003 (3.07) 21.7 HsNa e semm.
982.394 982.396 0.002 (1.94) 22.0 H4NsFS %L
1001.401 1001400  -0.001 (1.25) 21.9 HaN.S Sl omm
1055419 1055.419  0.000 (0.13) 21.3 HsN4S* S s semm
1104.105  1104.105 0.000 (0.16) 21.1 HsNsFS %L
1152.451 1152451 0.000 (0.29) 22.0 HsNaS2* . R emm
1177133 1177.130 0.003 (2.90) 20.9 HeNsS @m
1201.136 1201.137 -0.001 (0.53) 21.9 HsN4FS2 m
1274.160 1274.161 -0.001 (1.09) 21.7 HeNsS2* m
1322.851 1322.847 0.004 (2.75) 21.7 HeNsFS2 m
1371.191 1371.193  -0.002 (1.61) 22.1 HeNsS3* E:?;*W
1395.877  1395.872 0.005 (3.49) 21.4 H7NsS> :@w
1419.875  1419.879  -0.004 (2.94) 22.0 HeNsFSs @FFL
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Tab. 19: Fortsetzung

Peptid: '$8DTAVFECLPQHAMFGNDTITCTTHGNWTK19

[M+5H]%+ [M+5H]>+ Abweichung Retentions- Glycankombination
exp. [Da] theo. [Da] [Da] ([ppm]) zeit [min]

1421.966 1421.966 0.000 (0.23) 33.1 HsN4S2/ HaN3S
1494.987 1494.992 -0.005 (3.42) 33.0 HsN4S2/HsN4S
1553.214 1553.211 0.003 (1.80) 33.2 HsN4S2/HsN4S2*
1582.422 1582.423 -0.001 (0.49) 33.1 HsN4FS2/HsN4S2*
1626.440 1626.442 -0.002 (1.06) 33.0 HsN1S/HeNsF S2
1684.458 1684.457 0.001 (0.76) 33.2 HsN5Sa/HsN4S2*
1713.665 1713.668 -0.003 (1.93) 33.1 HsNsFSa/HsN4S2

Tab. 20: Identifizierte Glycopeptide des Thermolysin-Verdaus von B2GPI. Addukt-Signale und
Signale, die durch Oxidationen oder andere Modifikationen erklarte werden kénnen, wurde nicht separat
aufgefihrt. Da das Auftreten einiger Glycoformen im Spektrum stark vom Ladungszustand abhing,
wurden die Signale des jeweils intensivsten Ladungszustands aufgeflihrt. In der letzten Spalte ist nur
eine der méglichen Strukturen der entsprechenden Glycankomposition aufgefiihrt. z: Ladung; * MS/MS
Spektrum vorhanden; H: Hexose, N: N-Acetylhexosamin, F: Fucose, S: N-Acetylneuraminsaure.

Peptid: 1°VYKPSAGNNS164

[M+zH]* [M+zH]*  Abweichung z Retentions- Glycan- Struktur
exp. [Da] theo.[Da] [Da] ([ppm]) zeit [min] komposition

1212.003 1212.004  0.001 (1.12) 2+ 16.3 H3NsS O e mm
1293.029  1293.033  0.004 (3.05) 2+ 16.3 HaNasS Mt
984.066  984.070  0.004 (4.21) 3+ 16.3 HsN.S C Rl omm
1081.098  1081.095  -0.003 (2.46) 3+ 16.3 HNeSo* o o oo mm—
1129.784 1129.787  0.003 (2.98) 3+ 16.8 HsN4FS2* m.L
1148.791 1148.786  -0.005 (4.08) 3+ 17.3 HsNsS2 ﬁp*m

1251.494 1251.496  0.002 (1.31) 3+ 17.5 HeNsFS2 :&FL
1299.840 1299.839  -0.001 (0.92) 3+ 16.9 HeN5Ss* @*‘*

1348.526  1338.521 -0.005 (3.83) 3+ 17.5 HsNsFSs3 %E}Jﬁ
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Tab. 20: Fortsetzung

Peptid: '8'FGNDT!85

[M+zH]*  [M+zH]* Abweichung z Retentions- Glycan- Struktur
exp. [Da] theo.[Da] [Da] ([ppm]) zeit [min] komposition

1051.389  1051.389  0.000 (0.43) 2+ 13.5 HaN3S Rt mm
1233.955 1233.956  0.001 (1.09) 2+ 13.4 HsNaS e
1379.502  1379.503  0.001 (0.47) 2+ 13.4 HNeS2* | o o o o-ma—
1452531 1452528  -0.003 (2.28) 2+ 14.3 HsN4FS2 WL
1707.616  1707.611  -0.005 (3.02) 2+ 14.5 HeNsSs @FFH

Peptid: 18I TCTTHGNWTKLPECRE?202

[M+zH]*  [M+zH]** Abweichung 2z Retentions- Glycan- Struktur
exp. [Da] theo.[Da] [Da] ([ppm]) zeit [min] komposition

1217.844 1217.837  -0.007 (5.80) 3+ 34.8 HaNaS MY I
1339.555  1339.561  0.006 (4.34) 3+ 34.4 HsN4S e
1436.587  1436.587  0.000 (0.00) 3+ 34.8 HNeS2* | o o oo ma—
1485.273  1485.267  -0.006 (4.02) 3+ 34.6 HsN4FS2 mFL
1558.298  1558.293  -0.005 (3.04) 3+ 34.8 HeNsS2 :&W
1655.330 1655.332  0.002 (1.49) 3+ 35.1 HesN5Ss @*m
1704.016  1704.024  0.008 (4.99) 3+ 35.0 HeNsFSs @FFL
1771.709 1771.699  -0.010 (5.43) 3+ 33.9 HeNeFSs* @-L
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Tab. 20: Fortsetzung

