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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Hexosamin-Biosyntheseweg (HBP) ist ein Nahrstoffsensor der eukaryotischen Zelle, da
fur die Synthese seines Hauptprodukts, UDP-GIcNAc, Stoffwechselprodukte der Glycolyse,
der Aminosaurensynthese, der Nucleotidsynthese, des Pentose-Phosphatwegs und des
Fettsduremetabolismus "miteinander vereint" werden. Ob UDP-GIcNAc ein NMR-
detektierbarer metabolischer Marker ist und ob Veranderungen in den verschiedenen
Stoffwechselwegen innerhalb dieses Molekiils beobachtet werden kénnen, wurde im ersten
Teil dieser Arbeit geklart. Fir die Experimente wurde eine neuronale Zelllinie (HT-22)
verwendet. Nachdem gezeigt worden war, dass die HT-22 Zellen UDP-GIcNAc produzieren,
war es moglich, nach einer 24-stiindigen Inkubation der Zellen mit **C-Glucose, die
N-Acetylgruppe und das C1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GICNAc zu markieren. Durch die
Gabe von Natriumazid, einem Inhibitor des Komplex IV der Atmungskette, wurde der
Metabolismus der HT-22 Zellen gestort. Die Veranderungen, die dadurch hervorgerufen
wurden, konnten innerhalb des Molekils UDP-GICNAc abgelesen werden. Die
13C-Markierung der N-Acetylgruppe wurde in ihrer Intensitdt geringer, wahrend die
Markierung des C1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAc nicht betroffen war. Die
Inhibierung der Atmungskette hatte zur Folge, dass weder ATP noch NAD® durch den
Komplex | mehr produziert werden konnte. Dadurch kam die Reaktion des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes zum Erliegen, der sonst aus Pyruvat, welches wéhrend der
Glycolyse gebildet wird, Acetyl-CoA produziert. Kommt diese Reaktion zum Erliegen, kann
keine *C-markierte Acetylgruppe mehr auf UDP-GIcNAC ibertragen werden. Da der Fluss
der Metabolite aus der Glycolyse in den HBP nicht von der Inhibierung der Atmungskette
betroffen war, wurde die **C-Markierung des C1 nicht vermindert. Dies konnte durch die
Verwendung von Rotenon als Inhibitor des Komplex | der Atmungskette bestétigt werden.
Die NAD*-Synthese kam durch diesen Inhibitor zum Erliegen, wodurch kein **C-markiertes
Acetyl-CoA mehr gebildet werden konnte und die **C-Markierung der N-Acetylgruppe des
UDP-GIcNAc abnahm. Uber die Quantifizierung aktivierter Zucker in Protonenspektren
konnte aullerdem belegt werden, dass die Inkubation der Zellen mit den beiden Inhibitoren
keinen Einfluss auf die generelle Synthese von UDP-GICNAc hat. Somit spiegeln die
Effekte, die in der Anderung des Markierungsmusters von UDP-GIcNAc detektierbar sind,
tatséchlich den Fluss der Glucose durch Glycolyse und HBP wider.



Zusammenfassung

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden O-GIcNAcylierungen NMR-spektroskopisch
untersucht. Die O-GIcNAcylierung ist eine posttranslationale Modifikation von Proteinen,
bei der die GIcNAc-Einheit von UDP-GIcNAc kovalent an die Hydroxylgruppe eines Serin-
oder Threoninrests gebunden wird. Die Fehlregulation dieser Proteinmodifikation spielt bei
verschiedenen Erkrankungen wie Diabetes Typ 11 oder Krebs eine wichtige Rolle. Speziell in
Neuronen ist eine fehlende O-GIcNAcylierung des Tau-Proteins mit der Entwicklung von
Alzheimer assoziiert. Allerdings ist der Nachweis der O-GIcNAcylierten Aminosduren
innerhalb eines Proteins mit den derzeitigen Methoden schwierig. Es sollte daher untersucht
werden, ob NMR-spektroskopisch eine schnelle Zuordnung O-GIcNAcylierter Stellen im
intakten Protein mdglich ist. Zunéchst wurde fir den Nachweis einer O-GIcNAcylierung
Tau-Protein verwendet, welches in vitro in zelluldrem Extrakt O-GIcNAcyliert werden
sollte. NMR-spektroskopisch wurde die O-GlcNAcylierung tber ‘H,*N-HSQC-NMR-
Spektren nachgewiesen, in denen sich die chemische Verschiebung von Serin- oder
Threoninresten bei einer O-GIcNAcylierung &ndern sollte. Aus Ermangelung einer protein-
biochemischen Standardmethode, mit der die beobachteten Veranderungen im NMR-
Spektrum als O-GIcNAcylierung hétten belegt werden kénnen, wurden Derivate des CKII-
Peptids flr weitere Untersuchungen verwendet. Fur diese sollten sowohl ein protein-
biochemischer als auch NMR-spektroskopischer Nachweis einer O-GIcNAcylierung
etabliert werden. Nachdem die Inkubationsbedingungen in den zelluldren Extrakten
optimiert worden waren, konnten sowohl protein-biochemisch als auch NMR-
spektroskopisch erste Hinweise auf eine O-GIcNAcylierung gefunden werden. In Western
Blots konnte das Peptid mit monoklonalen anti-O-GIcNAc Antikdrpern detektiert werden
und in den 'H,°N-HSQC-NMR-Spektren wurde eine Tieffeldverschiebung eines
Peptidsignals wéhrend der Inkubation in zellularem Extrakt detektiert. Allerding muss der
protein-biochemische Nachweis noch weiter optimiert werden, um die Verschiebung des

Signals in den NMR-Spektren zweifelsfrei einer O-GIcNAcylierung zuordnen zu kdnnen.



Abstract

Abstract

The hexosamine biosynthesis pathway (HBP) is supposed to be a nutrient sensor of
eukaryotic cells. Its major product, UDP-GIcNAC, is derived from several metabolites of
different metabolic pathways such as glycolysis, amino acid synthesis, nucleotide synthesis,
pentose phosphate pathway, and fatty acid metabolism. In the first part of this thesis it was
investigated whether UDP-GIcNAC is a suitable NMR detectable metabolic marker and
whether different usage of metabolic pathways can be detected via observation of
UDP-GIcNAc resonance signals. A neuronal cell line (HT-22) was used for these
experiments. After showing that NMR allows straightforward detection of UDP-GICNAc
produced by HT-22 cells, **C-labeling of the N-acetyl group and of C1 of the GIcNAc part
of UDP-GIcNAc was achieved by incubating cells for a period of 24 h with 1-*C glucose.
The metabolism of the cells was disturbed by incubating cells with sodium azide, a specific
inhibitor of complex 1V of the respiratory chain. Metabolic differences that occurred during
incubation with this inhibitor were detected using only UDP-GIcNAC as a reporter molecule.
Incorporation of **C-label in the N-acetyl group of UDP-GIcNAc decreased while labeling of
C1 of GIcNAc of UDP-GIcNAc was not affected. Inhibition of the respiratory chain halted
production of ATP as well as production of NAD" through complex | of the respiratory
chain. Thus the pyruvate dehydrogenase complex stopped using pyruvate from glycolysis to
produce acetyl-CoA. When this reaction stops no *C label from 1-**C-glucose can be
incorporated into N-acetyl group of UDP-GIcNAc because this requires **C labeled
acetyl-CoA. Flux through glycolysis and HBP was not affected by inhibition of the
respiratory chain. Therefore, *C-labeling of C1 of the GIcNAc part of UDP-GIcNAc
remained unaffected. This could be further substantiated by using Rotenone as a specific
inhibitor of complex | of the respiratory chain. NAD" synthesis stopped and **C labeled
acetyl-CoA was no longer produced. This led to reduced **C-labeling of the N-acetyl group
of UDP-GIcNAc. Furthermore, quantification of activated sugars in proton spectra showed
that incubation of cells with azide or rotenone did not affect the production of UDP-GICNAc
at all. Hence, differential incorporation of *C-label into UDP-GIcNAc directly reflects the
different flux of glucose through glycolysis and HBP under different physiological

conditions.

In the second part of this thesis O-GIcNAcylations have been investigated by NMR.
O-GIcNAcylation is a posttranslational modification of proteins where a single GIcNAc



Abstract

residue is covalently linked to a serine or a threonine residue via an O-glycosidic linkage.
Dysregulation of this modification plays an important role in development of diabetes type 1l
or cancer. Especially in neurons decreased levels of O-GIcNAcylation of Tau protein are
associated with the development of Alzheimer’s disease. However, determination of
O-GIcNAcylation sites of proteins is difficult with current methods. Here, it was investigated
to which extent NMR spectroscopy can be used to determine O-GIcNAcylation sites. For
analysis of O-GIcNAcylation sites tau protein was used as an example. In vitro
O-GIcNAcylation was achieved using cellular extracts that contain the corresponding
glycosyltransferase. *H,">N-HSQC-NMR-spectra were recorded to detect O-GIcNAcylation
of serine or threonine residues via chemical shift perturbations. In the absence of protein-
biochemical assays for O-GIcNAcylation, CKIl model peptides were initially employed to
correlate changes of NMR spectra with O-GIcNAcylation. For these peptides a protein-
biochemical assay as well as a NMR spectroscopic method for detecting O-GIcNAcylation
had to be established. Incubation conditions for O-GIcNAcylation had to be optimized first.
Western blots with corresponding anti-O-GIcNAc monoclonal antibodies furnished peptide
bands indicating O-GlcNAcylation, and down field shifts in *H,”N-HSQC-NMR-spectra
were tentatively assigned to result from O-GIcNAcylation. In the future these findings will

have to be further substantiated to unambiguously assign O-GIcNAcylation using NMR.
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1.1 Stoffwechselwege und Metabolomics

Der Metabolismus einer eukaryotischen Zelle ist ein kompliziertes Netzwerk aus
verschiedensten Stoffwechselwegen. Davon sind einige mehr, andere weniger miteinander
verknlpft. Der wohl bekannteste Stoffwechselweg der Zelle ist die Zellatmung. Diese
umfasst die Glycolyse, den Citratzyklus und die anschlieBende Atmungskette. Glycolyse und
Citratzyklus liefern viele Substrate fir andere Stoffwechselwege. So gelangt z.B. Glucose-6-
phosphat der Glycolyse in den Pentosephosphatweg und Fructose-6-phoshat ist
Ausgangsprodukt fiir den Hexosamin-Biosyntheseweg (HBP). Der Citratzyklus liefert
Produkte, die z.B. fur die Biosynthese von Aminosduren, Fettsduren und Cholesterin

bendtigt werden.

Typischerweise werden systemische Veranderungen dieses komplexen Metabolismus mit
Hilfe der Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR), Gas-Chromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) und Flussig-Chromatographie-Massenspektrometrie (LC-
MS) untersucht. Dabei werden die Molekiile, die kleiner als 1 kDa sind und als Metabolite
bezeichnet werden, detektiert, identifiziert und quantifiziert (Wishart, 2008). Die erhaltenen
Spektren sind sehr komplex, da typischerweise mehrere hundert Metabolite detektiert
werden kénnen. Anwendung findet diese Methode, die Metabolomics genannt wird, z.B. in
der Diagnose von Krankheiten (Kaddurah-Daouk and Krishnan, 2009; Moolenaar et al.,
2003) oder in der Wirkstoffforschung (Kaddurah-Daouk et al., 2008). Um die
Veranderungen im Metabolismus, verursacht durch eine Krankheit oder durch Wirkstoffe,
detektieren zu konnen, gibt es zwei verschiedene Methoden (Wishart, 2008). Im
chemometrischen Ansatz werden die Auswirkungen auf die Zusammensetzung aller
Metabolite betrachtet, ohne die einzelnen Metabolite zu identifizieren. Mit Hilfe von
Algorithmen werden Cluster und Muster identifiziert, durch die sich die beiden Zustande
unterscheiden. Danach werden erst die Metabolite identifiziert, die fiir die Veranderungen
verantwortlich sind. Der quantitative Ansatz (targeted metabolic profiling) hingegen setzt
voraus, dass die Metabolite a priori bekannt sind. Dabei werden zunéchst Metabolite
identifiziert, um anschlieBend die Auswirkung einer Behandlung oder einer Erkrankung auf

ihre Konzentration zu bestimmen.
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Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der NMR-Spektroskopie der
quantitative Metabolomics-Ansatz verfolgt, um UDP-GIcNAc als metabolischen Marker zu
etablieren. Die Sonderstellung, die UDP-GIcNAc im Hexosamin-Biosyntheseweg einnimmt,
inwieweit dieser mit der Zellatmung verknipft ist und wofiir Zellen UDP-GIcNAC
verwenden, wird in den Kapiteln 1.2 bis 1.4 dargestellt. Der zweite Teil dieser Arbeit
beschéftigt sich mit dem NMR-spektroskopischen Nachweis einer O-GIcNAcylierung. Was
eine  O-GIcNAcylierung ist und welche Krankheiten mit einer fehlerhaften
O-GIcNAcylierung verbunden sind, wird in den Kapiteln 1.5 und 1.6 beschrieben.

1.2 Zellatmung

Die fur die Aufrechterhaltung der Zellfunktionen wichtigsten Stoffwechselwege sind die
Glycolyse und der Citratzyklus mit der anschlielenden Atmungskette. Sie beschreiben die
drei Phasen der zelluldren Atmung, bei welcher Glucose zu CO, und H,O oxidiert und
Adenosintriphosphat (ATP) gebildet wird.

1.2.1 Glycolyse

Die Glycolyse bildet den ersten Abschnitt der Verstoffwechselung von Glucose. Sie findet
im Zytoplasma statt. Die aufgenommenen Glucosemolekiile werden in einer irreversiblen
Reaktion mit Hilfe der Hexokinase unter Verwendung von ATP zu Glucose-6-phosphat
verstoffwechselt. Nach der Isomerisierung zu Fructose-6-phosphat entsteht, ebenfalls unter
Verbrauch von ATP, Fructose-1,6-bisphosphat. Diese Schritte, die in Abbildung 1 auf der
linken Seite dargestellt sind, bezeichnen die Schritte der Glycolyse, in denen ATP verbraucht
wird. Nachdem aus dem C6-Korper zwei C3-Korper gebildet wurden (Abbildung 1, rechte
Seite), werden sowohl bei der Bildung von 3-Phosphoglycerat als auch von Pyruvat jeweils
zwei ATP-Molekule gewonnen. Somit liefert die Glycolyse pro Glucosemolekil zwei
Molekile ATP. Zusétzlich werden bei der Bildung von 1,3-Bisphosphoglycerat zwei
Reduktionséquivalente gewonnen, die in die Atmungskette einflieen kénnen. Das wahrend
der Glycolyse entstandene Pyruvat wird anschlieBend in die mitochondriale Matrix
transportiert. Dort bildet die vom Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex katalysierte Reaktion
den Ubergang zwischen Glycolyse und Citratzyklus. Wahrend dieser Reaktion, dargestellt in
Abbildung 2, wird Pyruvat zu Acetyl-CoA und CO, oxidiert. Man bezeichnet diesen
irreversiblen Oxidationsprozess als oxidative Decarboxylierung.
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Abbildung 1: Darstellung der Glycolyse. Gezeigt sind alle Metabolite der Glycolyse sowie die Stellen, an
denen ATP verbraucht und gewonnen wird. AufRerdem werden die Reaktionsschritte aufgefiihrt, wahrend derer
Reduktionséquivalente gewonnen werden (modifiziert nach Lodish, 2003).
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Abbildung 2:Vom Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex katalysierte Reaktion.

1.2.2 Citratzyklus

Der Citratzyklus der eukaryotischen Zelle umfasst acht Schritte und findet in der
mitochondrialen Matrix statt. In Abbildung 3 sind alle Reaktionsschritte des Citratzyklus
aufgefuhrt. Zunachst gibt Acetyl-CoA seine Acetylgruppe an Oxalacetat ab, wodurch Citrat,
der Namensgeber dieses Stoffwechselzykluses, entsteht.
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Abbildung 3: Darstellung des Citratzyklus. Gezeigt sind alle Metabolite des Citratzyklus sowie die
Reaktionsschritte, wahrend derer Reduktionséquivalente und GTP gewonnen werden (modifiziert nach Lodish,
2003).
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Citrat wird anschlieend unter Bildung von cis-Aconitat in Isocitrat umgewandelt. Im
weiteren Verlauf des Citratzyklus wird Isocitrat durch eine oxidative Decarboxylierung in
a-Ketoglutarat und CO, umgewandelt. a-Ketoglutarat wird ebenfalls oxidativ decarboxyliert,
wodurch CO, abgespalten wird. Uber Succinyl-CoA entsteht Succinat, das iber eine
Dehydrierung in Fumarat umgewandelt wird. Anschliefend wird Fumarat hydratisiert,
wodurch Malat entsteht, welches tber eine Dehydrierung wieder in das Ausgangsprodukt
Oxalacetat Uberflhrt wird. Diese Reaktionsschritte dienen dazu, Energie in Form von GTP,
hauptsachlich aber um Reduktionsdquivalente in Form von NADH und FADH, zu

gewinnen.
1.2.3 Atmungskette

Die Atmungskette beschreibt die dritte Phase der Zellatmung. Sie besteht aus vier
Komplexen und der ATP-Synthase, die in der inneren Mitochondrienmembran verankert
sind. Dort findet die Reduktion von O, zu H,O mit Elektronen statt, die von NADH und
FADH, abgegeben werden. AufRerdem werden Protonen aus der Matrix in den
Intermembranraum gepumpt, die fir die Synthese von ATP durch die ATP-Synthase

benotigt werden.

Komplex |  der  Atmungskette ist die = NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase
(NADH-Dehydrogenase). Dieser Komplex katalysiert zwei gekoppelte Reaktionen. Zum
Einen werden ein Hydrid-lon vom NADH und ein Proton aus der Matrix auf Ubichinon
(UQ) Ubertragen, wodurch Ubichinol entsteht und den Anfang des Elektronentransports
bildet. Parallel dazu werden vier Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum
gepumpt. Rotenon, Myxothiazol, Amytal und Piericidin A inhibieren Komplex I, indem sie

den Elektronentransfer zum Ubichinon verhindern.

Komplex Il ist die Succinat-Dehydrogenase. Sie katalysiert die Oxidation von Succinat zu
Fumarat und Ubertragt dadurch zwei Protonen auf Ubichinon. Es entsteht ebenfalls
Ubichinol. Die Succinat-Dehydrogenase ist der einzige Komplex der Atmungskette, der
keine Protonenpumpe ist. Da dieser Komplex auch FADH, an Stelle non NADH nutzen
kann, fallt bei Inhibition des Komplex I die ATP-Produktion nicht komplett aus.

Komplex Il wird auch als Cytochrom-bci;-Komplex oder Ubichinon-Cytochrom-c-

Oxidoreduktase bezeichnet. Dieser Komplex katalysiert den Transfer von Elektronen von
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Ubichinol zum Cytochrom c. An diese Reaktion gekoppelt findet ein Transfer von vier

Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum statt.

Komplex IV wird auch Cytochrom-Oxidase genannt. Sie bildet den letzten Schritt der
Atmungskette, in dem Elektronen vom Cytochrom c auf molekularen Sauerstoff tibertragen
werden, der zu H,O reduziert wird. Azide, Cyanide und Kohlenstoffmonoxid blockieren die
Sauerstoffbindungsstelle. Dadurch koénnen die Elektronen nicht mehr auf den Sauerstoff
ubertragen werden, alle vorhergehenden Komplexe bleiben in ihrer reduzierten Form und der
Elektronentransfer stoppt. Dies hat zur Folge, dass der Protonengradient tber die innere
Mitochondrienmembran nicht mehr aufrechterhalten werden kann und die ATP-Produktion

zum Erliegen kommt

Der durch die Protonenpumpen der Atmungskette aufgebaute Protonengradient tber die
innere Mitochondrienmembran wird anschlieBend durch die ATP-Synthase verwendet, um
aus ADP und P; wieder ATP zu synthetisieren.