Peptid: 251LGNW S255

[M+zH]*  [M+zH]* Abweichung 2z Retentions- Glycan- Struktur
exp. [Da] theo.[Da] [Da] ([ppm]) zeit [min] komposition

981.888  981.889  0.001 (0.88) 2+ 27.5 HaNsS R e mm
1062.915 1062.915  0.000 (0.42) 2+ 27.5 HaNaS MY N
1164.454  1164.456  0.002 (1.51) 2+ 27.6 HNes — * 7 8 Comms
1245.481 1245481  0.000 (0.28) 2+ 27.2 HsN4S* Rl omm
1318.510  1318.509  -0.001 (0.69) 2+ 26.4 HsN4FS *?::}.L
1391.028  1391.029  0.001 (0.46) 2+ 27.5 HNeS2*t o o o oo mms
1428.047 1428.050  0.003 (2.28) 2+ 26.0 HsNsS @FH
1464.057 1464.056  -0.001 (0.90) 2+ 27.6 HsN4FS2 m
1492568 1492.559  -0.009 (6.06) 2+ 28.5 HsNsS2 X;*m
1573.594  1573.588  -0.006 (4.10) 2+ 27.3 HeNsS2 :&m
1675.134  1675.142  0.008 (4.69) 2+ 28.6 HsNsS2

1146.431 1146.435  0.004 (3.89) 3+ 271 HeNsSs E:?;*W
1195.117  1195.137  0.020 (16.9) 3+ 29.7 HsNsFSs g':;/\»FL
1413.859 1413.883  0.024 (16.9) 3+ 30.6 H7N6FS4
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Tab. 21: Quantifizierung der Glycoformen der enzymatischen Spaltung mit Trypsin. Als MaB fir
die relative Haufigkeit einer Glycoform wurden die Intensitaten der EICs der signifikanten
Ladungszustande (+2 bis +4) summiert.

Asn-253 Asn-162
Glycan Relative Haufigkeit [%] Relative Haufigkeit [%]
HsN4S2 62.5 54.7
HsN4S 14.0 8.34
H4NsS 4.69 3.49
HsNsS 3.01 0.57
H4Ns 2.97 0.65
HsNsS3 2.96 7.59
HsN4FS2 2.69 13.9
HsNsS2 1.88 1.39
HsN4FS 1.04 2.21
HsN4 0.81 0.79
HeNsFSs 0.80 3.77
HsNsS 0.78 0.30
HaN4S 0.74 0.48
HsNsFS2 0.45 0.80
HaN3sFS 0.41 1.03
H7NeS2 0.22 -
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Tab. 22: Quantifizierung der Glycoformen der enzymatischen Spaltung mit Thermolysin. Als Mai3
fir die relative Haufigkeit einer Glycoform wurden die Intensitdten der EICs der signifikanten
Ladungszustande (+2 bis +4) summiert.

Asn-253 Asn-162 Asn-183 Asn-193
Glycan Relative Haufigkeit Relative Haufigkeit Relative Haufigkeit Relative Haufigkeit
[%] [%] [%] [%]
HsN4S2 58.02 41.46 74.32 37.41
HsN4S 13.84 5.62 9.59 5.93
HsNsFS3 6.79 8.65 - 13.94
HaN3S 3.63 4.99 6.90 5.97
HsNsS3 3.20 13.21 3.89 15.99
HsNsS2 3.13 - - 5.23
HsN4F Sz 2.52 13.97 5.30 5.68
HsN3S 1.81 4.40 - -
HsN4FS 1.60 - - -
HesNsS 1.36 - - -
H7NsFSa 1.18 - - -
HaN4S 0.99 - - -
HsNsS2 0.97 6.06 - -
HeNeS2 0.96 - - -
HeNsF Sz - 1.63 - -
HeNsFS3 - - - 9.85
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Tab. 23: Ergebnisse der Mascot-Suche des tryptischen Verdaus von drei B2GPI-Proben. Es
wurden jeweils die ersten flnf Proteine (sortiert nach emPAl) aufgeflihrt. Es zeigt sich, dass B2GPI beim
Score und emPAI immer sehr hohe Werte aufweist, was auf eine hohe Quantitat in der untersuchten
Probe hindeutet. Neben dem prozesstechnisch auftretenden Trypsin wird vor allem das Apolipoprotein
B-100 in hohem MaBe identifiziert. Des Weiteren treten die Proteine Complement C8 und Histidine-rich
Glycoprotein auf. emPAl: Exponentially Modified Protein Abundance Index.