Die Gesamtbilanz der zellularen Atmung setzt sich aus den Beitrdgen der Oxidation der
Glucose uber die Glycolyse, die Pyruvat-Dehydrogenase-Reaktion, den Citratzyklus und die
oxidative Phosphorylierung zusammen. Wahrend der Glycolyse werden pro Glucosemolekiil
zwei NADH und vier ATP-Molekiile gebildet, aber auch zwei Molekille ATP verbraucht.
Die Pyruvat-Dehydrogenase-Reaktion liefert zwei NADH. Wahrend des Citratzyklus
entstehen sechs NADH, zwei GTP, die in ATP umgewandelt werden kdnnen, sowie zwei
FADH,. Insgesamt entstehen so pro Glucosemolekil zwischen 30 und 32 Molekile ATP, da
pro NADH 2,5 Molekiile ATP und pro FADH; 1,5 ATP-Molekiile gebildet werden kdnnen.

1.3 Synthese von UDP-GIcNAc tber den Hexosamin-Biosyntheseweg

Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) wurde 1953 entdeckt (Cabib et al.,
1953) und wird als Nukleotidzucker oder aktivierter Zucker bezeichnet. Er wird Uber den
Hexosamin-Biosyntheseweg (HBP) gebildet. Dieser beginnt damit, dass Fructose-6-
phosphat, welches aus der Glycolyse stammt, in Glucosamin-6-phosphat umgewandelt wird.
Die Aminogruppe stammt dabei von Glutamin. Die L-Glutamin-D-Fructose-6-phosphat-
Transaminase (GFAT; EC 2.6.1.16) Kkatalysiert diese Reaktion, die den
Geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des HBP darstellt (Milewski, 2002). AnschlieRend
wird durch Acetyl-CoA eine Acetylgruppe auf Glucosamin-6-phosphat tbertragen, wodurch
N-Acetylglucosamin-6-phosphat entsteht. Das fur diese Reaktion essentielle Acetyl-CoA

13



1. Einleitung

stammt dabei aus der vom Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex katalysierten Reaktion
(Abbildung 2), die die Glycolyse mit dem Citratzyklus verbindet. Nach einer Isomerisierung
des N-Acetylglucosamin-6-phosphat in N-Acetylglucosamin-1-phosphat entsteht daraus
unter Verwendung von UTP, welches wahrend der Nucleotidsynthese und des Pentose-
Phosphatweges gebildet wird, UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAC). Etwa 2 — 3 % der
intrazellularen Glucose werden so in UDP-GIcNAc umgewandelt (Marshall et al., 1991).
Durch eine Epimerisierung kann aus UDP-GIcNAc direkt UDP-GalNAc gebildet werden.
Aullerdem kann UDP-GIcNAc uber verschiedene weitere Stoffwechselreaktionen in

CMP-N-Acetylneuraminsaure umgewandelt werden.

Nucleotidsynthese und
Pentosephosphatweg /

UDP-GIcNACc S
/ Acetyl-CoA
(Glycolyse/Citratzyklus und

Glycolyse Fettsduremetabolismus)

Abbildung 4: Darstellung der verschiedenen Stoffwechselwege, die zur Synthese von UDP-GIcNACc beitragen
(nach Wells et al.,2003).

Abbildung 4 fasst die verschiedenen Stoffwechselwege, die zur Synthese von UDP-GIcNAC
beitragen, zusammen. Daraus wird die zentrale Stellung dieses aktivierten Zuckers deutlich,
die er im Metabolismus einer Zelle einnimmt. Schon in friheren Studien wurde der
metabolische Status einer Zelle anhand der Konzentration von UDP-GICNAC bestimmt
(Spiro, 1984; Zhivkov et al., 1975). Durch andere Studien konnte UDP-GIcNAc die Rolle
des Nahrstoffsensors (nutrient sensor) der Zelle zugeschrieben werden (Rossetti, 2000;
Wang et al., 1998; Wells et al., 2003).

1.4 UDP-GIcNAc als Baustein fur Glycosylierungen

UDP-GIcNAC ist zentraler Baustein fir die Bildung von Glycanen (Abbildung5). Als
Glycane bezeichnet man die Zuckerstrukturen, die kovalent mit dem Ruckgrat eines Proteins
verbunden sind. Dabei unterscheidet man Glycoproteine, Glycospingolipide und
Proteoglycane. Die Glycoproteine werden weiter in N- und O-Glycane unterteilt. Die

Namensgebung bezieht sich dabei jeweils auf die Aminosdure, an die die Zuckerstruktur
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geknlpft wird. N-Glycane tragen eine an Asn gekoppelte Zuckerstruktur, die in ihrer
Kernstruktur aus drei Mannosen und zwei GIcNAc-Molekiilen besteht. Deren Donor ist das
UDP-GIcNAc. Bei den O-Glycanen, die ihren Namen von den Aminoséuren Ser und Thr
erhalten, kommt GalNAc in der Kernstruktur vor. Donor fir dieses GalNAc ist
UDP-GalNAc, welches Uber den HBP aus UDP-GICNAc gebildet wird. Auch die
Glycosphingolipide enthalten GaINAc wie auch N-Acetylneuraminsaure, dessen Donor die

CMP-N-Acetylneuraminsaure ist, die ebenfalls aus UDP-GIcNACc gebildet wird.

Proteoglycane Glycoproteine

Heparansulfat

Hyaluronan

O-Oc—{ser]

Chondroitinsulfat

~&-0-O{se1

Q’D\Q\D/Q Glycosphingolipide

Dermatansulfat

~&— OO |se]
Q/D\; &

Ser/Thr —O) O
Extrazellularraum

00//,0000000 [ e INNJ]

O-Glycane

Membran
OO 00 0000 00 00000 00000000000

GalNAc A Fuc
GIcNAC Y Xyl
Gal @ NeuNAc
Gle & GleA
Man 4 IdoA

Abbildung 5: Darstellung der héaufigsten eukaryotischen Glycane. GalNAc: N-Acetylgalacosamin,
GIcNAc: N-Acetylglucosamin, Gal: Galactose, Glc: Glucose, Man: Mannose, Fuc: Fucose, Xyl: Xylose;
NeuNAc: N-Acetylneuraminsédure, GlcA: Glucuronsdure, IdoA: Iduronsdure. Nach (Varki and Sharon, 2009)

Cytosol

/\

Ser/Thr

O-GlcNAcylierung

oOoedmHm

Die Proteoglycane Heparansulfat und Hyaluronan bestehen aus GIcNAc und Glucuronsaure.
Chondroitinsulfat und Dermatansulfat werden unter anderem aus UDP-GalNAc aufgebaut.
Die einzige Glycosylierung, die im Cytoplasma vorkommt, ist die O-GIcNAcylierung. Bei
dieser Art der Glycosylierung wird ein einzelnes GIcNAc-Molekil kovalent mit einem Ser-
oder Thr-Rest verknipft und nicht weiter modifiziert (Love and Hanover, 2005).
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1.5 Die O-GIcNAcylierung

Die O-GIcNAcylierung ist eine dynamische posttranslationale Proteinmodifikation, die von
Stress und vom Erndhrungsstatus der Zelle abhangig ist (Wells et al., 2003). Dabei wird ein
einzelner GIcNAc-Rest B-glycosidisch an die Hydroxylgruppe eines Ser- oder Thr-Rests im
Proteinriickgrat gebunden. Diese Modifikation dhnelt in ihrem schnellen Auf- und Abbau
einer Phosphorylierung (Whelan and Hart, 2003). Im Gegensatz zu den in Kapitel 1.4
beschriebenen Glycosylierungen, die auf membranstandigen oder sekretierten Proteinen zu
finden sind, kommt die O-GIcNAcylierung sowohl auf Proteinen des Nucleus und des
Cytoplasma (Hart et al., 2007) als auch in Mitochondrien (Hu et al., 2009) vor.

ANE
o & 0 & BN\%, OGA/
Q) OQ O é: vo%[ © Phosphatase OGT/Kinase
%
GlcNAc GleNAC GIcNAC OPO,

O-

Phospho-
protein

Phospho-
protein

GIcNAc-
protein

GIcNAc-

protein Phospho-

protein

Abbildung 6: Schematische Darstellung der O-GIcNAcylierung und Phosphorylierung von Proteinen.
A: O-GlcNAcylierungsstelle und Phosphorylierungsstelle sind die gleichen, weshalb das Protein nur
O-GIcNAcyliert oder phosphoryliert vorliegen kann. B: O-GlcNAcylierungsstelle und Phosphorylierungsstelle
liegen nahe beieinander und das Protein kann auf Grund von sterischer Hinderung nur als O-GIcNAc- oder
Phosphoprotein vorliegen. C: O-GlcNAcylierungsstelle und Phosphorylierungsstelle kénnen unabhangig
voneinander modifiziert werden, sodass das Protein gleichzeitig O-GlcNAcyliert und phosphoryliert sein kann.

Der erste Nachweis einer O-GIcNAcylierung gelang 1984 Torres und Hart in Lymphozyten
(Torres and Hart, 1984). Seitdem sind viele weitere Proteine identifiziert worden, die
O-GIcNAcyliert werden. Dazu z&hlen Transkriptionsfaktoren (Chou et al., 1995; Housley et
al., 2008) sowie Proteine der Translation, Signaltransduktion, RNA-bindende Proteine
Transportproteine, Phosphatasen, Kinasen, Metabolismusenzyme, Chaperone, Proteine des
Cytoskeletts und andere regulatorische Proteine (Copeland et al., 2008; Hart and Akimoto,
2009; Teo et al., 2010). AuBerdem ist bekannt, dass alle bisher identifizierten
O-GIcNAcylierten Proteine auch phosphoryliert werden (Hart et al., 2007). Die Stellen der
O-GlcNAcylierung und Phosphorylierung kénnen dabei ein und dieselben sein, sodass das

Protein immer nur als O-GIcNAcyliertes oder phosphoryliertes Protein vorliegen kann
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(Abbildung 6A). Wie in Abbildung 6B dargestellt ist es aber auch mdglich, dass die
O-GIcNAcylierungs- und die Phosphorylierungsstelle nicht die selben sind, aber durch
sterische Hinderung immer nur eine Stelle modifiziert werden kann. Existieren zwei
unterschiedliche O-GIcNAcylierungs- und Phosphorylierungsstellen, die im Protein weit
genug voneinander entfernt liegen, tritt der in Abbildung 6C dargestellte Fall ein. Dann kann
das Protein zur selben Zeit O-GIcNAcyliert und phosphoryliert sein (Butkinaree et al., 2009;
Hart et al., 2007).

Aber im Gegensatz zur Phosphorylierung, fur die etliche Kinasen und Phosphatasen
existieren (Manning et al., 2002), gibt es fir die Synthese von O-GIcNAcylierungen
lediglich  zwei Enzyme. Die O-GIcNAc-Transferase (OGT oder  O-linked
N-acetylglucosamine transferase, E.C. 2.4.1.94), ist ein Heterotrimer aus zwei 110 kDa
grol3en Untereinheiten und einer 78 kDa grolRen Untereinheit (Haltiwanger et al., 1992). Sie
katalysiert die kovalente Verknupfung der GIcNAc-Einheit von UDP-GICNAc mit der
Hydroxylgruppe eines Ser- oder Thr-Rests (Haltiwanger et al.,, 1990). Eine
Erkennungssequenz fur die OGT konnte bisher noch nicht gefunden werden, aber 50% aller
identifizierten O-GIcNAcylierungen fanden an einer P V S-Sequenz statt (Hart et al., 2011).
Die O-GIcNAcase (OGA oder O-linked-N-acetylglucosaminidase, E.C. 3.2.1.52) wurde
zundchst als Hexosaminidase C beschrieben (Braidman et al., 1974). Sie ist ein
af-Heterotrimer und Kkatalysiert die Hydrolyse der GIcNAc-Einheit von Ser- oder
Thr-Resten (Dong and Hart, 1994). Bisher konnten einige Inhibitoren der OGA entwickelt
werden, z.B. PUGNAc (Whitworth et al., 2007).

Der Nachweis einer O-GIcNAcylierung wird mit Antikérpern gegen O-GIcNAcylierungen
und Western Blots durchgefiihrt (Teo et al., 2010). Mit dieser Methode kann aber nur
nachgewiesen werden, dass das untersuchte Protein O-GIcNAcyliert ist, nicht aber wo es
einen O-GIcNAc-Rest tragt. Vocadlo et al. entwickelten eine chemische Strategie um
O-GIcNAcylierte Proteine in vitro nachzuweisen. Den Zellen wurden bio-orthogonale
Azidozucker zur Verstoffwechselung zur Verfugung gestellt, die dann durch die OGT an die
Proteine geknlpft wurden. Diese Azidozucker konnten dann kovalent mit verschiedenen
biochemischen Sonden verkniipft werden, um so eine O-GIcNAcylierung nachzuweisen
(Vocadlo et al, 2003). Auch bei dieser Methode ist es nicht moglich die
O-GIcNAcylierunsstelle  zu  identifizieren.  Eine  dritte  Methode stellt die
Massenspektrometrie dar, fir die die O-GIcNAcylierten Proteine ebenfalls kovalent an

Sonden gebunden werden, bevor Massenspektren aufgenommen werden. Hierbei kénnen die
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einzelnen O-GIcNAcylierungsstellen identifiziert werden (Khidekel et al., 2007; Wang et al.,
2009).

1.6 O-GIcNAcylierungen und Alzheimer

Die O-GIcNAcylierung steht im Zusammenhang mit vielen Erkrankungen, wie Diabetes Typ
11, kardiovaskuldre Erkrankungen, Krebs und Alzheimer (Buse, 2006; Copeland et al., 2008;
Hanover et al., 2009; Lefebvre et al., 2010; Liu et al., 2009a; Liu et al., 2008; Liu et al.,
2009b; Wells et al., 2003).

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine neurodegenerative Erkrankung, die Demenz verursacht
und schlieBlich zum Tod der betroffenen Individuen fihrt. Urséchlich fur diese Erkrankung
sind hochvernetzte Proteinaggregate in Neuronen, sogenannte neurofibrilldre Bilindel
(neurofibrillary tangles, NFTs), die zytotoxisch wirken. Eine Vorstufe dieser Aggregate sind
paarige helicale Filamente (paired helical filaments, PHFs), die aus abnormal assoziierten
Tau-Proteinen bestehen (Ballatore et al., 2007). Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein
und sorgt fur deren Stabilitdt. Wird das Tau-Protein hyperphosphoryliert, kann es die
Mikrotubuli nicht mehr binden und stabilisieren und aggregiert zu PHFs (Grundke-Igbal et
al., 1986a; Grundke-Igbal et al., 1986b). Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass der
Alzheimer-Erkrankung ein gestorter Glucosemetabolismus vorausgeht (Hoyer, 1993, 2004;
Small et al., 2000; Smith et al., 1992). Zusatzlich konnten weitere Studien belegen, dass Tau
auch O-GIcNAcyliert wird und dadurch die Phosphorylierung reguliert wird (Liu et al.,
2004). Weiterfuhrend konnte in Mausexperimenten nachgewiesen werden, dass die
Hyperphosphorylierung durch einen gestorten Glucosefluss hervorgerufen wird und
reversibel ist (Li et al., 2006). Somit konnte der Zusammenhang zwischen
Glucosemetabolismus, O-GIcNAcylierung und Phosphorylierung gefunden werden. Ist der
Glucosefluss im Neuron gestort, wird Tau weniger O-GIcNAcyliert und kann dadurch
hyperphosphoryliert werden, was zur Bildung von PHFs fihrt (Liu et al., 2009a; Liu et al.,
2009b).

1.7 Zielsetzung

UDP-GIcNACc ist ein essentieller Metabolit im Stoffwechsel einer Zelle. Die Synthese dieses
aktivierten Zuckers findet im Hexosamin-Biosyntheseweg statt. Allerdings tragen noch
weitere Stoffwechselwege zur Synthese von UDP-GIcNAc bei. Die Glucose aus der

Glycolyse bildet die Grundeinheit, die Aminogruppe stammt von Glutamin und die
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Acetylgruppe von Acetyl-CoA, welches in einer Reaktion, die die Glycolyse mit dem
Citratzyklus verbindet, gebildet wird. Das UTP, welches die UDP-Einheit des UDP-GICNAc
bildet, wird wahrend des Nucleotid-Metabolismus und dem Pentose-Phosphatweg gebildet.
Daher kann der Hexosamin-Biosyntheseweg als Nahrstoffsensor der Zelle angesehen
werden. Ob aber in einem einzigen Molekil, namlich UDP-GIcNAc, Anderungen im Fluss
durch die verschiedenen Stoffwechselwege abgelesen werden kénnen, sollte im ersten Teil
dieser Arbeit geklart werden. Daflr wurde zunéchst der Metabolismus von HT-22 Zellen mit
Hilfe der NMR-Spektroskopie charakterisiert und dargestellt. Dartber hinaus sollte der
Metabolit UDP-GIcNAc in Zellextrakten detektiert und durch die Verwendung von **C-
markierter Glucose als einziger Nahrstoff der Zellen **C-markiert werden. AnschlieBend
sollte der Metabolismus der Zellen durch die Gabe von Natriumazid gestort werden, um die
Auswirkungen auf die zuvor identifizierten Metabolite semi-quantitativ zu beurteilen.
SchlieRlich sollte geklart werden, ob die Anderungen im Metabolismus Einfluss auf das
Markierungsmuster des UDP-GIcNAc haben. Dann wére UDP-GIcNACc als metabolischer
Marker geeignet und man konnte den metabolischen Status der Zellen anhand dieses einen
Molekdls charakterisieren.

UDP-GIcNAC hat aber nicht nur in seiner Biosynthese eine gesonderte Stellung. Es ist auch
Donorsubstrat fir fast alle vorkommenden Glycane. Speziell fur die O-GIcNAcylierung, bei
der ein einzelner GIcNAc-Rest an die Hydroxylgruppe eines Serin oder Threonin gekntpft
wird, ist UDP-GIcNACc das einzige Substrat. Allerdings sind die Nachweismdglichkeiten
dieser posttranslationalen Modifikation beschrankt. Bisher wurden Antikérper zum
Nachweis verwendet, mit denen aber nicht die Position der O-GIcNAcylierung im Protein
bestimmt werden kann. AuRerdem ist der Nachweis chemisch mdoglich und Uber
massenspektrometrische Methoden kann die Position der O-GIcNAcylierung gefunden
werden. Allerdings bleibt bei den letzteren Methoden das Protein nicht intakt. Wenn es
maoglich wére eine O-GIcNAcylierung NMR-spektroskopisch nachzuweisen, dann kdnnten
alle vorhanden O-GIlcNAcylierungsstellen gleichzeitig im intakten Protein bestimmt werden.
Daher sollte im zweiten Teil dieser Arbeit die O-GIcNAcylierung zunéchst von Tau, dann
von einem Peptidderivat NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden. Dafir sollte das
Protein bzw. Peptid in zellularem Extrakt von HT-22 oder HEK 293 Zellen O-GIcNAcyliert
werden, und diese O-GIcNAcylierung sollte anschliel’end sowohl protein-biochemisch als
auch NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 HT-22 Zelllinie: Kulturbedingungen, Subkultivierung,

Kryokonservierung und Revitalisierung

Die HT-22 Zellen (Maher and Davis, 1996), eine neuronale murine Zelllinie, wurden von PD
Dr. rer. nat. Olaf Johren, Institut fur experimentelle und klinische Pharmakologie und

Toxikologie, Universitat Lubeck, zur Verfligung gestellt.

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, in 15 mL DMEM high glucose (4,5 g/L Glucose,
4 mM L-Glutamin) Medium, welches mit 10 % FCS und 1 mM Natriumpyruvat versetzt
wurde, in 250 mL Kulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 75cm? kultiviert.
Subkulturen wurden jeweils in einem 3 bzw. 4 Tage Rhythmus angelegt. Dabei wurden die
Zellen vom Flaschenboden abgeklopft, resuspendiert und in einer 1:15 Verdinnung wieder

ausgesat.

Fur eine Kryokonservierung wurden konfluent gewachsene Zellen verwendet. Die durch
Klopfen vom Flaschenboden geldsten Zellen wurden fur 4 min bei 200-g pelletiert, der
Uberstand dekantiert und das Pellet in 3 mL Einfriermedium (40 % Wachstumsmedium,
50 % FCS, 10 % DMSO, steril filtriert) aufgenommen, je 1 mL der Zellsuspension in ein
Kryorohrchen tberfuhrt und fiir 24 h bei -80 °C eingefroren. Danach wurden die Zellen in

flissigen Stickstoff Gberfihrt.

Die Revitalisierung der HT-22 Zellen erfolgte, indem die leicht angetaute Zellsuspension in
14 mL kaltes Wachstumsmedium 0berfiihrt und die Zellen bei 200-g fiir 4 min pelletiert
wurden. AnschlieRend wurde der Uberstand dekantiert, das Zellpellet in 15 mL

Wachstumsmedium aufgenommen und in eine Kulturflasche tberfihrt.

2.1.2 HEK 293 Zelllinie: Kulturbedingungen, Subkultivierung,

Kryokonservierung und Revitalisierung

Die HEK293 Zellen wurden vom Institut fir medizinische Mikrobiologie und Hygiene,

Universitat Libeck zur Verfugung gestellt.

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, in 15 mL DMEM high glucose (4,5 g/L Glucose,
4 mM L-Glutamin) Medium, welches mit 10 % FCS und 1 mM Natriumpyruvat versetzt
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wurde, in 250 mL Kulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 75cm? kultiviert.
Subkulturen wurden jeweils alle 3-4 Tage angelegt. Daftir wurde der konfluente Zellrasen
zweimal mit je 7,5 mL PBS gewaschen, 1 mL Trypsin/EDTA zugegeben und fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden in 13 mL Wachstumsmedium
resuspendiert und bei 200-g fiir 4 min pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das
Zellpellet in 5 mL Wachstumsmedium resuspendiert. Zur Subkultivierung wurden 0,8 mL

dieser Zellsuspension mit 14,2 mL Wachstumsmedium in eine Kulturflasche gegeben.

Fur eine Kryokonservierung wurden konfluent gewachsene Zellen verwendet und wie fiir
eine Subkultur trypsiniert. Das Zellpellet wurde in 3 mL Einfriermedium (40 %
Wachstumsmedium, 50 % FCS, 10 % DMSO, steril filtriert) aufgenommen, je 1 mL dieser
Zellsuspension in ein Kryoréhrchen tberfihrt und fir 24 h bei -80 °C eingefroren. Danach
wurden die Zellen in flissigen Stickstoff Gberfihrt.

Die Revitalisierung der HEK 293 Zellen erfolgte, indem die leicht angetaute Zellsuspension
in 14 mL kaltes Wachstumsmedium tberfuhrt und die Zellen bei 200-g fiir 4 min pelletiert
wurden. AnschlieBend wurde der Uberstand dekantier, das Zellpellet in 15 mL

Wachstumsmedium aufgenommen und in eine Kulturflasche Gberfunhrt.
2.1.3 Mycoplasmenkontrolle

Beide Zelllinien wurden regelmaRig auf den Befall mit Mycoplasmen getestet. Fir den Test
wurde das Venor®GeM Mycoplasma Detection Kit mit MB Tag-Polymerase mit 5 U/uL von
Minerva Biolabs verwendet. Dabei konnte zu keinem Zeitpunkt eine Kontamination

festgestellt werden.
2.2 UDP-GIcNAc als metabolischer Marker

Fur die Experimente, mit denen UDP-GICNAc als metabolischer Marker etabliert wurde,
wurden sowohl HT-22 als auch HEK 293 Zellen verwendet. Die jeweilige Vorgehensweise

wird als Inkubationsversuch bezeichnet.
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2.2.1 Inkubationsversuche
2.2.1.1  Beschichtung von Petrischalen mit Poly-L-Ornithin fiir HT-22 Zellen

Um die Adhérenz der HT-22 Zellen an ihre Wachstumsoberfldche zu erhéhen, wurden die
fur die Inkubationsversuche verwendeten Petrischalen (10cm Durchmesser) vor
Versuchsbeginn mit Poly-L-Ornithin beschichtet. Dafur wurden jeweils 4,5 mL einer
0,015 g/L Poly-L-Ornithin-L6ésung in eine Petrischale gegeben und die Schale tiber Nacht im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Poly-L-Ornithin-Lésung
abgenommen und die Schale mit 7,5 mL PBS gesplilt.

2.2.1.2 Aussaat von HT-22 und HEK 293 Zellen, Inkubation und Gewinnung von

Mediumproben

Die Inkubationsversuche wurden nach Bouzier-Sore mit kleinen Anderungen durchgefiihrt
(Bouzier-Sore et al., 2003; Bouzier-Sore et al., 2006). Pro Petrischale (10 cm Durchmesser)
wurden 48 h vor Inkubationsbeginn 1-10° HT-22 Zellen bzw. 2-10° HEK 293 Zellen
ausgesat. Um die Inkubation zu starten, wurde das Wachstumsmedium abgenommen, der
Zellrasen zweimal mit je 7,5 mL PBS gespult und 10 mL Inkubationsmedium zugegeben.
Dieses bestand aus DMEM without glucose mit 4 mM L-Glutamin, dem entweder 11 mM
unmarkierte Glucose oder 1-*C-D-Glucose sowie Natriumazid oder Rotenon in ihrer
maximal vertraglichen Inhibitorkonzentration zugesetzt wurde. AnschlieBen wurden die
Zellen {ber einen Zeitraum von 4 h, 8 h, 16 h oder 24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Wahrend des Inkubationszeitraums wurden Mediumproben von je 100 pL zu verschiedenen
Zeitpunkten genommen, um die Glucose- und Laktatkonzentration im Medium zu

beobachten.
2.2.1.3 Metaboliten-Extraktion mittels Perchlorsaure

Zum Beenden der Inkubation der HT-22 Zellen wurde das Inkubationsmedium
abgenommen, die Zellen zweimal ziigig mit je 7,5 mL PBS gewaschen und ihre Metabolite
durch Zugabe von 3 mL 0,9 M Perchlorséure extrahiert. Nach Zugabe der Perchlorséure
wurden die Zellen mit dem Zellschaber gelost und die Suspension bei 2000-g, 4 °C fir
10 min zentrifugiert. Das erhaltene Proteinpellet wurde bis zur Bestimmung der
Proteinkonzentration bei -20 °C gelagert.
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Der Uberstand wurde abgenommen, mit 2,7 M KOH neutralisiert und die entstandenen
Perchlorat Salze wurden bei 2000-g fiir 5 min abzentrifugiert. Der erhaltene Zellextrakt

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
2.2.1.4  Proteinbestimmung

Um den Proteingehalt der erhaltenen Proteinpellets zu bestimmen, wurden diese in 0,2 M
TRIS-base-2 % SDS resuspendiert und ein BCA-Assay mit BSA als Standard durchgefihrt
(Smith et al., 1985).

2.2.15 Methanol/Chloroform-Extraktion von Metaboliten

Die Methanol/Chloroform-Extraktion wurde mit leichten Anderungen nach Teng (Teng et
al., 2009) durchgefuhrt. Da bei dieser Art der Extraktion nicht auf den Proteingehalt normiert
werden kann, musste vor der Extraktion die Zellzahl bestimmt werden. Dafur wurden die
HT-22 Zellen mit dem Zellschaber vom Boden gelést und im Inkubationsmedium
resuspendiert. Die HEK 293 Zellen werden wie unter Kapitel 2.1.2 angegeben trypsiniert
und das erhaltene Pellet in 10 mL Wachstumsmedium aufgenommen. Von der jeweiligen
Zellsuspension wurde eine Vitalfarbung mit Trypan Blau durchgefiihrt und mit Hilfe einer

Neubauer Zéhlkammer die Anzahl der lebenden Zellen in Doppelbestimmung gezahlt.

Alle weiteren Arbeiten fanden auf Eis mit gekuhlten Ldsungen statt. Die Zellen wurden fur
4 min bei 200-g und 4° C abzentrifugiert und das Medium dekantiert. Das Zellpellet wurde
in 10 mL PBS resuspendiert und die Zellen bei gleichen Zentrifugationsbedingungen
pelletiert. Dann wurde die Zellsuspension in 10 ml Reagenzglaser Gberfiihrt und erneut mit
PBS gewaschen. Das PBS wurde dekantiert und zum Pellet wurden 4 mL MeOH (HPLC
grade) und 0,85 mL MP-H,O gegeben und anschlieend fir 1 min gemischt. Nach der
Zugabe von 2 mL CHCI3 wurden die Proben fir 1 min gemischt, fir 10 min auf Eis stehen
gelassen und fur 10 min bei 300 rpm geschittelt. AnschlieRend wurden 2 mL MP-H,O und 2
mL CHCI; zugegeben, fir 1 min gemischt und durch eine Zentrifugation bei 1000-g fiir
15 min bei 4 °C wurde eine Phasenseparation vorgenommen. Die obere polare Phase
bestehend aus MeOH, H,O und den extrahierten, wasserlgslichen Metaboliten wurde
abgenommen und das MeOH am Rotationsverdampfer unter Wasserstrahlvakuum

abgezogen. Der erhaltene Zellextrakt wurde bei -20 °C gelagert.
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2.2.1.6  Statistische Analyse

Die Darstellung der Daten erfolgte mit Mittelwert und Standardabweichung. Die statistische
Analyse wurde mit GraphPad Prism 4 durchgefiihrt. Fir den Vergleich von Datensétzen
wurde der zweiseitige Mann-Whitney-U-Test verwendet. P-Werte < 0,05 wurden als

signifikant gewertet und sind mit * gekennzeichnet.
2.2.2 Bestimmung der maximal vertraglichen Inhibitorkonzentration

Um die fur die jeweilige Zelllinie maximale Inhibitorkonzentration zu bestimmen, wurden
die Zellen, wie unter Kapitel 2.2.1 beschrieben, ausgesat. Nach 48 h Wachstum wurde das
verbrauchte Wachstumsmedium abgenommen, der Zellrasen zweimal mit je 7,5 mL PBS
gespllt und 10 mL Inkubationsmedium, bestehend aus DMEM without glucose mit 4 mM
L-Glutamin und 11 mM unmarkierter Glucose sowie verschiedene Konzentrationen
Natriumazid oder Rotenon, zugegeben und (ber einen bestimmten Zeitraum inkubiert.
Wahrend der Inkubation wurde die Morphologie der Zellen lichtmikroskopisch beobachtet.
Zum Beenden der Inkubation wurden die Zellen mit dem Zellschaben gel6st und im
Inkubationsmedium resuspendiert. Mit Hilfe einer Vitalfarbung mit Trypan Blau wurden die
lebenden und toten Zellen in Doppelbestimmung gezéahlt. Als maximal vertrégliche
Inhibitorkonzentration wurde die Konzentration gewéhlt, bei der sich die Zahl der toten
Zellen nicht von der Anzahl toter Zellen der Kontrolle unterschied.

2.2.3 NMR-Messungen

Alle NMR-Messungen von Zellextrakten aus Perchlorsdure-Extraktionen und deren
zugehorigen Mediumproben wurden mit einem Bruker Avance DRX 500 NMR-
Spektrometer mit 5 mm TCI-Kryoprobenkopf mit z-Gradient durchgefihrt. Alle Zellextrakte
aus MeOH/CHCI;-Extraktion wurden an einem Bruker AVIII 500 NMR-Spektrometer mit
5mm TCI-Kryoprobenkopf mit z-Gradient durchgefiihrt. Alle Spektren wurden bei 298 K

und mit Deuterium lock aufgenommen.
2.2.3.1  Mediumproben

Zur Bestimmung der Glucose- und Laktatkonzentration im Inkubationsmedium wurden
50 pL der abgenommenen Mediumproben lyophilisiert, in 550 uyL D,O mit 1 mM TSP
resuspendiert und in ein 5 mm-NMR-R6hrchen Gberfuhrt.
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Fur jedes Protonen-NMR-Spektrum wurden 32 Durchgdnge mit jeweils 32768
Datenpunkten, einer Akquisitionszeit von 2,72 Sekunden und 4 dummy scans aufgenommen.
Um vollstandig relaxierte Spektren zu gewdhrleisten, wurden eine Relaxationszeit von

20 Sekunden und ein p1 von 4 us gewahlt. Die spektrale Weite wurde auf 12 ppm festgelegt.

Fur die Bestimmung der Glucose- und Laktatkonzentrationen wurden die anomeren
Protonen der Glucose bei 5,4 ppm bzw. 4,5 ppm *H-chemischer Verschiebung und die

Methylprotonen des Laktats bei 1,33 ppm bzw. 1,4 ppm integriert.
2.2.3.2  Zellextrakte

Fur die Probenvorbereitung zur Aufnahme verschiedener NMR Spektren wurde der
erhaltene Zellextrakt lyophilisiert. AnschlieRend wurde das Lyophilisat der Perchlorsdure-
Extrakte in 200 pl D,O mit 1 mM TSP aufgenommen. Die prazipitierten Perchlorat Salze
wurden bei 16100-g fiir 5min abzentrifugiert und der Uberstand in ein 3 mm-NMR-
Réhrchen Gberfihrt. Das Lyophilisat der MeOH/CHCIs-Extrakte wurde in 100 mM
deuteriertem Natriumphosphatpuffer (pH 7 in H,O) mit 1 mM TSP aufgenommen.

Fur jedes Protonen-NMR-Spektrum  wurden 4096 Durchgdnge mit jeweils
32768 Datenpunkten, einer Akquisitionszeit von 2,72 Sekunden und 4 dummy scans
aufgenommen. Bei Zellextrakten aus Perchlorsdaure-Extraktionen wurde der pl manuell
bestimmt, bei Zellextrakten aus MeOH/CHCI;-Extraktionen konnte der pl automatisch

bestimmt werden. Die spektrale Weite wurde auf 12 ppm festgelegt.

Fir jedes 1D-'H,**C-HSQC-NMR-Spektrum wurden 5120 Durchgdnge mit jeweils
16384 Datenpunkten, 16 dummy scans, einer Relaxationszeit von 0,1s und einer
Akaquisitionszeit von 0,14 s aufgenommen. Die spektrale Weite wurde auf 12 ppm festgelegt.
Der O2P wurde fir die Detektion der N-Acetylgruppe von UDP-GIcNAc auf 25 ppm und zur
Detektion des C1 Protons auf 97,62 ppm festgelegt.

Fir jedes 2D-H,**C-HSQC-NMR-Spektrum wurden 128 Durchgange pro Inkrement mit
einer Datenmatrix von 2048 x 256 Datenpunkten, einer Relaxationszeit von 1,5s, einer
Akquisitionszeit von 0,14 s und 16 dummy scans aufgenommen. Die spektrale Weite in der
Protonen Dimension wurde auf 12 ppm und 200 ppm in der **C-Dimension festgelegt.
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2.3 Untersuchung des O-GIcNAcylierungsmusters von Tau-Protein

Die Zusammensetzung aller verwendeten Puffer und Ldsungen sind unter Kapitel 2.6.1
angegeben. Das Konstrukt Tau-K32-wt ist ein Teil des Tau Proteins, umfasst die
Aminosauren von Ser 198 bis Ser 400 (Trinczek et al., 1995), ist 21,5 kDa grof3 und wurde
von Prof. Dr. Eckhard Mandelkow der Max-Planck-Arbeitsgruppe fir strukturelle
Molekularbiologie, Hamburg, zur Verfligung gestellt.

2.3.1 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot von Tau-K32-wt

Die SDS-Gelelektrophorese wurde nach Laemmli (Laemmli, 1970) mit 10%igen bzw.
12%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen durchgefiihrt. Wenn kein anschlieRender Western Blot
durchgefuhrt wurde, wurde das Gel dreimal fir 10 min in MP-H,O gewaschen, tber Nacht

mit Roti-Blue Coomassie geféarbt und anschlieRend mit MP-H,O entfarbt.

Fir den Western Blot wurde mit 1-fach Blot-Puffer fir 60 min bei 180 mA und max. 15V
auf 0,2 um Nitrocellulose-Membranen geblottet. AnschlieBend wurde die Membran in
TBS-T gewaschen, mit Ponceau-S gefarbt, der Hintergrund mit MP-H,O entférbt, die
Banden dokumentiert und der Blot durch zweimaliges 10 min waschen in TBS-T entfarbt.
Die noch freien Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 5% Milchpulver in TBS-T
fur 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation mit primérem anti-Tau Antikorper
K9JA (polyklonal-Hase-anti-Mensch) wurde mit einer Verdinnung von 1:20000 in TBS-T
fur 1 h bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach dreimaligem 15-minatigem Waschen mit
TBS-T wurde fir 1h bei Raumtemperatur mit sekundarem Ziege-anti-Hase-HRP-
gekoppeltem Antikorper in einer Verdunnung von 1:5000 in TBS-T inkubiert. Die
colorimetrische Detektion mittels des Opti-4CN-Detection-Kit von Biorad fand nach

Herstellerangaben statt.
2.3.2 Western Blot anti O-GIcNAc mit WGA Lektin

Der Nachweis der O-GIcNAcylierung wurde mit HRP-konjugiertem Lektin WGA
durchgefuhrt. Tau-K32-wt, funktionaler Zellextrakt sowie die Kontrollproteine BSA
(Negativkontrolle) und OVA (Positivkontrolle) wurden tber 12%ige SDS-Polyacrylamid-
Gele aufgetrennt und mit 1-fach Blot-Puffer fir 60 min bei 180 mA und max. 15V auf
0,2 um Nitrocellulose-Membranen geblottet (Towbin et al., 1979). Anschliellend wurde die
Membran in PBS-T gewaschen, mit Ponceau-S gefarbt, der Hintergrund mit MP-H,O
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entfarbt, die Banden dokumentiert und der Blot durch zweimal 10 min waschen in PBS-T
entfarbt. Die noch freien Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 2 % Tween 20 in
PBS fur 2 min bei Raumtemperatur blockiert. Die Bindung des Lektins WGA an die
vorhandenen GIcNAc-Reste wurde in einer zuvor bestimmten Verdinnung von 1:20000 in
PBS-T mit 1 mM CaCl,, 1 mM MnCl, und 1 mM MgCl, fur 16 h bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Nach dem anschlieBenden Waschen in PBS-T und PBS wurde die
colorimetrische Detektion mittels des Opti-4CN-Detection-Kit von Biorad nach
Herstellerangaben durchgefihrt.

2.3.3 Western Blot anti O-GIcNAc mit monoklonalen Antikdrpern

Um eine O-GIcNAcylierung mit spezifischen monoklonalen Antikérpern nachzuweisen,
wurden die in der Gruppe von Dr. Geert-Jan Boons, Complex Carbohydrate Research
Center, University of Georgia, (Teo et al., 2010) entwickelten, in Tabelle 1 aufgefihrten,
monoklonalen Antikérper verwendet. Nach dem Blotting von funktionalem Zellextrakt und
BSA (Negativkontrolle) wurde die Membran in TBS-T gewaschen, mit Ponceau S gefarbt,
die Banden dokumentiert und durch zweimaliges Waschen in TBS-T wieder entfarbt. Die
anschlieRende Blockierung der freien Bindungsstellen wurde mit 3 % BSA in TBS-T fir 1 h
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Durch vorangegangene Experimente konnte die bendtigte
mADb Verdiunnung mit 1:750 in TBS-T festgelegt werden. Die Inkubation erfolgte entweder
1 h bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4 °C. Mit dem sekundéren Ziege-anti-Maus-
HRP-gekoppelten Antikérper wurde fir 1 h bei Raumtemperatur in einer Verdinnung von
1:2500 in TBS-T inkubiert.