Plasma F
Protein Organismus Score emPAlI
B2-Glycoprotein | Homo sapiens 705 1.54
Trypsin Bos taurus 836 1.45
Apolipoprotein B-100 Homo sapiens 3084 0.78
Complement C8 (y-Kette) Homo sapiens 118 0.34
Histidine-rich Glycoprotein ~ Homo sapiens 273 0.32
Plasma M
Protein Organismus Score emPAlI
Trypsin Bos taurus 381 2.15
Apolipoprotein B-100 Homo sapiens 5121 1.94
B2-Glycoprotein | Homo sapiens 694 1.66
Complement C8 (y-Kette) Homo sapiens 92 0.77
Histidine-rich Glycoprotein ~ Homo sapiens 191 0.33
Plasma R
Protein Organismus Score emPAlI
B2-Glycoprotein | Homo sapiens 1596 2.43
Apolipoprotein B-100 Homo sapiens 10571 2.19
Trypsin Bos taurus 619 1.36
Histidine-rich Glycoprotein ~ Homo sapiens 290 0.45
Complement C8 (a-Kette) Homo sapiens 320 0.40
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S107N; rs1801692

P"YTTFEYPNTNFSCNTGFYLNGADSAK'3*
unglycosyliert

—— Plasma M
nativ

—— Plasma R EIC m/z = 1032.46

nativ

— Plasma F
heterozygot fir S107N

A
245 25.0 25.5 26.0 26.5 27.0  Zeit[min]

Abb. 53: EICs des durch einen tryptischen Verdau erhaltenen, unglycosylierten Peptids mit
Aminoséureaustausch von B2GPI (Plasmaproben M, R und F). Es ist zu erkennen, dass das
unglycosylierte Peptid mit dem Aminosédureaustausch nur bei der Plasmaprobe F zu beobachten ist.
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1141T, R154H, W335S

(- 130 Da)
A A

Plasma K
nativ

Plasma H
homozygot fiir 1141T,
R154H und W335S

Plasma AC
heterozygot fur 1141T,

R154H und W335S

o JUUL

44000 44500 45000 45500 46000 46500 m/z

Abb. 54: Dekonvolierte Massenspekiren des intakten B2GPl von drei Probanden mit
unterschiedlicher Auspragung hinsichtlich dreier gleichzeitig auftretender Aminoséaure-
austausche (1141T, R154H und W335S). Es zeigt sich, dass bei Plasma H (homozygot) die Signale im
Vergleich zur nativen Form alle um -130 Da verschoben sind. Bei Plasma AC (heterozygot) sind sowohl
die Signale der nativen als auch der genetisch verénderten Variante zu sehen. Da sich die Massen des
Aminosaureaustausches und einer einfachen (De-)Fucosylierung nur um 16 Da unterscheiden, treten
in der Darstellung Signale auf, die mit ihrem Maximum jeweils leicht neben der Linie liegen. Diese
Signale gehdéren demnach auch nicht zu der durch die Linie angedeutete Variante.
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[**HSSLAFSKTD**]2* [*®HSSLAFWKTD**®]2*
— EIC m/z =546.77 Plasma H
— EIC m/z = 596.29 homozygot fir W335S
EIC m/z =546.77 Plasma K
— EIC m/z = 596.29| nativ
AA A A A AN MI\_A_) — y
8 10 12 14 16 18 Zeit [min]

Abb. 55: EICs der durch einen GluC-Verdau erhaltenen Peptide mit und ohne
Aminoséaureaustausch von B2GPI (Plasmaproben K und H). Es ist zu erkennen, dass das native
Peptid (EIC m/z596.26) nur in der Plasmaprobe K auftritt, wahrend der Aminosaureaustausch (EIC
m/z 546.77) nur bei der Probe H zu beobachten ist. Die Signale bei einer Retentionszeit von etwa 15 min
und 19 min kénnen nicht dem B2GPI zugeordnet werden und sind daher vernachlassigbar.
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[**LPVCAPIICPPPSIPTFATLRVYKPSAGNNSLYRD"®8+H;N,S,]°*

— Pl_asma K

natv EIC m/z = 1218.76
— Plasma H

homozygot fur [141T

und R154H

_ A A A AA /\/'\/x\/\/\/\/\/\ /AN\/\/\/\ Poa/
27.0 27.5 28.0 28.5 29.0 29.5 30.0 30.5 31.0  Zeit [min]

[**LPVCAPITCPPPSIPTFATLHVYKPSAGNNSLYRD"®®+H;N,S,]**

— Plasma K

natv EIC m/z = 1515.43
— PlasmaH

homozygot fiir [141T

und R154H

A A A Mo, A M oA

235 240 245 250 255 260 265 270 Zeit [min]

Abb. 56: EICs der durch einen GluC-Verdau erhaltenen Peptide mit und ohne
Aminoséaureaustausche von B2GPI (Plasmaproben K und H). Aufgrund einer Uberlappung durch
ein weiteres Signal im EIC von m/z=1515.43, welches nicht B2GP| zugeordnet werden kann, wurden
die EICs separat dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Aminosédureaustausche nur bei Plasma H

auftreten. Durch das nicht vorhandene native Peptid im Plasma H wiederum lasst sich die Homozygotie
bestéatigen.
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Abb. 57: Uberlagerung mehrerer Glycoformen bei PIP (nach Wiegandt et all’?). Da der
Massenunterschied einer Sialinsdure zu zwei Fucosen nur etwa 1 Da betragt, kommt es bei dem
GroBteil der PIP-Signale zu einer Uberlagerung mehrerer Glycoformen. Zur Bestatigung wurde eine
Matlab-Analyse durchgefiihrt. Das experimentelle Spektrum ist in Blau, das theoretische in Griin und
die Differenz beider Spektren in Rot dargestellt. Es zeigt sich beispielsweise, dass das Signal m/z 16510
durch die Anpassung nur einer Glycoform (HeNsFz, HeNsFsS oder HsNsF3S2) nicht ausreichend
beschrieben wird. Erst eine Kombination aller Glycoformen fiihrt zu einer sehr guten Ubereinstimmung.
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Tab. 24: Intensitat und relativer Anteil der Signale je summiertes Spektrum. Die Spektrennummer
bezieht sich auf die gesamte LC-MS-Messung.