Tabelle 1: Verwendete monoklonale Antikdrper der Arbeitsgruppe von Dr. Geert-Jan Boons, Complex
Carbohydrate Research Center, University of Georgia

Antikorper vollstandige Anti- Konzen- Spezifitat
Bezeichnung Antikorper kOrper  tration

(Abklirzung) Bezeichnung Typ [mg/mL]

mADb #3 18B10.C7(3) IgG1 0,86 PV S (B-O-GIcNAc) SA

mADb #10 9D1.E4(10) IgG1 0,59 GSTPVS(B-O-GIcNAC) SAN M
mAb #14 1F5.D6(14)  IgG2a 0,97 V S (B-O-GIcNAGC) S
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Die Detektion erfolgte entweder colorimetrisch mittels des Opti-4CN-Detection-Kit von
Biorad nach Herstellerangaben oder mit Hilfe von Chemolumineszenz. Dabei wurde
entweder das Immobilon-Western-Chemiluminescent-HRP-Substrate von Millipore oder
SuperSignal-West-Femto-Chemiluminescent-Substrate von Thermo Scientific verwendet
und die Detektion am Lumineszenz-Reader am Institut fur medizinische Mikrobiologie und

Hygiene der Universitat Lubeck durchgefihrt.
2.3.4 Western Blot zum Nachweis von O-GIcNAc-Transferase

Fir den Nachweis von OGT in den Zellextrakten von HT-22 und HEK 293 Zellen wurde der
Antikdrper DM-17 von Sigma verwendet. Die Zellextrakte wurden tber 10%ige oder
12%ige SDS-Polyacrylamid-Gele aufgetrennt und die Proteine mit 1-fach Blot-Puffer fir
60 min bei 180 mA und max. 15V auf 0,2 um Nitrocellulose-Membranen geblottet.
AnschlieBend wurde die Membran in TBS-T gewaschen, die Banden mit Ponceau-S gefarbt,
dokumentiert und durch zweimaliges waschen mit TBS-T wieder entfarbt. Die Blockierung
der freien Bindungsstellen wurde mit 5 % Milchpulver in TBS-T fur 1 h bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die Verdinnung des DM-17 Antikorpers wurde in VVorversuchen ermittelt und
betrug 1:1200 in TBS-T. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4 °C. Mit dem sekundéren
Ziege-anti-Hase-HRP-gekoppelten Antikorper wurde fur 1 h bei Raumtemperatur in einer
Verdinnung von 1:5000 in TBS-T inkubiert. Die colorimetrische Detektion mittels des Opti-
4CN-Detection-Kit von Biorad wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.3.5 O-GIcNAcylierungsversuche mit Tau-K32-wt
2.3.5.1  Herstellung von funktionalen Zellextrakten

Der hier beschriebene generelle Ablauf fur die Herstellung von funktionalen Zellextrakten
wurde fir alle Zellextrakte verwendet, in denen die Proteine stabil erhalten bleiben sollten.

Im Ergebnisteil wird jeweils angegeben, ob das generelle Verfahren geandert wurde.

Zunéchst wurden die Zellen vom Flaschenboden der Zellkultur-Flasche geldst, HT-22 Zellen
durch Klopfen, HEK 293 Zellen durch Trypsinieren. AnschlieRend wurde eine
Zellzahlbestimmung durch Vitalfarbung mit Trypan Blau und Auszéhlung in einer Neubauer
Zahlkammer durchgefuhrt. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und das
erhaltene Zellpellet wurde in 1 mL PBS, welches verschiedene Konzentrationen von
Protease Inhibitor und PUGNAC enthielt resuspendiert. Die Zellen wurden auf Eis mittels
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Ultraschall aufgeschlossen. Die Zellbestandteile und die Zellmembranen wurden durch
Zentrifugation bei 16100-g fiir 30 min bei 4 °C voneinander separiert. Der Uberstand, jetzt
als funktionaler Zellextrakt bezeichnet, wurde abgenommen und fiir den jeweiligen Versuch
verwendet. Die funktionalen Zellextrakte wurden flr jeden Versuch frisch hergestellt.

2.3.5.2  O-GlcNAcylierung und Detektion mit Western Blot und NMR

Fur die Detektion der O-GIcNAcylierung mit Western Blot wurde aus sechs konfluent
gewachsenen T75 Kulturflaschen der funktionale Zellextrakt von HT-22 Zellen gewonnen,
die fir 18 h mit 20 uM PUGNAc im Wachstumsmedium inkubiert wurden. Die Gewinnung
des Extrakts wurde in PBS mit 1x Protease-Inhibitor und 20 uM PUGNACc durchgefihrt.

AnschlieRend wurden zwei, in Tabelle 2 aufgefiihrte, Inkubationsansitze mit Tau-K32-wt
durchgefihrt, um dieses enzymatisch zu O-GIcNAcylieren.

Die Reaktionen wurden jeweils nach 10 min und 1h gestoppt, indem 20 uL des
Reaktionsgemisches abgenommen, mit 20 pL 2x reduzierendem Probenpuffer vermischt und
bei 95°C fir 5min aufgekocht wurden. Anschlielend wurden zwei 12%ige
SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet um die Proteine aufzutrennen. Ein Gel wurde fir den
Nachweis von Tau-K32-wt, das andere fur den Nachweis der O-GIcNAcylierung mit WGA
Lektin verwendet. Die Durchfihrung der Western Blots ist unter Kapitel 2.3.1 und 2.3.2

beschrieben.

Tabelle 2: O-GlcNAcylierungsanséatze von Tau-K32-wt in HT-22 Extrakt

Ansatz 1 Ansatz 2

200 puL HT-22 Extrakt 200 puL HT-22 Extrakt

7,6 pL Tau-K32-wt [5,5 mg/mL] f.c. 3,8 uL Tau-K32-wt [5,5 mg/mL] f.c.
0,2 mg/mL 0,1 mg/mL

0,2 uL UDP-GIcNAc [1 M] f.c. 1 mM 0,2 uL UDP-GIcNAc [1 M] f.c. 1 mM

Fur die Detektion der O-GIcNAcylierung im NMR-Spektrum wurde aus zwei konfluent
gewachsenen T75 Kulturflaschen funktionaler Zellextrakt von HT-22 Zellen gewonnen. Die
Gewinnung des Extrakts wurde in PBS mit 1x Protease-Inhibitor und 20 uM PUGNACc

durchgefiihrt. AnschlieBend wurde vollstandig °>N-markiertes Tau-K32-wt, wie in Tabelle 3
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beschrieben, mit den Reaktionspartnern vermischt, in ein 3 mm-NMR-Réhrchen berfihrt

und NMR-Messungen durchgefihrt.

Um die O-GIcNAcylierung zeitlich verfolgen zu kénnen, wurden im Wechsel jeweils ein
'H-NMR-Spektrum mit WATERGATE Wasserunterdriickung und ein *H,">N-HSQC-NMR-
Spektrum bei 293 K und Deuterium lock aufgenommen. Der pl wurde manuell bestimmt.
Dabei wurden fir das *H-NMR-Spektrum 8 Durchgange mit jeweils 32768 Datenpunkten
und 4 dummy scans bei einer Akquisitionszeit von 2,18 Sekunden aufgenommen. Fir das
'H,"*N-HSQC NMR-Spektrum wurden 16 Durchgénge pro Inkrement mit einer Datenmatrix
von 2048 x 256 Datenpunkten, einer Relaxationszeit von 1,5 s, einer Akquisitionszeit von
0,137 s und 16 dummy scans aufgenommen. Die spektrale Weite in der Protonen-Dimension

wurde auf 15 ppm und 40 ppm in der **N-Dimension festgelegt.

Tabelle 3: O-GlcNAcylierungsansatz und Kontrollversuch von **N-markiertem Tau-K32-wt in HT-22 Extrakt

O-GIcNAcylierungsansatz Kontrolle

100 pL HT-22 Extrakt 100 pL HT-22 Extrakt

100 pL N Tau-K32-wt [10,4 mg/mL] f.c.

100 pL PBS
0,2 mg/mL
2,25 pL UDP-GIcNAc [20 mM] f.c. 20 uM | 2,25 pL. UDP-GIcNAc [20 mM] f.c. 20 uM
20,25 pL D,O 20,25 pL D,O

2,22 pL TSP in D,O [100 mM] f.c. 0,99 mM | 2,22 pL TSP in D,O [100 mM] f.c. 0,99 mM

2.3.6 De-GIcNAcylierung von Tau-K32-wt mit g-1-2,3,4,6-N-

Acetylglucosaminidase

Um im Vorhinein auszuschlieen, dass das in E. coli exprimierte Protein Tau-K32-wt
glycosyliert ist, wurde eine enzymatische De-GlcNAcylierung mit einer B-1-2,3,4,6-N-
Acetylglucosaminidase durchgefiihrt. Dafur wurden 9,5 pg Tau-K32-wt in 50 mM Natrium-
Phosphatpuffer, pH 5 mit 240 mU -1-2,3,4,6-N-Acetylglucosaminidase vermischt und fir
24 h bei 37 °C inkubiert. Von dieser Losung wurden zu den Zeitpunkten 10 min, 30 min,

1h, 4h, 8h und 24 h Proben abgenommen, die im Verhaltnis 1:2 mit 2x reduzierendem
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Probenpuffer gemischt und fir 5 min bei 95 °C aufgekocht wurden. Als Kontrollen wurden
Proben von Tau-K32-wt in PBS und Tau-K32-wt in 50 mM Natrium-Phosphatpuffer, pH 5
im Verhéltnis 1:2 mit 2x reduzierendem Probenpuffer gemischt und fir 5 min bei 95 °C
aufgekocht. Anschliefend wurden alle Proben auf zwei 15%ige SDS-Polyacrylamid-Gele
aufgetragen, getrennt und geblottet. Der Nachweis von Tau-K32-wt und der

O-GIcNAcylierung erfolgte wie unter Kapitel 2.3.1 und 2.3.2 beschrieben.

In einem parallelen Ansatz wurde Tau-K32-wt nach der Methode von Zachara (Zachara,
2009) de-GlIcNAcyliert. Dabei wurden leichte Anderungen bei der Zusammensetzung des
Reaktionspuffers vorgenommen. 11 ug Tau-K32-wt in PBS wurden in Verhdltnis 1:2 mit
2 % SDS vermischt und far 5 min bei 95 °C aufgekocht. Dieser Reaktionsansatz wurde 1:2
mit 80 mM Natrium-Citrat-Puffer, pH 4 mit 8 % Triton X-100, 1 pug/mL Trypsin-Inhibitor,
0,01 U/mL Aprotinin und 1x Protease Inhibitor Cocktail vermischt und ihm wurden 0,1 U
B-1-2,3,4,6-N-Acetylglucosaminidase zugesetzt. Dieser Ansatz wurde Uber 24 h bei 37 °C
inkubiert. Zu den Zeitpunkten 4h, 7h und 24 h wurden Proben abgenommen, die im
Verhdltnis 1:2 mit 2x reduzierendem Probenpuffer gemischt und fir 5 min bei 95 °C
aufgekocht wurden. AnschlieRend wurden alle Proben auf drei 12%ige SDS-Polyacrylamid-
Gele aufgetragen, getrennt und geblottet. Der Nachweis von Tau-K32-wt und der

O-GIcNAcylierung erfolgte wie unter Kapitel 2.3.1 und 2.3.2 beschrieben.
2.3.7 B-Eliminierung von Tau-K32-wt

Um eventuell vorhandene Zuckerketten an Tau-K32-wt abzuspalten wurde eine
B-Eliminierung nach Fukuda (Fukuda, 2001) durchgefuhrt. Dafur wurden 110 ug
Tau-K32-wt in DMSO, KOH und Ethanol gelost, sodass sich eine finale KOH Konzentration
von 0,17 M und ein Verhaltnis DMSO:H,0:Ethanol von 50:40:10 ergaben. Dieser Ansatz
wurde fur 1h bei 45°C im Wasserbad inkubiert und anschlieRend mit 0,4 M HCI
neutralisiert. Die Probe wurde anschlieend in der Vakuumzentrifuge bei 35 °C konzentriert
und bei -20 °C gelagert. Der Nachweis einer B-Eliminierung wurde mit Western Blots
erbracht. Dafiir wurde der Ansatz der B-Eliminierung in 2 unterschiedlichen Konzentrationen
im Verhéltnis 1:2 mit 2x reduzierendem Probenpuffer gemischt und fir 5 min bei 95 °C
aufgekocht. AnschlieBend wurden alle Proben (Ansatz [-Eliminierung, OVA
(Negativkontrolle), funktionaler Zellextrakt (Positivkontrolle) und unbehandeltes

Tau-K32-wt) auf zwei 12%ige SDS-Polyacrylamid-Gele aufgetragen, getrennt und geblottet.
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Der Nachweis von Tau-K32-wt und seiner moglichen O-GIcNAcylierung erfolgte wie unter

Kapitel 2.3.1 und 2.3.3 angegeben.
2.4 Synthese der CKII-Peptidderivate

Die Festphasenpeptidsynthesen nach Merrifield (Merrifield, 1963), sowie die Reinigung und
die Charakterisierung der Peptide mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurden am
Institut fur Organische Chemie, Fachbereich Chemie der Universitdt Hamburg durchgefiihrt. Die
beiden synthetisierten Peptide sind Derivate der a-Untereinheit des Casein Kinase Il Peptids,
welches als Kontrollpeptid bei in vitro O-GIcNAcylierungen verwendet wird (Kreppel and Hart,

1999). In Tabelle 4 sind die beiden Peptide, welche synthetisiert wurden, aufgefiihrt.

Tabelle 4: Bezeichnung und Sequenz der synthetisierten Peptide

Bezeichnung Sequenz
Biotin-Peptid Biotin-PEG-PGGSTPVSSANMM
N-Peptid PGGSTPVS® N)SANMM

2.4.1 Festphasenpeptidsynthese

Die automatisierte Festphasenpeptidsynthese wurde mit Hilfe des Syntheseroboters Liberty
durchgefuhrt. Das benétigte Rink-Amid-AM-Harz mit einer Belegung von 0,92 mmol/g
wurde Uber Nacht in DMF quellen lassen. Die verwendeten Aminoséaurederivate sowie das
Biotinderivat wurden in 0,2 M Ldsungen in DMF, der Aktivator TBTU in einer 0,5 M
Lésung in DMF und die Aktivatorbase DIPEA in einer 2 M Losung in DMF verwendet. Das
fur die Acetylierung der freien Aminogruppen verwendete Essigsdureanhydrid wurde in
einer 10%igen Loésung in DMF eingesetzt. Die Abspaltung der Fmoc-Gruppen fand mit einer
20%igen Piperidinlésung in DMF statt. Die Aminosaurederivate und das Biotinderivat
wurden bei 75°C und 25 Watt fir 300 s gekuppelt. Alle Kupplungen wurden doppelt
durchgefihrt. Anschliefend wurden die Peptide manuell vom Harz abgespalten.

2.4.2 Abspaltung der Peptide vom Harz

Das Harz wurde in eine Glasfritte Uberfihrt und das DMF wurde entfernt. Anschlief3end
wurde eine frisch angesetzte Abspaltlosung aus TFA/TIPS/H,O im Verhéltnis 95:5:2 zum
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Harz gegeben und 90 min geschittelt. Die Losung wurde in einen Kolben Uberflhrt, der
Abspaltvorgang wiederholt und die Lésung in denselben Kolben dberfiihrt. Das in der
Losung vorhandene TFA wurde am Olpumpenvakuum entfernt. Der Riickstand wurde in
H,O aufgenommen, im Ultraschallbad homogenisiert, bei -80 °C eingefroren und
anschlieRend lyophilisiert. Das Lyophilisat bildet das Rohprodukt, welches zur Vorreinigung

einer Etherextraktion (Kapitel 2.4.3) unterzogen wurde.
2.4.3 Etherextraktion

Das Rohprodukt wurde in Diethylether homogenisiert und die Suspension fir 4 min bei
4000-g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das erhaltene Pellet in H,O geldst und
anschlie3end lyophilisiert. Das erhaltene Lyophilisat wurde fiir die Reinigung per RP-HPLC
(Kapitel 2.4.4) verwendet.

2.4.4 Reinigung der Peptide mit RP-HPLC

Die Reinigung beider Peptide erfolgte mittels RP-HPLC mit einer praparativen C18 S&ule
und einer Flussgeschwindigkeit von 22 mL/min. Das Rohprodukt wurde mit einer
Endkonzentration von 36-39 mg/mL in Laufmittel A (95 % H,O /5 % MeCN /0,1 % TFA)
gelost und durch einen Spin Tube zentrifugiert. Fir die Gradientenlaufe wurden die
Laufmittel A und B (95 % MeCN / 5 % H,0 / 0,1 % TFA) verwendet. Die erste Reinigung
erfolgte bei beiden Peptiden nach Methode 1.

Methode 1: 30 min 100 % A /0% B nach 50 % A /50 % B
34 min 50% A /50 % B nach 0% A/100 % B
36 min 0% A/100 % B
40 min 0% A/100 % B nach 100% A/0% B

Zur weiteren Reinigung wurde das Biotin-Peptid nach Methode 2 und das *°N-Peptid nach

Methode 3 gereinigt.

Methode 2: 40 min 100% A/0%Bnach70% A/30% B
44 min 70% A/30% B nach 0% A/100 % B
46 min 0%A/100% B
50 min 0% A/100 % B nach100% A/0% B
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Methode 3: 40 min 100% A/0%Bnach75% A/25%B
44 min 75% A/25%Bnach 0% A/100% B
46 min 0%A/100% B
50 min 0% A/100 % B nach 100% A/0% B

Nach der HPLC-Reinigung wurden die einzelnen Fraktionen gesammelt und mit MALDI-
TOF-MS identifiziert.

2.4.5 Charakterisierung der Peptide mittels MALDI-TOF-

Massenspektrometrie

Fur die Charakterisierung der Peptidmasse wurde MALDI-TOF-Massenspektrometrie
angewendet. Dabei wurde fur das Biotin-Peptid eine CCA-Matrix (a-Cyano-4-hydroxy-
zimtsaure) und fiir das °N-Peptid eine FA-Matrix (Ferulasiure) verwendet. Zunachst
wurden 0,5 pL der jeweiligen Matrix auf den Probenteller gegeben. Nach der Trocknung der
Matrix wurden 0,5 pL der jeweiligen zu analysierenden Fraktion aus der HPLC-Reinigung
aufgetropft. Die Messungen erfolgten im positiven lonenmodus bei einer Attenuation

zwischen 35 und 50 dB mit 45 Laserpulsen.

2.4.6 Charakterisierung der Peptide mittels NMR-Spektroskopie

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung wurde an einem Bruker AVIII 500 NMR-
Spektrometer mit 5 mm TCI-Kryoprobenkopf mit z-Gradient durchgefuhrt. Die Peptidpulver
wurden in 100 mM Natriumacetatpuffer, pH 4,2 mit 0,1 mM TSP und einem H,O zu D,0O
Verhéaltnis von 9:1 aufgenommen, sodass die Peptidkonzentrationen bei 405 uM
(Biotin-Peptid) und 688 pM (*°N-Peptid) lagen. Fiir die Zuordnung der Signale wurden
'H-NOESY, 'H-COSY und 'H-TOCSY NMR-Spektren und fiir das *N-Peptid wurde
zusitzlich noch ein *H,”>N-HSQC-NMR-Spektrum aufgenommen. Alle Spektren wurden bei
298 K aufgenommen. Alle weiteren Parameter der aufgenommenen Spektren sind in

Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Parameter aller fiir die Charakterisierung der Peptide aufgenommen NMR-Spektren

Spektrum Puls- scans dummy Akquisitions- Datenpunkte spektrale
programm scans zeit Weite
H zgesgp 16 4 4.68s 65536 14 ppm
NOESY noesyesgpph 64 16 0.29s 4096 x 256 14 ppm
Ccosy cosydfesgpph 64 16 0.29s 4096 x 256 14 ppm
TOCSY mlevesgpph 64 16 0.29s 4096 x 256 14 ppm
'H,°N- hsqcetf3gpsi 16 16 0.136s 2048 x 256  'H:15ppm
HSQC bei >N: 40 ppm
>N-Peptid

2.4.7 Dot-Blot des Biotin-Peptid

Fur den Dot-Blot des Biotin-Peptids wurden ein Filterpapier und eine Nitrocellulose-
Membran in 1x Blot Puffer getrdnkt. AnschlieBend wurden je 5 pL unterschiedlicher
Verdinnungen des Biotin-Peptids in PBS langsam auf die Membran aufgetropft. Um zu
kontrollieren, ob der Dot-Blot funktioniert hat, wurden 2 puL Streptavidin-HRP verwendet.
Die Membran wurde 36 h bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wurde die Membran,
ohne vorher gewaschen zu werden, mit 3% BSA in 0,1% TBS-T fur 2h bei
Raumtemperatur blockiert. Das Uberschiissige BSA wurde zweimal 10 min mit 0,1 % TBS-T
und einmal 10 min im PBS abgewaschen. Die Inkubation der Membran mit Streptavdin-
HRP mit einer 1:3000 Verdinnung in PBS mit 1% BSA erfolgte fur 1h bei
Raumtemperatur. Anschliefend wurde die Membran dreimal 10 min mit PBS gewaschen
und colorimetrisch mit dem Opti-4CN-Detection-Kit von Biorad nach Herstellerangaben
entwickelt.