Intensitat (x10%) der Signale im entsprechenden Spektrum [cnts]

Signale #760- #763- #766- #769- #772- #775- #778- #781- #784- #787- #790- #793- #796-
762 765 768 771 774 777 780 783 786 789 792 795 798
15416 0.6 1.3 0.2 0.3 0.1 0.0 0.1 0.2 0.4 0.3 0.1 0.2 0.2
15562 1.5 2.8 1.2 1.3 0.3 0.3 0.3 0.6 0.6 0.5 0.4 0.4 0.2
15707 2.8 4.2 4.3 8.2 3.9 2.3 1.8 2.1 1.6 1.6 1.5 1.6 1.4
15854 6.7 8.8 9.4 15.7 7.7 6.5 5.5 4.4 3.8 3.5 3.5 3.3 2.9
15928 1.6 1.7 1.0 0.9 0.5 0.6 0.3 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 0.2
16000 0.1 0.1 1.2 2.0 1.5 10.5 7.2 3.9 3.1 2.6 2.4 2.0 1.9
16073 2.3 2.0 2.7 3.5 1.6 0.6 0.7 0.8 0.6 0.7 0.8 0.5 0.4
16146 0.1 0.1 0.1 0.1 0.8 12.5 8.3 4.1 3.0 2.2 1.9 2.2 1.5
16219 1.8 1.5 10.0 124 5.6 4.2 3.6 2.8 24 2.1 2.3 2.0 2.0
16364 6.1 5.4 15.1 171 9.3 13.9 9.4 71 5.2 5.1 45 45 3.8
16510 | 125 10.8 6.5 5.2 124 436 24.4 14.5 11.7 9.4 8.2 8.0 6.8
16656 0.1 0.2 4.0 4.3 14.0 55.0 29.4 21.9 23.9 17.5 126 11.1 9.3
16802 0.2 0.2 0.2 0.2 0.6 25 1.3 31.8 71.7 370 212 162 13.6
16875 0.7 0.4 1.3 1.1 1.3 2.2 1.4 1.4 1.5 0.8 0.8 0.6 0.6
16949 0.2 0.2 0.4 0.6 0.4 0.5 0.6 354 837 444 258 1941 15.6
17021 2.0 1.6 0.7 0.5 1.9 3.7 1.8 2.2 2.7 2.0 1.5 1.4 1.3
17167 24 1.5 1.3 0.8 2.2 4.2 1.9 3.4 41 24 2.0 1.5 1.1
17313 0.3 0.4 1.0 0.4 0.3 0.5 0.3 4.5 5.9 2.6 2.7 2.0 1.4
17459 0.5 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3 0.3 5.3 5.9 3.2 4.8 3.5 2.0
Relativer Anteil der Signale am entsprechenden Spektrum [%)]
Signale #760- #763- #766- #769- #772- #775- #778- #781- #784- #787- #790- #793- #796-
762 765 768 771 774 777 780 783 786 789 792 795 798
15416 1.4 2.9 0.4 0.4 0.1 0.0 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3
15562 3.5 6.4 2.0 1.7 0.5 0.2 0.3 0.4 0.2 0.3 0.4 0.4 0.4
15707 6.7 9.7 7.0 10.9 6.0 1.4 1.9 1.4 0.7 1.1 1.5 2.0 21
15854 | 159 203 154 209 119 4.0 5.6 3.0 1.6 25 3.6 4.1 4.3
15928 3.7 3.8 1.6 1.2 0.8 0.4 0.3 0.2 0.1 0.3 0.4 0.4 0.4
16000 0.3 0.3 1.9 2.6 2.3 6.4 7.3 2.6 1.3 1.9 25 2.6 2.9
16073 5.3 4.6 4.4 4.6 25 0.4 0.7 0.5 0.3 0.5 0.8 0.7 0.6
16146 0.2 0.2 0.1 0.2 1.3 7.6 8.4 2.8 1.3 1.6 2.0 2.7 2.3
16219 4.2 3.4 164 16.6 8.7 2.6 3.7 1.9 1.0 1.5 24 25 3.1
16364 | 143 123 248 228 144 8.5 9.6 4.9 2.3 3.7 4.6 5.6 5.8
16510 | 294 247 107 7.0 191 266 247 9.9 5.1 6.8 8.4 9.9 10.2
16656 0.2 0.5 6.6 5.7 217 336 29.8 14.9 10.3 127 129 139 140
16802 0.5 0.5 0.4 0.3 0.9 1.5 1.3 217 309 268 217 202 205
16875 1.7 0.9 2.1 1.5 2.0 1.4 1.5 1.0 0.7 0.6 0.9 0.8 0.9
16949 0.5 0.6 0.7 0.8 0.6 0.3 0.6 24.2 36.0 32.1 264 23.8 235
17021 4.6 3.6 1.2 0.7 3.0 2.2 1.8 1.5 1.2 1.5 1.6 1.7 1.9
17167 5.6 3.5 21 1.0 3.4 2.6 1.9 2.3 1.7 1.7 21 1.8 1.7
17313 0.6 0.8 1.7 0.5 0.4 0.3 0.3 3.1 2.6 1.9 2.7 25 2.1
17459 1.2 0.9 0.7 0.5 0.5 0.2 0.3 3.6 2.6 2.3 5.0 4.3 3.0
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Tab. 25: Quantitative Analyse des Sialylierungsgrades der Biantennen mithilfe von Matlab Giber
den Elutionsbereich von PIP. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um die Summe der
Koeffizienten der biantennaren Glycoformen mit gleicher Anzahl terminaler Sialinsduren. Die
Spektrennummer bezieht sich auf die gesamte LC-MS-Messung. Die fir die jeweils drei summierten
Spektren gemittelten Retentionszeiten sind in Klammern angegeben.

S(gzl:;ﬁ?::sr:ggr Biantennen mit SO Biantennen mit S1 Biantennen mit S2
#760-762 (21.37 min) 22.67% 0.39% 0.65%
#763-765 (21.47 min) 31.04% 0.78% 0.44%
#766-768 (21.57 min) 10.53% 11.80% 0.14%
#769-771 (21.67 min) 8.52% 21.67% 0.22%
#772-774 (21.77 min) 5.38% 12.02% 1.76%
#775-777 (21.87 min) 2.36% 5.53% 10.22%
#778-780 (21.97 min) 3.09% 6.26% 11.93%
#781-783 (22.07 min) 3.72% 2.39% 4.62%
#784-786 (22.17 min) 3.11% 1.01% 1.97%
#787-789 (22.27 min) 3.90% 2.04% 2.39%
#790-792 (22.37 min) 4.56% 1.67% 3.63%
#793-795 (22.47 min) 4.90% 3.35% 3.60%
#796-798 (22.57 min) 5.74% 3.33% 3.94%
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Tab. 26: Quantitative Analyse des Sialylierungsgrades der Triantennen mithilfe von Matlab iiber
den Elutionsbereich von PIP. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um die Summe der
Koeffizienten der triantenndren Glycoformen mit gleicher Anzahl terminaler Sialinsduren. Die
Spektrennummer bezieht sich auf die gesamte LC-MS-Messung. Die fir die jeweils drei summierten
Spektren gemittelten Retentionszeiten sind in Klammern angegeben.

Spektrennummer Triantennen Triantennen Triantennen mit Triantennen

(Retentionszeit) mit SO mit S1 S2 mit S3
#760-762 (21.37 min) 46.92% 1.10% 1.67% 1.29%
#763-765 (21.47 min) 40.20% 1.52% 1.52% 1.07%
#766-768 (21.57 min) 24.38% 22.06% 8.53% 0.87%
#769-771 (21.67 min) 15.84% 28.36% 6.90% 0.95%
#772-774 (21.77 min) 14.95% 15.55% 24.89% 5.71%
#775-777 (21.87 min) 5.23% 13.90% 43.26% 5.84%
#778-780 (21.97 min) 9.09% 10.75% 36.65% 7.98%
#781-783 (22.07 min) 1.89% 9.61% 21.70% 37.32%
#784-786 (22.17 min) 1.63% 6.20% 11.42% 58.74%
#787-789 (22.27 min) 2.38% 6.85% 16.41% 50.71%
#790-792 (22.37 min) 2.48% 9.56% 18.37% 39.94%
#793-795 (22.47 min) 4.07% 10.63% 16.27% 36.88%
#796-798 (22.57 min) 4.42% 11.21% 17.84% 34.95%
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Tab. 27: Quantitative Analyse des Sialylierungsgrades der Tetraantennen mithilfe von Matlab
tber den Elutionsbereich von PIP. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um die Summe der
Koeffizienten der tetraantennaren Glycoformen mit gleicher Anzahl terminaler Sialinsduren. Die
Spektrennummer bezieht sich auf die gesamte LC-MS-Messung. Die fir die jeweils drei summierten
Spektren gemittelten Retentionszeiten sind in Klammern angegeben.

Spektrennummer | Triantennen Triantennen Triantennen Triantennen Triantennen

(Retentionszeit) mit SO mit S1 mit S2 mit S3 mit S4
#760-762 14.08% 2.87% 2.67% 1.66% 1.06%
(21.37 min)
#763-765 10.42% 3.19% 2.40% 2.00% 0.57%
(21.47 min)
#766-768 5.77% 5.82% 2.94% 1.62% 0.63%
(21.57 min)
#769-771 4.08% 4.36% 3.29% 1.15% 0.57%
(21.67 min)
#772-774 217% 6.47% 5.19% 2.27% 0.66%
(21.77 min)
#775-777 1.55% 2.01% 5.74% 2.91% 0.09%
(21.87 min)
#778-780 1.81% 2.12% 4.78% 3.20% 0.44%
(21.97 min)
#781-783 1.42% 1.71% 3.35% 9.53% 1.31%
(22.07 min)
#784-786 2.08% 1.58% 2.23% 6.42% 2.53%
(22.17 min)
#787-789 2.28% 1.83% 3.21% 5.56% 0.76%
(22.27 min)
#790-792 4.98% 0.78% 2.62% 6.42% 2.92%
(22.37 min)
#793-795 5.32% 211% 2.25% 4.44% 3.91%
(22.47 min)
#796-798 4.94% 1.27% 3.70% 4.01% 2.15%
(22.57 min)
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— Messung 1
ﬂ — Messung 2

— Messung 3

! ! !
1652.0 1652.5 1653.0 m/z

Abb. 58: Vergleich der nicht dekonvolierten Spektren von drei Messungen der identischen PIP-
Probe. Hier ist nur das Signal bei m/z 1652 dargestellt. Die Spektren wurden jeweils auf das intensivste
PIP-Signal des Gesamtspektrums normiert. Die Intensitaten der Signale zeigen geringe Unterschiede
zueinander, was auf ein jeweils anderes Verhéltnis des Signals zum intensivsten Signal hindeutet. Es
zeigt sich demnach, dass die Unterschiede nicht durch den MaxEnt-Algorithmus hervorgerufen werden.
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Tab. 28: Koeffizienten sowie Mittelwert und Standardabweichung der in Abb. 32 (Kap. 4.3.3)
dargestellten Quantifizierung. Bei den Koeffizienten handelt es sich um die Summe der
Einzelkoeffizienten der unter einem Signal auftretenden Glycoformen. Die Signale sind durch eine
Massenbezeichnung charakterisiert.