2.5 Nachweis einer O-GIcNAcylierung der CKII-Peptidderivate

Mit Hilfe der charakterisierten CKII-Peptidderivate sollte eine in vitro O-GIcNAcylierung
mit funktionalem Zellextrakt durchgefuhrt werden. Dafur wurden Zellextrakte beider

Zelllinien verwendet, die, wie Kapitel 2.3.5.1 beschrieben, hergestellt wurden. Falls
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Anderungen in der Vorgehensweise vorgenommen wurden, so sind diese im Ergebnisteil

beschrieben.
2.5.1 SDS-PAGE von Biotin-Peptid

Fur die SDS-Gelelektrophorese von Biotin-Peptid wurden 16,5 % Ready-Gel-Tris-Tricine-
Gele von BioRad verwendet. Die verwendeten Puffer und Ldsungen sind in Tabelle 6
aufgelistet. Als Proteinmarker wurden 7 pL des Precision Plus Dual Xtra Standard
Prestained von BioRad verwendet. Die Proben wurden bei konstanter Spannung von 100 V
fur 70 min aufgetrennt. Vor der einstindigen Farbung der Peptidbanden wurden diese
30 min in Fixierlosung fixiert. Die Entfarbung wurde so lange durchgefihrt, bis Banden
erkennbar waren. Wurden die Gele fir Western Blots verwendet, wurde keine Farbung

vorgenommen.
2.5.2 O-GlcNAcylierungsversuche mit *>N-Peptid und Biotin-Peptid

Hier wird der allgemeine Versuchsablauf beschrieben. Sollten Verédnderungen im Ablauf

vorgenommen worden sein, so sind diese an gegebener Stelle erwéhnt.

Fur die O-GIcNAcylierungsexperimente wurde funktionaler Zellextrakt von HT-22 oder
HEK 293 Zellen in verschiedenen Puffern hergestellt. AnschlieBend wurde jeweils fir
NMR-Messungen das *°N-Peptid und fiir einen Western Blot das Biotin-Peptid verwendet.
Die Inkubation wurde begonnen, indem das jeweilige Peptid in einer bestimmten
Konzentration sowie UDP-GICNAc im Uberschuss dem jeweiligen Zellextrakt zugegeben
wurde. Bei NMR-Messungen wurde die Probe sofort in den Magneten Gberfiihrt und bei
310 K gemessen. Das Biotin-Peptid wurde bei 37 °C inkubiert und zu bestimmten
Zeitpunkten wurden Proben genommen, die 1:2 mit 2x reduzierendem Probenpuffer versetzt

und bei 95 °C fur 5 min erhitzt wurden. Anschlieend wurde ein Western Blot durchgefiihrt.
2.5.3 Western Blot zum Nachweis des Biotin-Peptids mit Streptavidin-HRP

Hier wird nur die Methode beschrieben, die erfolgreich durchgefuhrt werden konnte.

Es wurde die Methode nach Rose (Rose et al., 2009), bei der eine Nitrocellulose-Membran
vor dem Blotting in 0,05 % Gelatine in MP-H,O fir 30 min bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend bei 55°C fir 1h getrocknet wurde, verwendet. Nach dem Blotting bei
konstanten 10 V, max. 180 mA fur 15 min wurden die Peptide fur 2,5 h bei 37 °C in 37 %

36



2. Material und Methoden

Formaldehyd fixiert, indem die Membran auf ein mit 1 mL 37 % Formaldehyd getranktes
Tuch gelegt und luftdicht verschlossen wurde. Anschliefend wurde die Membran in MP-
H,O rehydratisiert und mit PBS gewaschen. Die freien Bindungsstellen wurden mit 3 %
BSA in PBS fir 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Zum Nachweis des Biotins wurde mit an
HRP-gekoppeltem Streptavidin bei einer Verdlinnung von 1:3000 in PBS mit 1 % BSA fiir
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion erfolgte entweder colorimetrisch mittels
des Opti-4CN-Detection-Kit von Biorad nach Herstellerangaben oder mit Hilfe von
Chemolumineszenz. Dafir wurde entweder das Immobilon-Western-Chemiluminescent-
HRP-Substrate von Millipore oder SuperSignal-West-Femto-Chemiluminescent-Substrate
von Thermo Scientific verwendet und die Detektion am Lumineszenz-Reader am Institut fur

medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitat zu Libeck durchgefihrt.

2.5.4 Nachweis des Biotin-Peptids mittels Western Blot und monoklonalen
anti-O-GIcNAc Antikorpern

Der Nachweis einer O-GIcNAcylierung des Biotin-Peptids erfolgte wie in Kapitel 2.3.3
beschrieben. Fur die O-GIcNAcylierungsversuche 1 bis 9 wurde die Membran mit dem
monoklonalen anti-O-GIcNAc Antikdrper Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Fur den
O-GIcNAcylierungsversuch 10 wurde diese Inkubation fur 1h bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

2.5.5 NMR-Messungen des N-Peptids

Fur den Nachweis einer O-GIcNAcylierung mittels NMR Spektroskopie wurden Uber eine
Gesamtmesszeit zwischen 20-24 h *H-NMR- und *H,”>N-HSQC-NMR-Spektren im Wechsel
aufgenommen. Dabei wurde fir das *H-NMR-Spektrum zur Wasserunterdriickung eine
WATERGATE Sequenz verwendet. Es wurden 16 Durchgdnge mit jeweils 32768
Datenpunkten und 4 dummy scans bei einer Akquisitionszeit von 2,18 Sekunden
aufgenommen. Die spektrale Weite betrug 15 ppm. Fir das *H,”N-HSQC NMR-Spektrum
wurden 8 oder 16 Durchgdnge pro Inkrement mit einer Datenmatrix von 2048 x 256
Datenpunkten, einer Relaxationszeit von 1,5s, einer Akquisitionszeit von 0,137 s und
16 dummy scans aufgenommen. Die spektrale Weite in der Protonendimension wurde auf

15 ppm und 40 ppm in der **N-Dimension festgelegt.
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2.6 Gerate und Chemikalien

2.6.1 Puffer und Ldsungen

Tabelle 6: Verwendete Puffer und Losungen in alphabetischer Reihenfolge

Puffer / Losung

Herstellung

Konzentration

1x Blot-Puffer

Ix TBS-T

10 % SDS

10x Blot-Puffer

10x TBS

100mM Na-Phosphatpuffer, pH 7

2x reduzierender Probenpuffer

2x reduzierender Probenpuffer fir

Tris-Tricin Gele

2 % Tween 20

100 mL 10x Blot-Puffer
200 mL Methanol

ad 1000mL MP-H,0
100 mL 10x TBS

1 mL Tween 20

ad 1000 mL MP-H,0
10 g SDS

ad 100 mL MP-H,0
30,3 g Tris base

144 g Glycin

ad 1000 mL

24,2 g Tris (OH-Form)
80 g NaCl

25 mM Tris
192 mM Glycin
20% Methanol
20 mM Tris
136 mM NacCl
0,1 % Tween 20

in ca. 800 mL MP-H,0 lésen, pH mit 37 %
HCI auf 7,8 einstellen, warten bis Puffer
abgekuhlt ist, dann pH auf 7,5 einstellen

ad 1000 mL MP-H,0
2.949 g NaH,PO, 2H,0
5.518 g Na,HPO, 2 H,0
1,2 ml Glycerin (100 %)
1,2 ml Sammelgel-Puffer

3 mL 10 % SDS

0,5 mL 2-Mercaptoethanol
10 mg Bromphenol Blau

3 g Harnstoff

ad 10 mL MP-H,0O

1,2 mL Tris-HCI 500mM, pH 6,8
0,6 mL 10 % SDS

1,2 mL 100 % Glycerin
mischen, 980 pL abnehmen
20 pL 2-Mercaptoethanol

2 mL Tween 20

ad 100 mL PBS

12 % Glycerin

3 % SDS

200 mM Tris-HCI
2 % SDS
40 % Glycerin

2% 2-
Mercaptoethanol
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20 % APS

3% BSA

5x Laufpuffer

5x Laufpuffer fur Tris-Tricin Gele

5 % Milchpulver

500mM Tris-HCI, pH 6,8

80mM Natrium-Citrat-Phosphat
Puffer, pH 4

Entfarbeldsung fir Tris-Tricin Gele

Farbelésung fur Tris-Tricin Gele

Fixierlésung fur Tris-Tricin Gele

PBS

PBS-T

2 g APS
ad 10 mL MP-H,0O

1,59 BSA

ad 50 mL TBS-T

30,27 g Tris (OH-Form)

144,14 g Glycin

59 SDS

ad 1000 mL MP-H,0, pH nicht einstellen
18,75 g Tris

27,75 g Tricin

1,55 g SDS

ad 310 mL MP-H,0

pH ~8,3 (nicht einstellen)

500 mM Tris
500 mM Tricin
1% SDS

2,5 g Milchpulver

ad 50 mL TBS-T

6,06 g Tris base

ad 90 mL MP-H,0O

pH auf 6,8 mit 37 % HCI einstellen
ad 100 mL MP-H,0

19,3 mL 0,2 mol/L Na,HPO,

30,7 mL 0,1 mol/L Zitronensdure
ad 100 mL MP-H,0

10 % Essigsaure

90 % MP-H,0

0,025 % (w/v) Coomassie Blue G-250
10 % Essigsaure

90 % MP-H,0

40 % Methanol

10 % Essigsaure

50 % MP-H,0

8 g NaCl

0,2 g KClI

0,2 g KH,PO,

1,26 g Na,HPO, 2 H,0

ad 1000 mL MP-H,0

pH 7,2 -7,4 mit 0,1 M HCI einstellen
500 pL Tween 20

ad 1000 mL PBS

137 mM
2,683 mM
1,47 mM
9,26 mM

0,05 % Tween 20
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Sammelgel-Puffer 18,1 g Tris (OH-Form) 15M
ad 100 mL MP-H,0
pH 6,8 mit 6 M HCI einstellen (nie KOH
oder NaOH verwenden)
Trenngel-Puffer 18,1 g Tris (OH-Form) 15M
ad 100 mL MP-H,0
pH 8,8 mit 6 M HCI einstellen (nie KOH
oder NaOH verwenden)
2.6.2 Zusammensetzung von SDS-Polyacrylamid-Gelen
Tabelle 7: Vorschrift zur Herstellung von SDS-Polyacrylamid-Gelen
Trenngel Sammelgel
10 % 12 % 15% 6 %
Bisacrylamid 30:1 3333 uL 4000 pL 5000 pL 1000 pL
Trenngel-Puffer 2500 pL 2500 pL 2500 pL -
Sammelgel-Puffer - - - 1250 pL
MP-H,0 3867 pL 3200 pL 2200 pL 2580 pL
10 % SDS 100 pL 100 pL 100 pL 50 pL
87 % Glycerin 200 pL 200 pL 200 pL 100 pL
20 % APS 50 pL 50 pL 50 pL 25 uL
Bromphenol Blau - - - 2 Tropfen
TEMED 10 pL 10 pL 10 pL 10 pl
2.6.3 Gerate
Tabelle 8: Verwendete Geréte
Gerat Geratetyp Hersteller
Autoklav ELV 3850 tuttnauer Systec
Laboklav HSP
Brutschrank IR Autoflo CO, water-jacketed incubator Nuaire
Bench Labguarde NU-440-400E Class Il Biological Safety Nuaire
Cabinets
Fotoapparat Powershot A95 Canon
Gefriertrocknungsanlage Beta A Christ
Alpha 1-2 LD plus Christ
HPLC 1200 series Agilent technologies
MALDI-TOF-MS Biflex 111 Bruker Daltonics
Microwellen Synthesizer Liberty CEM
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Mikroskop
Mikrowaage
NMR 500 MHz

Reinstwasseranlage
SDS-PAGE Vorrichtung
Western Blot

Zentrifugen

Axiovert 25 Zeiss

MC 210 S Sartorius
Bruker Avance DRX 500 mit TCI-Kryoprobenkopf Bruker
Bruker Avance I11 500 mit TCI-Kryoprobenkopf

Mini Protean 3 BioRad
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell BioRad
Centrifuge 5810 Eppendorf
Centrifuge 5415D Eppendorf

Heraeus Pico 17 Centrifuge

Thermo Electron

Corporation

2.6.4 Chemikalien

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

[1-13C]-D-Glucose
2-Mercaptoethanol

32%-ige HCI

37% Formaldehyd

Acetonitril (HPLC for gradient analysis)
Albumin Standard (BSA)
Ammoniumpersulfat

Aprotinin

BCA-Assay Kit

Broad range, prestained Marker
Bromphenol Blau Natriumsalz
BSA (Alpha bovine section V)
Calciumchlorid Dihydrat
Chloroform p.a.

Coomassie Blue G-250; Coomassie Brilliant Blue R

D-(+)-Glucose, wasserfrei
Deuteriumoxid

Diethylether

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphoshat Dihydrat
DIPEA

Dithiothreitol

DMEM high glucose, with L-Glutamine

Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
Sigma
Roth
Sigma
Acros
Pierce
Sigma
Fluka
Pierce
Biorad
Sigma
Serva
Merck
Fluka
Sigma
Merck
Euriso-Top
Merck

Iris Biotech
Serva
Merck

Iris Biotech
Gerbu
PAA
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DMEM without glucose, without L-Glutamine
Essigsaure, 100% p.a.

Essigsdaureanhydrid

Ethanol

Ethanol abs.

Ethylendinitrilotetraessigséure Dinatriumsalz Dihydrat
FCS (Fetal Bovine Serum)

fmoc-Ala

fmoc-Gly

fmoc-L-Asn(Trt)-OH

fmoc-Met

fmoc-Pro

fmoc-Rink-Amid-AM-Harz
fmoc-Ser(tBu)-OH

Fmoc-Thr(tBu)-OH

fmoc-Val

Gelatine (Difco-TM-Gelatin)

Glycerin

Glycin

Harnstoff
Immobilon-Western-Chemiluminescent-HRP-Substrate
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumhydroxid, Pl&tzchen, wasserfrei
L-Glutamin

L-Ser-N-fmoc,o-tert-butylether (15N, 98%)
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid Hexahydrat
Mangan-(I1)-chlorid Tetrahydrat

MB Tag-Polymerase

Methanol
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-glycin (Tricin)
Natriumacetat, wasserfrei

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumpyruvat-Lésung 100 mM
N-Biotinyl-NH-(PEG)2-COOH.DIPEA
Opti-4CN Detection Kit

PAA

Roth

Merck

Roth

Merck

Merck
Biochrom AG
ABCR
ABCR

Iris Biotech
ABCR
ABCR

Iris Biotech
Merck

Nova Biochem
Sigma
Beckton Dickinson
Roth

Sigma

Gerbu
Millipore
Sigma

Sigma

Merck

Merck
Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
Sucofin
Merck

Merck
Minerva Biolabs
Promochem
Merck

Roth

Merck

Merck

Roth

Merck

Sigma

PAA

Merck

Biorad
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Ovalbumin (Egg Whites)

Perchlorsdure

Piperidin

Poly-L-Ornithin Hydrobromid

Ponceau-S

Precision Plus Dual Xtra Standard Prestained

Protease-Inhibitor (Complete (TM), EDTA free)

PUGNAC (O-(2-Acetamido-2-deoxy-D-
glucopyranosylidene)amino-N-phenylcarbamat)

Rotenon

Roti-Blue Coomassie

Rotiphorese Gel 40; Acrylamid
SuperSignal-West-Femto-Chemiluminescent-Substrate
TBTU

Trifluoressigséure

Triisopropylsilan

Tris base

Triton X 100

Trypan Blau

Trypsin-EDTA (1:250) (1x)
Trypsin-Inhibitor

TSP

Tween 20

UDP-GIcNAC

Venor®GeM Mycoplasma Detection Kit
B-1-2,3,4,6-N-Acetylglucosaminidase

Sigma

Fluka

Iris Biotech
Sigma-Aldrich
Serva

Biorad

Roche

Toronto Research Chemicals Inc.

Calbiochem
Roth

Roth

Thermo Scientific
Iris Biotech
Merck

Acros

ICN

Fluka

Gibco

PAA

Sigma

Aldrich

Sigma

Sigma

Minerva Biolabs
Calbiochem

2.6.5 Materialien

Tabelle 10: Verwendete Chemikalien

Material Produkt Hersteller
Kanilen B.Braun
Kryoréhrchen
Kulturflaschen T-75 flr adherante Zellen, 250 mL Sarstedt
NMR-Réhrchen ST500-7 Standard Series 5 mm-NMR Tube Norell

3mm match

Petrischalen 10 cm, fiir adhérente Zellen Sarstedt
rp-Séule (préparativ) VP 250/21 Nucleodur C18 Isis Macherey und Nagel
serologische Pipetten wattiert, pyrogenfrei, 5 mL, 10 mL, 25 mL Saarstedt
Spin Tubes SpinX tubes (0.22 um Celluloseacetat) CoStar
Spritzen B.Braun
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Spritzenfilter
Tris-Tricin Gele

Western Blot Membran

Rotilaboé-SpritzenfiIter, steril, 0,22 um
16,5 %, 10-20 %

Nitrocellulose, 0,2 um

Roth
BioRad
Schleicher & Schiill

2.6.6 Proteine und Antikorper

Tabelle 11: Verwendete Proteine und Antikorper

Produkt

Hersteller / Lieferant

Konzentration und Puffer

Tau-K32-wt

Tau-K32-wt 15N

K9JA (polyclonal rabbit anti
human Tau )

DM-17 (polyclonal rabbit anti
human/rat/mouse OGT)
18B10.C7(3)

9D1.E4(10)

1F5.D6(14)

Streptavidin-HRP Conjugate, high
sensitivity

WGA Lektin

Arbeitsgruppe E. Mandelkow,
exprimiert in E. coli
Arbeitsgruppe E. Mandelkow,

exprimiert in E. coli

Dako

Sigma

Arbeitsgruppe Dr. G.-J. Boons
Arbeitsgruppe Dr. G.-J. Boons
Arbeitsgruppe Dr. G.-J. Boons

Thermo Scientific

Sigma

5,5mg/mLinPBS, pH 7,4, 1 mM DTT

10,4 mg/mL in PBS, pH 7,4, 1 mM
DTT

6,2 mg/mL in 0,1 mol/L NaCl, 15
mmol/L NaN3

1,2 mg/mL in 0.01 mol/L PBS, pH 7.4,
15 mmol/L NaN;

0,86 mg/mL in PBS, pH 7,4

0,59 mg/mL in PBS, pH 7,4

0,97 mg/mL in PBS, pH 7,4

1,1 mg/mL

1 mg/mL in PBS, pH 7,4
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung von UDP-GIcNAc als NMR-detektierbarer metabolischer
Marker

In vorangegangenen Arbeiten (Gallinger, 2008) konnte gezeigt werden, dass HT-22 Zellen
[1-*C]-D-Glucose aufnehmen und metabolisieren. Diese Verstoffwechselung der
3C-markierten Glucose wurde zum einen durch Beobachtung der Glucosekonzentration im
Medium durchgefihrt. Zum anderen wurden H,**C-HSQC-NMR-Spektren von
Zellextrakten aufgenommen, die deutlich zeigten, dass sich Metabolite der HT-22 Zellen
nach einer vierstiindigen Inkubation mit [1-'3C;]-D-Glucose darstellen lassen. AuRerdem
konnten diese Metabolite anhand einer Referenzbibliothek (Gallinger, 2008) und den Daten
der Human Metabolome Database (Wishart et al., 2007) identifiziert werden. Diese Arbeit
zu Grunde legend, wurde der Metabolismus der HT-22 Zellen gestort und die Auswirkungen
auf die Zusammensetzung der Metabolite beobachtet. Daflr wurden die Inhibitoren
Natriumazid und Rotenon gewéhlt. Bei beiden Substanzen handelt es sich um Inhibitoren der
Atmungskette, wobei unterschiedliche Komplexe inhibiert werden. Natriumazid hemmt
kompetitiv die O,-Bindungsstelle des Komplex IV der Atmungskette und Rotenon inhibiert
die NADH-Dehydrogenase (Komplex | der Atmungskette) (Berg et al., 2002). Dariber
hinaus wurde in weiterfihrenden Experimenten beobachtet, ob die Verénderungen, die im
Metabolismus der Zellen beobachtet werden konnten, anhand eines einzigen Molekiils
beschrieben werden kdnnen. Aufgrund seiner auBergewdhnlich hohen Konzentration und
seiner wichtigen Rolle als Substrat verschiedenster Reaktionen, wurde Uridindiphosphat-
N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAC) als geeigneter Kandidat gewahlt. UDP-GIcNAc kommt
in einigen Zellen in einer ahnlich hohen Konzentration wie ATP vor (Wice et al., 1985).
Zudem liefert UDP-GIcNAc die GIcNAc-Einheit fir O- und N-Glycosylierungen, ist
Vorléaufer fur die Synthese von Neuraminsdure und ist Substrat fur O-GIcNAcylierungen.
Daher handelt es sich bei UDP-GICNAc um einen sehr gut geeigneten Kandidaten zur
Etablierung eines metabolischen Markers. Darliber hinaus wurden diese Experimente, die
mit der neuronalen HT-22 Zelllinie durchgefiuhrt wurden, auf die HEK 293 Zelllinie
ubertragen.
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3.1.1 Bestimmung der maximalen nicht-toxischen Konzentrationen von

Natriumazid und Rotenon

Um den Metabolismus der HT-22 und HEK 293 Zellen zu beeinflussen, wurden die
Inhibitoren Natriumazid und Rotenon gewéhlt. Bei beiden handelt es sich um Inhibitoren der
Atmungskette, wobei Natriumazid Komplex IV und Rotenon Komplex I inhibiert. Fir die
Experimente sollte der jeweilige maximale Effekt des Inhibitors betrachtet werden, ohne
aber die Zellen in ihrer Zellzahl und Morphologie zu beeintrachtigen. Daher wurden die
Zellen, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, verschiedenen Konzentrationen des jeweiligen
Inhibitors ausgesetzt, deren Morphologie wahrend der Inkubation beobachtet und
anschlieend durch eine Vitalfarbung mit Trypan Blau die lebenden und toten Zellen
ausgezahlt. Zunéchst wurde die maximale Natriumazidkonzentration fur eine Inkubation der
HT-22 Zellen von 4 h bestimmt, da die Inkubationsversuche in Anlehnung an vorherige
Experimente (Gallinger, 2008) durchgefiihrt wurden. Spétere Inkubationsversuche wurden
sowohl mit den HT-22 Zellen als auch mit den HEK 293 Zellen tber einen Zeitraum von
24 h mit beiden Inhibitoren durchgefiihrt.