Signal Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert ag\t/::i?:z[udr;g
13501 0.76% 0.61% 0.97% 0.78% 0.18%
15562 0.66% 0.63% 0.66% 0.65% 0.02%
15707 2.47% 2.36% 2.55% 2.49% 0.09%
15854 5.28% 4.90% 5.37% 5.19% 0.25%
16000 2.73% 2.84% 2.82% 2.80% 0.05%
16073 1.02% 0.98% 0.99% 1.00% 0.02%
16146 2.66% 2.85% 2.44% 2.65% 0.21%
16219 3.17% 3.07% 2.96% 3.07% 0.11%
16364 6.85% 6.65% 6.79% 6.76% 0.11%
16510 12.62% 12.15% 12.74% 12.50% 0.31%
16656 14.43% 14.45% 14.33% 14.40% 0.07%
16802 16.82% 17.38% 16.91% 17.04% 0.30%
16949 18.70% 19.23% 18.59% 18.84% 0.34%
17021 1.63% 1.62% 1.63% 1.63% <0.01%
17167 2.01% 2.00% 2.00% 2.00% 0.01%
17313 1.86% 1.88% 1.94% 1.89% 0.04%
17459 2.33% 2.47% 2.29% 2.36% 0.09%

158



Anhang

Tab. 29: Koeffizienten sowie Mittelwert und Standardabweichung der in Abb. 34 (Kap. 4.3.3)
dargestellten Quantifizierung. Bei den Koeffizienten handelt es sich um die Summe der
Einzelkoeffizienten der unter einem Signal auftretenden Glycoformen. Die Signale sind durch eine
Massenbezeichnung charakterisiert.

Signal Aufarbeitung 1 Aufarbeitung 2  Aufarbeitung 3 | Mittelwert ag\t/::i?:zzdr;g
13501 1.37% 2.52% 2.28% 2.06% 0.60%
15562 0.69% 1.00% 1.00% 0.90% 0.18%
15707 2.41% 3.37% 3.23% 3.00% 0.52%
15854 5.54% 7.42% 7.23% 6.73% 1.03%
16000 2.64% 3.00% 3.00% 2.88% 0.21%
16073 0.74% 1.03% 0.97% 0.92% 0.16%
16146 2.46% 2.53% 2.50% 2.50% 0.04%
16219 2.58% 3.00% 2.94% 2.84% 0.23%
16364 6.08% 7.18% 7.12% 6.79% 0.62%
16510 12.37% 13.59% 13.43% 13.13% 0.66%
16656 14.13% 13.44% 13.56% 13.71% 0.37%
16802 16.76% 14.59% 14.93% 15.43% 1.17%
16949 19.32% 16.24% 16.63% 17.40% 1.68%
17021 1.77% 1.63% 1.56% 1.65% 0.11%
17167 2.25% 2.20% 2.12% 2.19% 0.06%
17313 2.09% 1.77% 1.82% 1.89% 0.17%
17459 2.61% 1.88% 2.01% 2.16% 0.39%
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Tab. 30: Koeffizienten sowie Mittelwert und Standardabweichung der in Abb. 35 und Abb. 36
(Kap. 4.3.4) dargestellten Quantifizierung. Bei den Koeffizienten handelt es sich um die Summe der
Einzelkoeffizienten der unter einem Signal auftretenden Glycoformen. Die Signale sind durch eine
Massenbezeichnung charakterisiert. Die Berechnung des Mittelwerts und der Standardabweichung
erfolgte ohne die Dienstags-Probe, da diese unzureichend geklhlt wurde und somit Abweichungen
auftreten kénnen.

Signal | Mo. Di. Mi. Do. Fr. Mittelwert S:f;g::]dnagb'
13501 | 0.13%  0.22%  0.06%  1.68%  0.45% 0.58% 0.75%
15562 | 0.14%  0.93%  0.69%  1.74%  1.69% 1.07% 0.79%
15707 | 1.00%  3.68%  3.17%  4.26%  4.02% 3.11% 1.49%
15854 | 2.19%  6.94%  559%  7.74%  7.32% 5.71% 2.52%
15928 | 0.68%  1.67%  0.78%  1.30%  1.12% 0.97% 0.29%
16000 | 1.88%  2.42%  3.45%  3.13%  3.21% 2.92% 0.71%
16073 | 158%  3.16%  2.20%  273%  2.54% 2.26% 0.50%
16146 | 091%  1.09%  1.66%  1.70%  2.16% 1.61% 0.52%
16219 | 586%  813%  467%  551%  5.23% 5.32% 0.50%
16364 | 9.29%  13.82%  10.93% 10.31%  10.25% | 10.20% 0.68%
16510 | 13.46%  16.49%  14.36% 15.25%  14.91% | 14.50% 0.78%
16656 | 18.36%  13.27%  16.21% 13.61% 14.96% | 15.78% 2.02%
16802 | 14.71%  7.46%  12.01% 10.79%  11.13% | 12.16% 1.78%
16949 | 16.14%  8.03%  13.19% 10.30% 11.98% | 12.90% 2.46%
17021 | 2.28%  2.44%  241%  183%  1.70% 2.05% 0.34%
17167 | 2.38%  2.63%  224%  214%  1.92% 2.17% 0.19%
17313 | 155%  1.18%  1.93%  1.41%  1.29% 1.55% 0.28%
17459 | 153%  0.75%  0.94%  0.86%  0.81% 1.03% 0.34%
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Tab. 31: Koeffizienten der in Abb. 37 (Kap. 4.3.4) dargestellten Quantifizierung. Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Signale sind durch eine Massenbezeichnung charakterisiert. Auf eine
Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung wurde aufgrund der groBen Schwankungen
verzichtet, die auf eine Veranderung des Glycosylierungsmusters im Laufe des Tages hindeuten.

Signal 9:00 Uhr 12:45 Uhr 16:50 Uhr
13501 0.54% 3.18% 4.06%
15562 1.13% 2.23% 2.37%
15707 3.35% 6.75% 6.84%
15854 5.25% 10.27% 10.96%
16000 2.99% 4.62% 3.75%
16073 211% 2.02% 2.89%
16146 1.73% 0.75% 0.38%
16219 4.96% 1.74% 3.95%
16364 9.93% 9.88% 11.10%
16510 11.43% 14.40% 16.56%
16656 15.96% 13.19% 11.80%
16802 11.31% 10.26% 8.50%
16949 14.70% 12.18% 7.73%
17021 2.21% 1.46% 1.17%
17167 2.44% 1.57% 1.56%
17313 2.07% 1.24% 0.81%
17459 1.41% 0.21% 0.15%
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Tab. 32: Koeffizienten der in Abb. 38 (Kap. 4.3.4) dargestellten Quantifizierung. Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Signale sind durch eine Massenbezeichnung charakterisiert. Auf eine
Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung wurde aufgrund der Veradnderung des
Glycosylierungsmusters im Laufe des Tages verzichtet.

Signal 13:30 Uhr 14:00 Uhr 14:35 Uhr
13501 2.19% 3.37% 2.63%
15562 1.76% 1.92% 1.73%
15707 5.90% 6.43% 6.27%
15854 9.74% 10.40% 8.77%
16000 4.67% 4.81% 4.83%
16073 1.62% 2.30% 3.25%
16146 1.23% 1.76% 1.01%
16219 2.20% 3.13% 3.46%
16364 9.26% 9.40% 11.01%
16510 14.61% 13.21% 12.70%
16656 14.06% 13.33% 13.71%
16802 11.42% 9.96% 9.11%
16949 12.93% 11.46% 11.53%
17021 1.34% 0.79% 0.88%
17167 2.05% 1.58% 1.44%
17313 1.06% 0.50% 0.75%
17459 0.33% 0.27% 0.18%
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Abb. 59: Dekonvolierte Massenspektren von intaktem PIP aus Speichel von neun gesunden
Probanden. Die Speichelgabe wurde von den Probanden eigenverantwortlich durchgefiihrt. Es kann
davon ausgegangen werden, dass die Proben wahrend der Probenahme nicht gekihlt wurden. Diese
Abbildung soll daher nur als Veranschaulichung einiger im Rahmen dieser Arbeit getétigter Aussagen
dienen. Die allgemeinen Unterschiede zwischen den Spektren werden daher nicht diskutiert. Einzige
Ausnahme stellt das erste Spektrum dar, welches in Kap. 4.3.6 naher erldutert wird.
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Tab. 33: Matlab-Analyse des Sighals m/z 16510 von drei unterschiedlich lang inkubierten Proben
bei 21 °C. Bei den Werten handelt es sich um den Anteil der entsprechenden Glycoform am Signal
m/z 16510. Die erhaltenen Werte missen kritisch betrachtet werden, da das Matlab-Skript bei der
Uberlagerung mehrerer Glycoformen einen groBen Fehlerbereich hat. Dennoch kann davon
ausgegangen werden, dass die Abnahme der sialylierten Strukturen durchaus realistisch ist, da mit
zunehmender Inkubationszeit insbesondere eine Glycoform angepasst wird. Mit der Zeit nimmt
auBerdem die Intensitat des Signals stetig ab, was zun&chst durch die Desialylierung erklart wird.
Aufgrund der sehr geringen Intensitdt des Signals bei der Inkubationszeit von 23 Stunden zeigt sich
dennoch, dass auch eine Defucosylierung stattfindet.

Glycane
HsNsF~ HsNsF5S HeNsF3S2 HeNsFSs
(m/z=16513) (m/z=16512) (m/z=16511) (m/z=16510)
0 h bei 21 °C 43.8% 0.0% 53.4% 2.8%
9 h bei 21 °C 71.3% 4.3% 24.4% 0.0%
23 h bei 21 °C 98.5% 0.0% 0.0% 1.5%
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Tab. 34: Koeffizienten der in Abb.42 (Kap. 4.3.6) dargestellten Quantifizierung. Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Signale sind durch eine Massenbezeichnung charakterisiert. Auf eine
Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung wurde aufgrund der groBen Zu- und
Abnahmen durch die Abbauprozesse verzichtet.