3.1.11 HT-22 Zellen

Zunéchst wurde eine maximal vertragliche Natriumazidkonzentration bestimmt. Daflr
wurde die Morphologie der HT-22 Zellen, wahrend sie mit verschiedenen
Natriumazidkonzentrationen inkubiert wurden, beobachtet und anschlielend die Anzahl der
lebenden und toten Zellen durch eine Vitalfarbung mit Trypan Blau bestimmt. In
Abbildung 7 ist die Anzahl dieser Zellen nach vierstiindiger Inkubation mit verschiedenen
Natriumazidkonzentrationen dargestellt. Dabei schwankte der Anteil der lebenden Zellen
zwischen 69% und 82%. Der Anteil an lebenden Zellen bei der hdchsten
Natriumazidkonzentration betrug 77 %. Die Morphologie der Zellen anderte sich unter
Einfluss der verschiedenen Natriumazidkonzentrationen nicht. In Abbildung 7 ist
représentativ die Morphologie der Zellen zu den Zeitpunkten Oh, 2h und 4 h bei der
Kontrolle (0 mM Natriumazid) sowie bei einer Inkubation mit 1 mM und 10 mM
Natriumazid dargestellt. Die Zellen, die mit Natriumazid inkubiert wurden, zeigten keine
morphologische Auffélligkeiten wahrend der Inkubation. AuBerdem unterschied sich ihre
Morphologie verglichen mit der Kontrolle zu keinem Zeitpunkt. Da der Anteil an lebenden

Zellen mit einer Erhéhung der Inhibitorkonzentration nicht abnahm und die Morphologie der
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Zellen sich nicht von der der Kontrollzellen unterschied, wurde eine maximale

Natriumazidkonzentration von 10 mM flr die weiteren Experimente gewahlt.

Fir die 24-stiindigen Inkubationen wurde ohne vorherige Konzentrationsreihe ebenfalls eine
Natriumazidkonzentration von 10mM  verwendet. Wahrend allen  spéteren
Inkubationsversuchen wurde die Morphologie der Zellen beobachtet und abschlieRend
entweder der Gesamtproteingehalt oder die Zellzahl bestimmt. Dabei kam es zu keinen

Verénderungen im Vergleich zur Kontrolle.

Abbildung 7: Auswertung der
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Rotenon wurde nur in Inkubationen von 24 h eingesetzt. In Abbildung 8 sind die Anzahl der
lebenden HT-22 Zellen sowie deren Morphologie dargestellt. Die Anzahl der toten Zellen
konnte nicht bestimmt werden, da eine Inkubation mit Rotenon zu diffusen, Trypan-Blau-
positiven Zellaggregaten fuhrte (Abbildung 8, Rotenonkonzentrationen 0,25 uM und 2,5 uM
zu den Zeitpunkten 1 h bis 24 h). Die Auswertung zeigt, dass die Zellzahl mit steigender
Rotenonkonzentration abnahm.
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Aullerdem konnte durch die Beobachtung der Morphologie der Zellen gezeigt werden, dass
schon bei einer Rotenonkonzentration von 0,25 uM nach einer Inkubation von 1h
Zellaggregate entstanden. Erst bei der getesteten Rotenonkonzentration von 0,05 uM wiesen
die Zellen in ihrer Morphologie keine Unterschiede zur Kontrolle auf. Aufgrund dieser

Ergebnisse wurde eine maximale Rotenonkonzentration von 0,05 uM gewdéhit.
3.1.1.2 HEK 293 Zellen

Bei der Bestimmung der fir die HEK?293 Zellen maximal vertrdglichen
Natriumazidkonzentration schwankte der Anteil der toten Zellen bei unterschiedlichen
Inkubationsbedingungen sehr (Abbildung 9). Da der Anteil toter Zellen bei einer
Natriumazidkonzentration grofler 1 mM wieder abnahm, wurde in Anlehnung an die
maximal vertrdgliche Natriumazidkonzentration der HT-22 Zellen eine maximale
Konzentration von Natriumazid von 10mM fir eine 24-stindige Inkubation der
HEK 293 Zellen gewéhit.
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Abbildung 9: Natriumazidkonzentrationsreihe mit HEK 293 Zellen (iber 24 h. Vergleich der Anteile lebender

(grau) und toter (weiB) HEK 293 Zellen nach 24 h Inkubation mit verschiedenen Natriumazidkonzentrationen.

Fur die maximale Rotenonkonzentration wurde ohne Konzentrationsreihe eine
Konzentration von 50 nM gewahlt. Durch die Beobachtung der Morphologie der HEK 293
Zellen wéhrend der Inkubationsversuche und der anschlieBenden Zellzahlbestimmungen
konnte festgestellt werden, dass diese Konzentration keine Auswirkungen auf die Zellzahl

und Morphologie der Zellen hat, verglichen mit den Kontrollen.
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3.1.2 Auswirkungen von Natriumazid auf den Metabolismus der HT-22 Zellen

bei vierstiindiger Inkubation

Fur die folgenden Inkubationsversuche, die in Anlehnung an vorangegangene Arbeiten
durchgefuhrt wurden (Gallinger, 2008), wurden HT-22 Zellen fur vier Stunden mit und ohne
Natriumazid in Medium mit *3C-markierter Glucose inkubiert und die Metabolite
anschlieend mit Hilfe der Perchlorsaureextraktion (vergleiche Kapitel 2.2.1.3) extrahiert.
Von diesen Zellextrakten wurden *H,*C-HSQC-NMR-Spektren aufgenommen. Vergleicht
man Spektren von Zellextrakten ohne Beeinflussung des Metabolismus mit Zellextrakten,
die mit Natriumazid inkubiert wurden, so lasst sich im Uberblick feststellen, dass sich die
Zusammensetzung der detektierbaren Metabolite veréndert. In den vergroBerten
Ausschnitten der Spektren (Abbildung 10) wird deutlich, dass Aspartat und Acetat nach der
Inkubation mit Natriumazid nicht mehr detektierbar waren und sich die Signalintensitat der
Metabolite Alanin und Glutamat verringerten. Das Signal von Laktat bei 1,33 ppm hingegen

nahm an Intensitat zu.
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N-Acetylgruppe von b i
UDP-GIcNAC &) L 20
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° & Laktat :
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Abbildung 10: Ausschnitt aus ‘H,**C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten nach 4 h Inkubation.

Schwarz: Inkubation ohne Beeinflussung des Metabolismus; Rot: Inkubation mit 10 mM Natriumazid.

Uber Metabolite des Citratzyklus oder aktivierte Zucker lieBen sich allerdings keine
Aussagen treffen, da diese weder in Spektren von Zellextrakten ohne Beeinflussung des
Metabolismus noch in Spektren von Zellextrakten nach Beeinflussung des Metabolismus

detektierbar waren.
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Die Inkubation mit Natriumazid beeinflusste auch die Glucose- und Laktatkonzentration im
Inkubationsmedium. Durch die in Kapitel 2.2.3.1 beschriebene Vorgehensweise konnten die
Glucose- und Laktatkonzentrationen NMR-spektroskopisch bestimmt werden. Durch eine
anschlieRende Normierung dieser Werte auf den Proteingehalt (vergleiche Kapitel 2.2.1.4)
wurden Raten fur die Glucoseaufnahme und die Laktatabgabe der HT-22 Zellen bestimmt.
Die Laktatabgaberate der HT-22 Zellen lag ohne Beeinflussung des Metabolismus bei
1,36 + 0,03 pmol Laktat/h/mg Protein. Wurden die Zellen mit Natriumazid inkubiert, stieg
die Laktatabgaberate auf 2,00 £ 0,05 pumol Laktat/h/mg Protein an. Die Messungen fir die
Glucoseaufnahme der Zellen schwankten untereinander sehr stark, sodass keine Aussagen

getroffen werden konnten.
3.1.3 Identifizierung von UDP-GIcNACc in Zellextrakt

Wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben, war es moglich, Unterschiede in den *H,"*C-HSQC-NMR-
Spektren von HT-22 Zellextrakten, die mit und ohne den Inhibitor Natriumazid inkubiert
wurden, zu detektieren. Diese Anderungen in der Metabolitenzusammensetzung lieRen auf
einen veranderten Metabolismus der HT-22 Zellen schliel}en. Da die Synthese des Molekiils
UDP-GIcNAc von verschiedenen Stoffwechselwegen in der Zelle abhéngt, sollte untersucht
werden, ob Verdnderungen dieser Stoffwechselwege Auswirkungen auf die Synthese von
13C-markiertem UDP-GIcNAc haben. UDP-GIcNAc ist ein wichtiges Vorlaufersubstrat
sowohl fur N- und O-Glycosylierungen, die O-GIcNAcylierung als auch die Sialylierung.
Neben ATP ist UDP-GIcNAC einer der am haufigsten vorkommende Metabolite in Zellen
(Wice et al., 1985). Daher ist UDP-GIcNAc potentiell gut dafiir geeignet als metabolischer

Marker verwendet zu werden.

Zunachst musste dafur aber gezeigt werden, dass HT-22 Zellen UDP-GICNAC in

ausreichender Menge bilden, um es NMR-spektroskopisch in Zellextrakten nachzuweisen.

In Protonenspektren eines Zellextrakts der HT-22 Zellen, der ohne *C-Markierung
gewonnen wurde (Abbildung 11, schwarze Spektren), konnte das charakteristische
Doppeldublett des H1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAcC bei 5,52 ppm *H-chemischer
Verschiebung nachgewiesen werden. Die Identifizierung des Signals der Protonen der
N-Acetylgruppe der GlcNAc-Einheit bei 2,08 ppm war auf Grund der Uberlagerung mit
anderen Signalen nicht mdglich. Um eindeutig nachzuweisen, dass UDP-GICNAC im
Zellextrakt vorhanden war, wurde derselbe Zellextrakt mit einer konzentrierten

UDP-GIcNAc-LOsung versetzt, um zu bestimmen, welche Signale sich dadurch verstérken
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(Abbildung 11, grune Spektren). Wie in Abbildung 11 dargestellt, konnte dadurch eindeutig
geklart werden, dass UDP-GIcNAc im Zellextrakt vorhanden ist, da das Signal des H1 der
GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAC bei 5,52 ppm verstarkt wurde. Auflerdem war es dadurch
moglich das Signal der Protonen der N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAc bei 2,08 ppm zu

identifizieren.

N-Acetylgruppe
C1-Proton von von UDP-GIcNAc
UDP-GIcNAC

5,5 55 5,45 2 15 2,10 2,05
& [ppm]

Abbildung 11: Ausschnitte aus Protonenspektren von HT-22 Zellextrakten, links: charakteristisches
Doppeldublett des H1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAcs bei 5,52 ppm, rechts: N-Acetylgruppe von
UDP-GIcNACc bei 2,08 ppm. schwarz: ohne Beeinflussung des Metabolismus; griin: selber Zellextrakt nach
Zugabe der konzentrierten UDP-GIcNAc-Ldsung

Allerdings konnte in den 'H,C-HSQC-NMR-Spektren von Zellextrakten, die ohne
Beeinflussung des Stoffwechsels der HT-22 Zellen aber mit *C-Markierung gewonnen
wurden, lediglich Hinweise auf das Vorkommen von '*C-markiertem UDP-GIcNAC
gefunden werden. So war die N-Acetylgruppe bei 2,08 ppm *H-chemischer Verschiebung
und 25 ppm **C-chemischer Verschiebung in sehr geringer Intensitét zu finden (vergleiche
Abbildung 10, schwarzes Spektrum, Kapitel 3.1.2). Flr eine eindeutige ldentifizierung
wurden C-gefilterte Protonenspektren von HT-22 Zellextrakt (Abbildung 12, schwarzes
Spektrum) sowie von den Referenzsubstanzen [1-*C]-D-Glucose und UDP-GIcNAc
aufgenommen. In diesen Protonenspektren geben nur Protonen, die an ein *C-Atom
gebunden sind, ein detektierbares Signal. Da diese Spektren nicht entkoppelt aufgenommen
wurden, spaltet sich das jeweilige Protonensignal mit einer Jcy-Kopplung von 175 Hz auf.
Wie in Abbildung 12 dargestellt, lie} sich so im Zellextrakt durch den Vergleich mit den
Spektren der Referenzsubstanzen das anomere o-Proton der [1-'3C]-D-Glucose bei
5,24 ppm, welches aufgrund der *Jcy-Kopplung in die Signale bei 5,41 ppm bzw. 5,06 ppm

aufspaltet, identifizieren. Allerdings war das charakteristische Doppeldublett des H1 der
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GIcNAc-Einheit des UDP-GICNACc bei 5,52 ppm, welches in die Signal bei 5,7 ppm und
5,34 ppm aufspaltet, nicht zu finden. Aufgrund dieser Tatsache wurde angenommen, dass
eine Inkubationszeit von 4 h fir die HT-22 Zellen nicht ausreicht, um (ber den Hexosamin-
Biosynthese-Weg **C-markiertes UDP-GIcNAC zu synthetisieren.

lenL‘ IJ\"M'I'llI
S |I _ o /.——\’\'\ . J'I e
W
R L e
57 5,6 55 54 53 5,2 51
8 [ppm]

Abbildung 12: Vergleich des *3C-gefilterten Protonenspektrums von HT-22 Zellextrakt (schwarz) mit
Referenzspektren von [1-*C]-D-Glucose (blau) und UDP-GIcNAC (rot) im Bereich von 5,0 ppm bis 5,8 ppm
(ohne *H-Entkopplung).

Daher wurden HT-22 Zellextrakte hergestellt, die 8 h, 16 h und 24 h mit [1-*C]-D-Glucose
inkubiert wurden. *H,”*C-HSQC-NMR-Spektren dieser Zellextrakte sind in Abbildung 13
und Abbildung 14 dargestellt. In Abbildung 13 sind von HT-22 Zellextrakten, die 4 h (griin)
und 8h (schwarz) mit [1-**C]-D-Glucose inkubiert wurden, sowohl das gesamte
'H,*C-HSQC-NMR-Spektrum als auch einzelne vergroRerte Ausschnitte dargestellt. Der
Uberblick tiber das gesamte ‘H,*C-HSQC-NMR-Spektrum zeigt, dass bei einer
Verdopplung der Inkubationszeit von 4 h auf 8 h die Signalintensitaten aller Signale deutlich
anstiegen. Durch den Vergleich der Region der anomeren Protonen zwischen 5,1 ppm und
6,25 ppm *H-chemischer Verschiebung (Abbildung 13, unten links) beider Inkubationszeiten
wurde deutlich, dass die **C-Markierung aller dort gezeigten Metabolite zunahm.
Insbesondere die relevante **C-Markierung des C1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAc
bei 5,52 ppm *H-chemischer Verschiebung wurde deutlich. Der vergroRerte Bereich von
1,0 ppm bis 3,5 ppm ‘H-chemischer Verschiebung (Abbildung 13, unten rechts) zeigt die
Signale von Laktat, den Aminoséuren Alanin, Glutamat, Asparagin und Aspartat sowie die
N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAc. Alle diese Signale nahmen bei einer Inkubationszeit von
8 h im Vergleich zu einer Inkubationszeit von 4 h an Intensitét zu. Bei einer *H-chemischen
Verschiebung zwischen 2,3 ppm und 2,7 ppm und einer *3C-chemischen Verschiebung

zwischen 44 ppm und 49 ppm konnten durch den Vergleich mit Referenzspektren Signale
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identifiziert werden, die den Citratzyklusmetaboliten Citrat und Malat zugeordnet werden

konnten.

58075706560 55045 03530252015
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Abbildung 13: *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten, die 4 h (griin) und 8 h (schwarz) mit
[1-3C]-D-Glucose inkubiert wurden. Oben: vollstandige Spektren; Unten: Ausschnitte aus den *H,"*C-HSQC-
NMR-Spektren. Links: Bereich der anomeren Protonen von aktivierten Zuckern; Rechts: Bereich der
aliphatischen Protonen.
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Durch eine weitere Inkubationszeitverlangerung auf 24 h war es moglich, die
Citratzyklusmetabolite Citrat und Malat im ‘H,**C-HSQC-NMR-Spektrum darzustellen
(Abbildung 14, rechts).
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Abbildung 14: Ausschnitte aus *H,**C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten. Rosa: 8 h Inkubation
der HT-22 Zellen mit [1-**C]-D-Glucose; Schwarz: 24 h Inkubation der HT-22 Zellen mit [1-**C]-D-Glucose.
Links: Bereich der anomeren Protonen von aktivierten Zuckern; Rechts: Bereich der aliphatischen Protonen.

Die Signalintensitdten von Alanin, Laktat, Glutamat, Asparagin, Aspartat, der
N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAc sowie des H1/C1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GICNACc
wurden durch eine Verlangerung der Inkubationszeit nicht weiter verstarkt (Abbildung 14,
rechts und links). Weiterhin wurden von HT-22 Zellextrakten, die 4 h, 8 h, 16 h und 24 h mit
[1-*C]-D-Glucose inkubiert wurden, *3C-gefilterte Protonenspektren aufgenommen. Bei
diesen  Spektren konnte die Zunahme der Signalintensitdten durch eine
Inkubationszeitverlangerung im Vergleich zu 'H,**C-HSQC-NMR-Spektren besser
beobachtet werden. Abbildung 15 zeigt Ausschnitte aus den **C-gefilterten Protonenspektren
von HT-22 Zellextrakten, die unterschiedlich lange mit [1-*3C]-D-Glucose inkubiert wurden.
Links ist das charakteristische Doppeldublett des H1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GICNAC
dargestellt. Nach 4 h Inkubation lieR sich keine **C-Markierung des C1 der GIcNAc-Einheit
des UDP-GIcNAc nachweisen, ebenso wenig wie bei der N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAc,
die rechts in Abbildung 15 dargestellt ist. Erst nach 8 h Inkubation mit [1-**C]-D-Glucose
konnten Protonen nachgewiesen werden, die an ein **C-Atom gebunden waren. Allerdings
wurde dieses *C-gefilterte Protonenspektrum mit 15 k Durchgangen aufgenommen. Eine
Verlangerung der Inkubationszeit auf 24 h fihrte dazu, dass das H1 der GIcNAc-Einheit und
die Protonen der N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAC in ausreichender Menge an **C-Atome

gebunden waren.
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N-Acetylgruppe von UDP-GIcNAc

H1 der GIcNAc-Einheit von UDP-
GIcNAC
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Abbildung 15: Ausschnitte aus **C-gefilterten Protonenspektren (ohne ‘H-Entkopplung) von HT-22
Zellextrakten, die iiber unterschiedliche Zeitraume mit [1-*C]-D-Glucose inkubiert wurden. Links: H1 der
GIcNAc-Einheit von UDP-GIcNAc (wegen Uberlagerungen im Hochfeldbereich ist nur der Tieffeldanteil des
Signals dargestellt); Rechts: N-Acetylgruppe von UDP-GIcNAc (wegen Uberlagerungen im Tieffeldbereich ist
nur der Hochfeldanteil des Signals dargestellt). Die Spektren der Zellextrakte mit einer Inkubationszeit von 4 h,
16 h und 24 h wurden mit 5 k Durchgéngen und das Spektrum des Zellextrakts mit einer Inkubationszeit von
8 h wurde mit 15 k Durchgéngen aufgenommen.
Dadurch konnten die **C-gefilterten Protonenspektren mit 5k Durchgéngen bei gleichem
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis aufgenommen werden, was die bendtigte Messzeit um zwei

Drittel verringerte.

3.1.4 Auswirkungen von Natriumazid auf den Metabolismus der HT-22 Zellen

bei 24-stindiger Inkubation

Nachdem gezeigt werden konnte, dass nach einer Inkubationszeit von 24 h eine
13c-Markierung sowohl des C1 der GlcNAc-Einheit des UDP-GIcNAc als auch der
N-Acetylgruppe des UDP-GICNAc nachzuweisen ist, wurden die Versuche zur
Beeinflussung des Metabolismus der HT-22 Zellen mit dieser verlangerten Inkubationszeit
durchgefuhrt. Die Metabolite wurden mit Hilfe einer Perchlorséureextraktion gewonnen.
Wahrend der Inkubation wurden Mediumproben genommen, in denen die Glucose- und
Laktatkonzentrationen NMR-spektroskopisch bestimmt wurden. Um die Vergleichbarkeit
der Werte zu gewahrleisten, wurden die Glucose- und Laktatkonzentrationen auf den
Proteingehalt der Zellen normiert. Da die Glucoseaufnahme und die Laktatabgabe der HT-22
Zellen Gber 24 h linear ist (Abbildung 16), konnten Raten fiir die jeweilige Aufnahme bzw.
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Abgabe bestimmt werden. Unter normalen Wachstumsbedingungen zeigten die Zellen eine
Glucoseaufnahmerate von 1,2 + 0,14 umol Glucose/h/mg Protein, die sich in einer Abnahme
der Glucosekonzentration im Medium von 9,8mM auf 4,4mM widerspiegelte
(Abbildung 16). Die Laktatabgaberate betrug 2,14 + 0,23 pmol Laktat/h/mg Protein und
spiegelte sich in einer Zunahme der Laktatkonzentration von 0 mM auf 8,7 mM im

Inkubationsmedium wider (Abbildung 16).

16.0

14.0 ‘}

Konzentration [mM]

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zeit [h]

Abbildung 16: Glucose- und Laktatkonzentrationen im Medium der HT-22 Zellen wéhrend einer 24-stiindigen
Inkubation. Alle Datenpunkte wurde in einer 6-fach Bestimmung ermittelt. Zu den Zeitpunkten 4 h, 16 h und
20 h wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. ® Glucosekonzentration unter normalen Bedingungen;
o Glucosekonzentration wahrend einer Inkubation mit 10 mM Natriumazid; A Laktatkonzentration unter
normalen Bedingungen; A Laktatkonzentration wihrend einer Inkubation mit 10 mM Natriumazid (modifiziert
aus (Gallinger et al., 2011).

Wurden die Zellen mit Azid inkubiert, stieg die Glucoseaufnahmerate auf 2,0 £ 0,19 umol
Glucose/h/mg Protein, was einen Glucoseabnahme im Medium von 9,9 mM auf 2,1 mM zur
Folge hatte. Die Laktatabgaberate stieg unter Azideinfluss auf 3,83 £ 0,43 umol Laktat/h/mg
Protein an. Die Laktatkonzentration im Medium stieg von OmM auf 14,6 MM an

(Abbildung 16).

In den *H,**C-HSQC-NMR Spektren wurde der veranderte Stoffwechsel der HT-22 Zellen
unter Azideinfluss ebenfalls deutlich. Abbildung 17 oben zeigt die aliphatische Region von
1,0 ppm bis 3,0 ppm *H-chemischer Verschiebung und 15 ppm bis 50 ppm **C-chemischer
Verschiebung der *H,**C-HSQC-NMR-Spektren von Zellextrakten, die mit und ohne Azid
inkubiert wurden. Diese verdeutlichen, dass die Intensitat des Laktatsignals bei 1,33 ppm

'H-chemischer Verschiebung unter Azid-Einfluss zunahm. In den vergréRerten Bereichen
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dieser *H,**C-HSQC-NMR-Spektren sind die Signale von Asparagin und Aspartat sowie
Metabolite des Citratzyklus, Citrat und Malat (Abbildung 17, links), sowie der
N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAc dargestellt. Dabei wurde das Spektrum des Zellextrakt,
der mit Azid inkubiert wurde (Abbildung 17, rot), um 2 ppm in F1 verschoben, um die
einzelnen Signale besser mit denen des Zellextrakts, der unter normalen
Inkubationsbedingungen gewonnen wurde, vergleichen zu kénnen. In Abbildung 17, links ist
deutlich zu erkennen, das sowohl Asparagin und Aspartat, als auch die Signale der
Metabolite des Citratzyklus, Citrat und Malat, unter Azid-Einfluss nicht mehr vorhanden
waren. AuBerdem ist in der rechten Abbildung zu sehen, dass die Signalintensitat der
N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAC stark abnahm.

- F1 [ppm]
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Abbildung 17: Ausschnitte aus *H,**C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten. Schwarz: Normale
Inkubationsbedingungen; Rot: Zellen wurden 24 h mit 10 mM Natriumazid inkubiert; Oben: Uberblick iiber die
aliphatische Region, Spektren wurden ubereinandergelegt; Unten: VergroRerte Teile der Spektren; Spektren
wurden in um 2 ppm in der *C-Dimension verschoben (modifiziert aus Gallinger et al., 2011).

In Abbildung 18, links ist der Bereich der anomeren Protonen von 5,0 ppm bis 6,2 ppm
'H-chemischer Verschiebung und 87 ppm bis 120 ppm **C-chemischer Verschiebung

dargestellt. Man kann erkennen, dass die Signalintensitat des H1‘/C1‘ der Ribose des

58



3. Ergebnisse

UDP-GIcNACc durch die Inkubation mit Azid nicht beeinflusst wurde. Hingegen nahm die
Signalintensitat des H6/C6 des Uracils des UDP-GICNAc ab. Im vergrofRerten Ausschnitt
dieser Spektren (Abbildung 18, rechts) sind die anomeren Protonen der aktivierten Zucker
UDP-Glc (5,61 ppm *H-chemische Verschiebung), UDP-GalNAc (5,55 ppm ‘H-chemische
Verschiebung), UDP-GIcNAc (5,52 ppm *H-chemische Verschiebung) sowie das H1/C1
von Glucose-1-phosphat (5,46 ppm *H-chemische Verschiebung) dargestellt. Um die
Unterschiede in den Signalintensitaten deutlich zu machen, wurde das rote Spektrum um
2 ppm in F1 nach oben verschoben.
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Abbildung 18: Ausschnitte von *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten. Schwarz: Normale
Inkubationsbedingungen; Rot: Zellen wurden 24 h mit 10 mM Natriumazid inkubiert; Links: Uberblick tber
die anomere Region, Spektren wurden (bereinandergelegt; Rechts: VergrofRerte Region, Spektren in F1 um
2 ppm gegeneinander verschoben. Fokus auf das anomere H1/C1 von UDP-GIcNAc; C1 von UDP-Glc:
d=5,61 ppm, C1 von UDP-GalNAc: d=5,55 ppm, C1 von Glucose-1-phosphat: d=5,46 ppm (modifiziert aus
Gallinger et al., 2011).

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Signalintensitat des H1/C1 von Glucose-1-phosphat
geringer wurde. Ebenso nahm die Signalintensitdt des H1/C1 von UDP-Glc und
UDP-GalNAc ab. Die Signalintensitdt des H1/C1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GIcCNAC

zeigte unter Azideinfluss keine Verénderung.

Um die Signalintensitdt des H1 der GIcNAc-Einheit und der N-Acetylgruppe von
UDP-GIcNAC besser beurteilen zu kénnen, wurden 1D-'H,**C-HSQC-NMR-Spektren
aufgenommen. Diese zeigen, ebenso so wie die **C-gefilterten Protonenspektren, nur Signale
von Protonen, die direkt an ein *3C-Atom gebunden sind. Allerdings lieR sich bei den
1D-'H,C-HSQC-NMR-Spektren die Messzeit bei gleichem Signal-zu-Rauschverhaltnis um
die Halfte von 10 h auf 5 h verkirzen.
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C1-Proton von N-Acetylgruppe
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Abbildung 19: Ausschnitte aus 1D-'H,"*C-HSQC-NMR-Spektren (ohne 'H-Entkopplung) von HT-22
Zellextrakten, die die N-Acetylgruppe (links) und das H1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAc von
UDP-GIcNAc (rechts) zeigen. Aufgrund von groRen Signaluberlappungen im jeweiligen Hochfeldbereich ist

nur der Tieffeldanteil des jeweiligen Signals gezeigt. Schwarz: Normale Inkubationsbhedingungen; Rot: Zellen
wurden 24 h mit 10 mM Natriumazid inkubiert (modifiziert aus Gallinger et al., 2011).

In Abbildung 19 sind sowohl das Signal des H1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GICNAC
(links) als auch der N-Acetylgruppe (rechts) dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
Signalintensitat des H1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAc durch die Inkubation mit
Azid (rotes Spektrum) nicht beeinflusst wurde, wahrend die *3C-Markierung der

N-Acetylgruppe stark abnahm.

3.1.5 Auswirkungen von Rotenon auf den Metabolismus der HT-22 Zellen bei

24-stundiger Inkubation

Fur weiterfihrende Experimente wurden die HT-22 Zellen mit Rotenon inkubiert. Diese
Inkubationsversuche sollten bestétigen, dass eine Inhibierung der Atmungskette dazu fiihrte,
dass sich die Signalintensitat der N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAc in *H,**C-HSQC-
NMR-Spektren verringerten wahrend sich die Signalintensitat des H1/C1 der GIcNAc-
Einheit des UDP-GIcNAc nicht verdnderte. Dafur wurden die HT-22 Zellen, wie in
Kapitel 2.2.1 beschrieben, iiber 24h mit Inkubationsmedium, dem 11mM [1-*C]-
D-Glucose und 50nM Rotenon zugesetzt worden waren, inkubiert. Wahrend des
Inkubationszeitraums wurden Mediumproben genommen, in denen anschlieRend
NMR-spektroskopisch die Glucose- und Laktatkonzentrationen bestimmt wurden. In
Abbildung 20 sind die Glucose- und Laktatkonzentrationen im Medium (Uber den
Inkubationszeitraum von 24 h dargestellt. AuBerdem wurden die Glucose- und
Laktatkonzentrationen im Medium von HT-22 Zellen, die nicht mit Rotenon inkubiert
wurden, bestimmt. Wurden die Zellen ohne den Inhibitor inkubiert, sank die
Glucosekonzentration im Medium von 10,7 mM auf 4,6 mM. Daraus liel} sich, zusammen
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mit dem Proteingehalt der Zellen, eine Glucoseaufnahmerate von 1,31 + 0,16 pumol
Glucose/h/mg Protein berechnen. Durch die Inkubation mit Rotenon wurde von den Zellen
mehr Glucose aufgenommen, was durch die Glucosekonzentration im Medium deutlich
wird, die von 104 mM auf 0,8 mM sank. Daraus ergab sich eine gesteigerte
Glucoseaufnahmerate von 2,04 + 0,18 pmol Glucose/h/mg Protein. Neben der
Glucosekonzentration wurde auch die Laktatkonzentration im Inkubationsmedium
beobachtet. Unter normalen Inkubationsbedingungen stieg die Laktatkonzentration von
0mM auf 8,6 mM an. Dies entsprach einer Laktatabgaberate von 1,85 + 0,21 pmol
Laktat/h/mg Protein. Durch die Inkubation mit Rotenon erhohte sich die Laktatabgabe der
HT-22 Zellen auf 3,58 + 0,24 umol Laktat/h/mg Protein und die Laktatkonzentration im
Inkubationsmedium stieg von 0 mM auf 16,9 mM an.
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Abbildung 20: Glucose- und Laktatkonzentrationen im Medium der HT-22 Zellen wéhrend einer 24-stiindigen
Inkubation. Jeder Datenpunkt repridsentiert den Mittelwert aus einer Vierfachbestimmung. e Glucose-
konzentration unter normalen Bedingungen; o Glucosekonzentration wéhrend einer Inkubation mit 50 nM
Rotenon; A Laktatkonzentration unter normalen Bedingungen; A Laktatkonzentration wihrend einer
Inkubation mit 50 nM Rotenon.

Die Auswirkungen von Rotenon auf die verschiedenen Metabolite der HT-22 Zellen sind in
Abbildung 21 dargestellt. Dabei handelt es sich um Ausschnitte aus *H,**C-HSQC-NMR-
Spektren von Extrakten der HT-22 Zellen, die ohne Rotenon (schwarzes Spektrum) oder
zusammen mit 50 nM Rotenon (blaues Spektrum) inkubiert wurden. Dargestellt ist der
Bereich zwischen 0,9 ppm und 3,0 ppm *H-chemischer Verschiebung. In diesem Bereich ist

deutlich zu erkennen, dass die Metabolite des Citratzyklus, Citrat und Malat, sowie

61



3. Ergebnisse

Asparagin und Aspartat unter Einfluss von Rotenon von den Zellen nicht mehr gebildet

wurden.

: |F1 [ppm]
Alanin , B
N-Acetylgruppe _ & -
von UDP-GIcNAc : °. - 20
\= Acetat "G8 és. -
=13 §/ — 25
| -
Laktat - 30
- 35
00 &) Asparagin / Aspartat - 40
a9 -6 Malat ;*45
606 @0 Citrat B
© ? 50
1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1
2,5 2,0 1,5 1,0

F2 [ppm]
Abbildung 21: Ausschnitt aus 'H,**C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten. Schwarz: Normale

Inkubationsbedingungen; Blau: Zellen wurden 24 h mit 50 nM Rotenon inkubiert; Spektren wurden
Ubereinandergelegt.

Im Gegensatz dazu stieg die Intensitdt des Laktatsignals. Die Signalintensitaten des
Glutamats, des Succinats und der N-Acetylgruppe des UDP-GICNAc nahmen ab. Die
Auswirkungen, die die Inkubation der HT-22 Zellen mit Rotenon auf UDP-GICNAC hatte,
sind in Abbildung 22 dargestellt. Im oberen Teil dieser Abbildung sind stark vergrofierte
Ausschnitte aus *H,**C-HSQC-NMR-Spektren dargestellt. Links sind die anomeren Protonen
der aktivierten Zucker UDP-Glc (5,61 ppm ‘H-chemische Verschiebung), UDP-GalNAc
(555 ppm ‘H-chemische Verschiebung), UDP-GIcNAc (5,52 ppm *H-chemische
Verschiebung) sowie das H1/C1 von Glucose-1-phosphat (5,46 ppm *H-chemische
Verschiebung) dargestellt. Auf der rechten Seite ist das Signal der N-Acetylgruppe von
UDP-GIcNAc abgebildet. Um die beiden Spektren besser miteinander vergleichen zu
konnen, wurde das NMR-Spektrum des Zellextrakt, der mit Rotenon behandelt worden war
(blau), um 2ppm in F1 nach oben verschoben. Dadurch wird deutlich, dass die
Signalintensitat der N-Acetylgruppe abnahm und die des H1/C1 der GIcNAc-Einheit des
UDP-GIcNAc sich nicht verédnderte. Darliber hinaus ist zu erkennen, dass die
Signalintensitat des H1/C1 des Glucose-1-phosphat abnahm, die des H1/C1 von UDP-
GalNAc gleich blieb und die des H1/C1 von UDP-GIc zunahm.
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Abbildung 22: Ausschnitte von *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren (oben, Spektren in F1 um 2 ppm gegeneinander
verschoben) und 1D-'H,*C-HSQC-NMR-Spektren (unten; ohne 'H-Entkopplung; nur Tieffeldanteil der
Signale dargestellt) von Zellextrakten die die N-Acetylgruppe (links) und das H1 der GIcNAc-Einheit des
UDP-GIcNAc von UDP-GIcNAc (rechts) zeigen. Schwarz: Normale Inkubationsbedingungen; Blau: Zellen
wurden mit 50 nM Rotenon inkubiert (modifiziert aus Gallinger et al., 2011).

Im unteren Teil von Abbildung 22 sind die 1D-'H,"*C-HSQC-NMR-Spektren dieser
Zellextrakte abgebildet. Der linke Teil zeigt das H1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAC,
der rechte die N-Acetylgruppe. Auch hier wird deutlich, dass das Signal des H1 durch eine
Inkubation der HT-22 Zellen mit Rotenon nicht beeinflusst wurde, wéhrend die Intensitét

des Signals der N-Acetylgruppe stark reduziert wurde.
3.1.6 Verwendung der Methanol/Chloroform-Extraktion

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben ergeben, dass die Perchlorsaureextraktion
dazu fuhrt, dass aktivierte Zucker, wie UDP-GIc, UDP-Gal und zu einem geringen Teil auch
UDP-GIcNAc und UDP-GalNAc, zerfallen (Dépkens et al., unpublished). Um festzustellen,
ob eine Perchlorsdureextraktion noch weitere Auswirkungen auf die Zusammensetzung der
Metabolite in Zellextrakten hat, wurden HT-22 Zellextrakte mit Hilfe der MeOH/CHCls-
Extraktion hergestellt. Die Zellen wurden dafiir 24 h mit [1-**C]-D-Glucose inkubiert und
die Extraktion der Metabolite erfolgte wie in Kapitel 2.2.1.5 beschrieben.
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Abbildung 23: Ausschnitte aus *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten. Fiir das schwarze
Spektrum wurden die HT-22 Zellen 24 h mit [1-**C]-D-Glucose inkubiert und der Zellextrakt wurde
anschlieBend durch eine Perchlorsdureextraktion hergestellt. Fir das braune Spektrum wurden die HT-22
Zellen 24 h mit [1-*C]-D-Glucose inkubiert und der Zellextrakt anschlieRend durch eine MeOH/CHCls-
Extraktion hergestellt.