Signal Oh 1h 9h 23 h

13501 0.19% 0.52% 0.41% 0.28%
13705 0.40% 0.15% 0.09% 0.07%
13851 0.26% 0.39% 0.33% 0.30%
15562 0.89% 1.78% 1.96% 2.11%
15707 2.16% 3.84% 4.01% 3.80%
15854 4.21% 7.69% 7.51% 7.06%
15928 0.00% 1.18% 1.60% 1.81%
16000 2.07% 2.32% 2.10% 1.86%
16073 1.49% 2.31% 2.78% 2.62%
16146 1.79% 1.70% 1.57% 1.36%
16219 4.07% 5.13% 6.13% 6.83%
16364 7.59% 9.09% 10.20% 10.90%
16510 11.33% 12.93% 12.76% 12.51%
16656 12.67% 10.20% 9.66% 9.32%
16802 11.96% 8.39% 6.92% 6.07%
16949 13.64% 9.19% 7.45% 6.66%
17021 2.27% 2.35% 2.33% 2.34%
17167 2.74% 2.55% 2.53% 2.40%
17313 2.25% 1.56% 1.45% 1.24%
17459 2.09% 1.10% 0.86% 0.80%
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Tab. 35: Koeffizienten der in Abb. 45 (Kap. 4.3.6) dargestellten Quantifizierung. Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Signale sind durch eine Massenbezeichnung charakterisiert. Auf eine
Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung wurde aufgrund der groBen Zu- und
Abnahmen durch die Abbauprozesse verzichtet.

Signal Oh 1h 4h 9h 23 h
13501 1.03% 0.82% 0.76% 0.75% 2.20%
13705 0.16% 0.23% 0.62% 3.04% 41.16%
13851 0.41% 0.54% 1.35% 6.08% 14.94%
15051 0.45% 0.63% 1.32% 4.06% 2.55%
15197 0.34% 0.36% 0.57% 1.27% 1.48%
15562 1.30% 1.63% 2.58% 4.37% 1.69%
15707 3.30% 3.23% 3.58% 4.45% 1.03%
15854 6.47% 6.41% 6.69% 7.27% 1.88%
16000 2.34% 2.05% 1.42% 0.68% 0.23%
16146 1.78% 1.65% 1.21% 0.51% 0.21%
16219 3.74% 4.48% 6.44% 6.74% 2.14%
16364 8.05% 9.18% 11.13% 10.21% 2.76%
16510 12.14% 11.96% 11.50% 7.75% 2.91%
16656 11.38% 10.81% 8.62% 2.69% 0.26%
16802 9.46% 8.48% 4.70% 0.62% 0.24%
16875 1.02% 1.16% 1.63% 1.54% 0.53%
16949 12.26% 11.12% 6.11% 0.99% 0.56%
17021 2.02% 2.13% 2.18% 1.51% 0.63%
17167 2.45% 2.49% 2.34% 1.58% 1.14%
17313 1.60% 1.53% 0.89% 0.14% 0.08%
17459 1.69% 1.50% 0.86% 0.16% 0.15%
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Tab. 36: Koeffizienten der in Abb. 47 (Kap. 4.3.6) dargestellten Quantifizierung. Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Signale sind durch eine Massenbezeichnung charakterisiert. Auf eine
Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung wurde aufgrund der groBen Zu- und
Abnahmen durch die Abbauprozesse verzichtet.

Signal 0 min 30 min 60 min 90 min 150 min
13501 1.53% 2.35% 1.88% 2.14% 2.68%
13705 0.12% 0.30% 0.61% 0.94% 3.37%
13851 0.44% 1.46% 2.711% 5.03% 14.35%
15051 0.18% 0.35% 0.53% 0.75% 1.49%
15562 1.19% 1.71% 2.03% 2.70% 3.44%
15707 3.64% 4.38% 3.86% 4.17% 3.71%
15854 8.26% 9.10% 7.55% 7.50% 5.88%
16000 2.41% 1.96% 1.31% 1.16% 0.38%
16146 1.77% 1.44% 1.05% 0.84% 0.22%
16219 3.83% 5.20% 6.99% 7.88% 7.42%
16364 8.07% 9.46% 11.43% 11.89% 10.64%
16510 14.22% 13.52% 12.95% 11.41% 7.88%
16656 11.26% 8.58% 8.61% 6.43% 2.44%
16802 10.93% 7.16% 4.96% 2.95% 1.01%
16875 0.73% 1.00% 1.34% 1.30% 1.18%
16949 12.50% 8.12% 5.86% 3.33% 0.97%
17021 2.07% 2.33% 2.31% 2.00% 1.68%
17167 2.28% 2.02% 2.08% 1.77% 1.26%
17459 1.46% 0.85% 0.71% 0.42% 0.21%
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Tab. 37: Koeffizienten der in Abb. 52 (Kap. 4.3.6.2) dargestellten Quantifizierung. Bei den
Koeffizienten handelt es sich um die Summe der Einzelkoeffizienten der unter einem Signal
auftretenden Glycoformen. Die Signale sind durch eine Massenbezeichnung charakterisiert. Auf eine
Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung wurde aufgrund der groBen Zu- und
Abnahmen durch die Abbauprozesse verzichtet.

Signal 0h Warme Urea 23h
(unbehandelt) (unbehandelt)

13501 0.80% 1.32% 3.29% 1.82%
13705 0.44% 0.78% 2.69% 63.54%
13851 0.88% 2.06% 6.08% 4.26%
15562 1.50% 0.90% 0.34% 0.18%
15707 3.39% 2.44% 1.20% 0.38%
15854 6.27% 5.18% 3.55% 0.39%
16000 2.18% 2.06% 1.42% 0.27%
16073 2.33% 1.03% 1.03% 0.25%
16146 1.86% 1.34% 1.14% 0.01%
16219 5.19% 3.12% 3.42% 0.50%
16364 9.58% 6.26% 7.48% 1.34%
16510 10.65% 9.60% 10.55% 0.11%
16656 11.01% 10.84% 9.80% 0.94%
16802 8.13% 10.65% 6.09% 0.08%
16949 9.42% 13.18% 6.97% 0.24%
17021 1.70% 1.42% 1.73% 0.42%
17167 1.64% 1.91% 1.95% 0.59%
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