Abbildung 23 zeigt Ausschnitte aus *H,**C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten,
die nach gleichen Inkubationsbedingungen entweder durch Perchlorséureextraktion
(schwarzes Spektrum) oder durch MeOH/CHCI;-Extraktion (braunes Spektrum) hergestellt
wurden. Vergleicht man diese NMR-Spektren miteinander, so stellt man fest, dass im
Bereich von 4,0 ppm bis 6,5ppm ‘H-chemischer Verschiebung im Spektrum des
Zellextrakts, der durch MeOH/CHCI;-Extraktion hergestellt wurde, insgesamt weniger
Signale detektierbar waren. Allerdings konnte zusatzlich zu den H1/C1 der aktivierten
Zucker UDP-Glc, UDP-GalNAc und UDP-GIcNAc das H1/C1 von UDP-Gal bei 5,65 ppm
'H-chemischer Verschiebung nachgewiesen werden. Im Bereich von 1,0 ppm bis 3,5 ppm
'H-chemischer Verschiebung war das Signal von Acetat nicht mehr detektierbar und es war
eine Tieffeldverschiebung der Signale von Asparagin und Aspartat zu beobachten. Alle
ubrigen Signale zeigten keine Veranderungen. Die MeOH/CHCI;-Extraktion bot gegentiber
der Perchlorsdaureextraktion einige Vorteile. So musste wahrend der Herstellung der Extrakte
kein pH-Wert eingestellt werden. Dadurch kam es zu weniger Probenverlust. AuBerdem war
die Salzlast wesentlich geringer, was zu sehr geringen Halbwertsbreiten von unter 1 Hz in
Protonenspektren fiihrte. AuRerdem konnte bei diesen Extrakten der 90°-Puls automatisch
berechnet werden, wodurch eine bessere Reproduzierbarkeit der NMR-Spektren erreicht
werden konnte. Daher wurde fir alle weiteren Experimente die MeOH/CHCI;-

Extraktionsmethode verwendet.
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Abbildung 24: Ausschnitte aus *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten, die mit Hilfe der
MeOH/CHCI;-Extraktion gewonnen wurden. Schwarz: HT-22 Zellen nach 24 h Wachstum bei normalen
Inkubationsbedingungen; Rot: HT-22 Zellen nach 24 stlindiger Inkubation mit 10 mM Natriumazid.

Die Experimente zur Etablierung von UDP-GIcNAc als metabolischer Marker wurden unter
Kapitel 3.1.4 und 3.1.5 beschrieben. Um die Reproduzierbarkeit dieser Experimente zu
zeigen, wurden die 24-stiindigen Inkubationen der HT-22 Zellen mit [1-*C]-D-Glucose und
Azid oder Rotenon unter Anwendung der MeOH/CHCIz-Extraktion wiederholt.
Abbildung 24 zeigt Ausschnitte aus *H,**C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten,
die entweder nach Inkubation der Zellen mit Azid (rotes Spektrum) oder nach Inkubation
ohne Inhibitor (schwarzes Spektrum) hergestellt wurden. Rechts ist der Bereich von 1,0 ppm
bis 3,5 ppm ‘H-chemischer Verschiebung dargestellt. Er zeigt, dass nach einer Inkubation
mit Azid die Signale von Asparagin, Aspartat, Malat und Citrat nicht mehr detektierbar
waren. Aullerdem wurden die Signalintensitaten von Glutamat und der N-Acetylgruppe von
UDP-GIcNAc geringer. Links ist unter anderem das H1/C1l der GIcNAc-Einheit von
UDP-GIcNACc abgebildet. Die Intensitdt dieses Signals veranderte sich unter Azideinfluss
nicht. In Abbildung 25 sind Ausschnitte aus *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren von Zellextrakten
von HT-22 Zellen dargestellt, die 24 h entweder ohne Inhibitor (schwarzes Spektrum) oder
mit Rotenon (blaues Spektrum) inkubiert wurden. Es sind die gleichen Bereiche wie in
Abbildung 24 abgebildet.
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Abbildung 25: Ausschnitte aus *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren von Zellextrakten, die mit Hilfe der
MeOH/CHCI;-Extraktion gewonnen wurden. Schwarz: HT-22 Zellen nach 24 h Wachstum bei normalen
Inkubationsbedingungen; Blau: HT-22 Zellen nach 24 stiindiger Inkubation mit 50 nM Rotenon

Wie auch bei der Inkubation mit Azid waren bei der Inkubation mit Rotenon die Signale von
Asparagin, Aspartat, Malat und Citrat nicht mehr detektierbar. AulRerdem wurden auch hier
die Signalintensitaten von Glutamat und der N-Acetylgruppe von UDP-GICNAC geringer.
Die Intensitat des Signals des H1/C1 der GIcNAc-Einheit von UDP-GIcNAC veranderte sich

unter Rotenoneinfluss nicht.
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Abbildung 26: Ausschnitte aus 1D-'H,"*C-HSQC-NMR-Spektren (ohne 'H-Entkopplung) von HT-22
Zellextrakten, die mit Hilfe der MeOH-CHCI;-Extraktion gewonnen wurden. Links: Bereich des H1 der
GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAc (nur Hochfeldanteil des Signals dargestellt); Rechts: Bereich der
N-Acetylgruppe von UDP-GIcNAc (nur Tieffeldanteil des Signals dargestellt). Schwarz: HT-22 Zellen nach
24 h Wachstum bei normalen Inkubationshbedingungen; Rot: HT-22 Zellen nach 24 stindiger Inkubation mit
10 mM Natriumazid; Blau: HT-22 Zellen nach 24 stiindiger Inkubation mit 50 nM Rotenon.
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Fur die bessere Vergleichbarkeit der Signalintensitaten des H1 und der N-Acetylgruppe der
GIcNAc-Einheit von UDP-GIcNACc bei unterschiedlichen Inkubationsbedingungen, wurden
1D-'H,*C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten aufgenommen. In Abbildung 26
sind Ausschnitte aus 1D-'H,"*C-HSQC-NMR-Spektren von HT-22 Zellextrakten, die mit
Hilfe der MeOH/CHCI;-Extraktion gewonnen wurden, dargestellt. Fir das schwarze
Spektrum wurden die Zellen ohne Inhibitor, fur das rote mit Azid und fir das blaue mit
Rotenon fir 24 h inkubiert. Auf der linken Seite ist das H1 der GIcNAc-Einheit von
UDP-GIcNAc dargestellt, dessen Signalintensitat sich trotz Inhibitoren nicht verdnderte.
Rechts ist das Signal der N-Acetylgruppe von UDP-GIcNAc abgebildet. Es ist deutlich zu

erkennen, dass dessen Signalintensitat unter Einfluss der Inhibitoren stark abnahm.
3.1.6.1  Quantifizierung aktivierter Zucker bei Inkubation mit Natriumazid

Wahrend der oben beschriebenen Inkubationsversuche wurden immer Kontrollen mitgefihrt,
bei denen die [1-**C]-D-Glucose durch unmarkierte Glucose ersetzt worden war. Durch die
Bestimmung der Glucoseaufnahmerate und den Vergleich von 'H,*C-HSQC-NMR-
Spektren von Zellextrakten mit und ohne *3C-Markierung konnte gezeigt werden, dass die
[1-3C]-D-Glucose von den HT-22 Zellen verstoffwechselt wird. In den Protonenspektren
von MeOH/CHClI;-Extrakten von HT-22 Zellen, die mit nicht-markierter Glucose inkubiert
wurden, konnte festgestellt werden, dass der Bereich der anomeren Protonen von aktivierten
Zuckern von keinem anderen Signalen uberlagert wurde. Daher konnten die Signale von
UDP-GIc, UDP-Gal, UDP-GIcNAc und UDP-GalNAc zugeordnet werden (Abbildung 27).
Durch eben diese besondere Lage der Signale ist im Protonenspektrum eine Quantifizierung

dieser Zucker moglich (Dopkens et al., unpublished).

Um die Konzentrationen der aktivierten Zucker in MeOH/CHCI3-Extrakten zu bestimmen,
wurden die in Kapitel 3.1.6 beschriebenen Inkubationen in Anwesenheit von Azid und
unmarkierter Glucose wiederholt. Fir die Quantifizierung der aktivierten Zucker UDP-Glc,
UDP-Gal, UDP-GIcNAc und UDP-GalNAc wurden Protonenspektren aufgenommen. Diese
Spektren wurden mit 4 k Durchgéngen und mit einer Relaxationszeit von 1,5 s gemessen.
Eine Verldngerung der Relaxationszeit, um vollstdndig relaxierte NMR-Spektren zu
erhalten, hatte die Gesamtmesszeit zu stark verlangert. Die relativen Konzentrationen der
aktivierten Zucker wurden durch Integration der Signale der anomeren Protonen im
Verhéltnis zum TSP-Signal bestimmt. Anschlieend wurden die Werte auf die jeweilige

Gesamtzellzahl normiert.
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Abbildung 27: Ausschnitte aus Protonenspektren von HT-22 Zellextrakten, die mit unmarkierter Glucose
inkubiert wurden. Schwarz: HT-22 Zellen nach 24 h Wachstum bei normalen Inkubationsbedingungen;
Rot: HT-22 Zellen nach 24 stundiger Inkubation mit 10 mM Natriumazid (Signalstarken nicht auf Zellzahl
normiert).
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Abbildung 28: Durch Integration der H1-Signale bestimmte Konzentrationen von aktivierten Zuckern in
HT-22 Zellen normiert auf die Zellzahl unter normalen Bedingungen (wei3) und unter Natriumazid-Einfluss
(grau) mit Standardabweichungen; * = p < 0,05.

Da es sich nicht um vollstdndig relaxierte Spektren handelte, sind die in Abbildung 28

angegebenen Konzentrationen nur Richtwerte.

Die Inkubation mit Natriumazid wurde mit einer StichprobengréfRe von n=6 und fiir die
Normalbedingungen mit n = 5 durchgefiihrt. Die statistische Analyse (Kapitel 2.2.1.6) ergab,
dass die Konzentrationséanderungen unter Azideinfluss von UDP-Gal, UDP-GalNAc und
UDP-GIcNAc signifikant waren. Die Konzentration von UDP-Gal sank um 51,1 % und die
Konzentrationen von UDP-GalNAc und UDP-GIcNAc stiegen um 39,5 % bzw. 62,6 %.
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Die Anderungen in der UDP-Glc-Konzentration waren nicht signifikant. Allerdings zeigte
sich die Tendenz, dass UDP-Glc, wie auch UDP-Gal, in seiner Konzentration unter
Azideinfluss abnahm. In den Protonenspektren (Abbildung 27) sind diese Anderungen in der
Konzentration der aktivierten Zucker nicht direkt ablesbar, da hier die Signalintensitaten

nicht auf die Zellzahl normiert werden konnten.
3.1.6.2  Quantifizierung aktivierter Zucker bei Inkubation mit Rotenon

Fur die Inkubation mit Rotenon konnten keine Konzentrationen der aktivierten Zucker
UDP-Gal, UDP-Glc, UDP-GalNAc und UDP-GIcNAc bestimmt werden, da nur in einem

von drei Protonenspektren Signale der aktivierten Zucker gefunden werden konnten.

3.1.7 Inkubationsversuche mit HEK 293 Zellen zur Beobachtung der

Auswirkung von Natriumazid auf deren Metabolismus

Zunachst wurde gezeigt, dass eine Inkubation der HEK 293 Zellen mit [1-**C]-D-Glucose
dazu filhrte, dass Metabolite des Stoffwechsels eine **C-Markierung trugen. In Abbildung 29
sind Ausschnitte aus *H,**C-HSQC-NMR-Spektren von Zellextrakten der HEK 293 Zellen

gezeigt.
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Abbildung 29: Ausschnitte aus *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren von HEK 293 Zellextrakten, die mit Hilfe der
MeOH-CHClI;-Extraktion gewonnen wurden. Links: Bereich des H1/C1 des UDP-GIcNAc; Rechts: Bereich der
N-Acetylgruppe von UDP-GIcNAc. Schwarz: HEK 293 Zellen nach 24 h Wachstum bei normalen
Inkubationsbedingungen mit [1-*C]-D-Glucose; Griin: HEK 293 Zellen nach 24 h Wachstum bei normalen
Inkubationsbedingungen mit unmarkierter Glucose.

Fur das grune Spektrum wurden die HEK 293 Zellen fir 24 h mit unmarkierter Glucose
inkubiert, fur das schwarze Spektrum wurden die Zellen tber den gleichen Zeitraum mit
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[1-*C]-D-Glucose inkubiert. Es ist deutlich zu erkennen, dass bei einer Inkubation mit
[1-*C]-D-Glucose mehr Signale in den ‘H,**C-HSQC-NMR-Spektren detektiert wurden.
Durch den Vergleich dieser NMR-Spektren mit *H,**C-HSQC-NMR-Spektren von
Referenzsubstanzen und mit Daten der Human Metabolome Database (Wishart et al., 2007)

war es moglich die Signale der verschiedenen Metabolte zu identifizieren.

In den 'H,*C-HSQC-NMR-Spektren der Extrakte von HEK 293 Zellen nach 24h
Wachstum bei normalen Inkubationsbedingungen mit unmarkeirter Glucose konnte im
Bereich von 1,0 ppm bis 3,5 ppm *H-chemischer Verschiebung nur Glutamat nachgewiesen
und identifiziert werden. Im Bereich von 5,0 ppm bis 6,5 ppm *H-chemischer Verschiebung
waren die Signale der H1/C1* der Ribose und des H6/C6 des Uracil von UDP-GIcNAc, die
mit den selben Signalen der (brigen aktivierten Zucker UDP-Gal, UDP-Glc und
UDP-GalNAc Uberlagern, nachgewiesen worden.

Durch die Inkubation der HEK 293 Zellen mit [1-*C]-D-Glucose wurden durch die
Inkorporation des *3C in verschiedene Metabolite insgesamt mehr Signale in den
'H,53C-HSQC-NMR-Spektren detektiert als bei einer Inkubation der Zellen mit unmarkierter
Glucose. Diese detektierten Signale unterschieden sich von denen, die bei Extrakten der
HT-22 Zellen gefunden wurden. So war es bei den ‘H,**C-HSQC-NMR-Spektren von
HEK 293 Extrakten nicht mdglich Signale von Laktat oder Acetat zu detektieren. Allerdings
wurde ein Metabolit bei 2,6 ppm und 2,55 ppm ‘H-chemischer Verschiebung und 47 ppm
13C-chemischer Verschiebung gefunden, der in den ‘H,**C-HSQC-NMR-Spektren von
HT-22 Extrakten nicht vorkommt und mit Hilfe der Human Metabolome Database nicht

identifiziert werden konnte.

Zu den Signalen, die in den *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren sowohl von HEK 293 Extrakten
als auch von HT-22 Extrakten vorkamen, z&hlten Alanin, Glutamat, Asparagin, Aspartat,
Citrat, Malat, die N-Acetylgruppe und das H1 der GIcNAc-Einheit von UDP-GIcNAC.
Aulerdem konnten die anomeren Protonen der aktivierten Zucker UDP-Gal, UDP-Glc und

UDP-GalNAc zugeordnet werden.

Um die Reproduzierbarkeit der Versuche zur Etablierung von UDP-GIcNAc als
metabolischer Marker zu zeigen, wurden die in Kapitel 3.1.6 beschriebenen Experimente mit
der HEK 293 Zelllinie unter Verwendung der MeOH/CHCIs-Extraktionsmethode
wiederholt. Dafiir wurden die HEK 293 Zellen fir 24 h mit [1-*C]-D-Glucose entweder
ohne oder mit 10 mM Natriumazid inkubiert und anschlieRend Zellextrakte hergestellt. Uber
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den Inkubationszeitraum wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Mediumproben genommen,
in denen NMR-spektroskopisch die Glucose- und Laktatkonzentration bestimmt wurde. Da
bei der MeOH/CHCIs-Extraktion kein Proteinpellet wie bei der Perchlorsdureextraktion

entsteht, wurde die Glucoseaufnahme- oder Laktatabgaberate auf die Zellzahl normiert.
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Abbildung 30: Zellzahlen sowie Glucose- und Laktatkonzentrationen im Inkubationsmedium der HEK 293
Zellen. Links: Vergleich der Zellzahlen bei normalen Inkubationsbedingungen und bei Inkubation mit 10 mM
Azid; Rechts: Glucose- und Laktatkonzentrationen im Medium wéhrend einer 24-stiindigen Inkubation. Jeder
Datenpunkt reprisentiert den Mittelwert aus einer Vierfachbestimmung. e Glucosekonzentration unter
normalen Bedingungen; o Glucosekonzentration wéhrend einer Inkubation mit 10 mM Azid; A Laktat-
konzentration unter normalen Bedingungen; A Laktatkonzentration wahrend einer Inkubation mit 10 mM Azid.
Wie in Abbildung 30 links dargestellt, unterschieden sich die Zellzahlen zwischen Kontrolle
und Inkubation mit Azid um das etwa 1,5-fache. Glucose- und Laktatkonzentrationen im
Medium (Abbildung 30, rechts) zeigten zwischen den beiden Zustdnden nur geringe
Unterschiede. Ohne Einfluss von Azid sank die Glucosekonzentration im Medium innerhalb
von 24h von 10,8 mM auf 2,7 mM und die Laktatkonzentration stieg von 0 mM auf
14,4 mM. Wurden die HEK 293 Zellen mit 10 mM Azid inkubiert, sank die
Glucosekonzentration von 10 mM auf 2,5 mM und die Laktatkonzentration stieg von 0 mM
auf 15,5 mM. Auf die Zellzahl normiert ergab sich eine Glucoseaufnahmerate von 0,35 +
0,04 fmol Glucose/h/Zelle, die unter Einfluss von Natriumazid auf 0,5 = 0,04 fmol
Glucose/h/Zelle stieg. Die Laktatabgaberate stieg von 0,62 + 0,07 fmol Laktat/h/Zelle auf

1,02 + 0,13 fmol Glucose/h/Zelle.

Die Veranderungen in den 'H,"*C-HSQC-NMR-Spektren, die durch die Inkubation mit
Natriumazid entstanden, sind in Abbildung 31 dargestellt. Die detektierten Unterschiede in
den Signalen entsprachen denen, die bei den HT-22 Zellen festgestellt werden konnten. Die
Signale von Asparagin, Aspartat, Citrat und Malat lieRen sich nicht mehr nachweisen und

die Signalintensitaten von Alanin und Glutamat wurden kleiner.
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Abbildung 31: Ausschnitte aus *H,**C-HSQC-NMR-Spektren von HEK 293 Zellextrakten. Schwarz: HEK 293
Zellen nach 24 h Wachstum bei normalen Inkubationsbedingungen mit [1-**C]-D-Glucose; Rot: HEK 293
Zellen nach 24 stiindiger Inkubation mit 10 mM Natriumazid und [1-*C]-D-Glucose; Spektren wurden
libereinandergelegt

Die Auswirkungen der Inkubation mit Natriumazid auf die Signale von UDP-GIcNAc sind
in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: VergréRerte Ausschnitte aus *H,"*C-HSQC-NMR-Spektren von HEK 293 Zellextrakten aus

Abbildung 31. Schwarz: Normale Inkubationsbedingungen; Rot: HEK 293 Zellen wurden mit 10 mM
Natriumazid inkubiert; Spektren wurden in F1 um 2 ppm verschoben.

Der linke Ausschnitt der 'H,**C-HSQC-NMR-Spektren im Bereich von 5,45 ppm bis
5,70 ppm ‘H-chemischer Verschiebung zeigt die anomeren Protonen der aktivierten Zucker
UDP-Gal (5,65 ppm *H-chemische Verschiebung), UDP-Glc (5,61 ppm ‘H-chemische
Verschiebung), UDP-GalNAc (5,55 ppm ‘H-chemische Verschiebung) und UDP-GIcNAc
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(5,52 ppm *H-chemische Verschiebung). Das schwarze *H,**C-HSQC-NMR-Spektrum zeigt
den Extrakt von HEK 293 Zellen unter normalen Inkubationsbedingungen und das rote
Spektrum zeigt den Extrakt von HEK 293 Zellen, die mit 10 mM Natriumazid inkubiert
wurden. Durch die Inkubation mit Natriumazid verminderte sich die Signalintensitat des
H1/C1 von UDP-Gal und UDP-GalNAc, wéhrend die Signalintensitat von UDP-Glc und
UDP-GIcNAc nicht beeinflusst wurden. Abbildung 32, rechts zeigt das Signal der
N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAc bei 2,08 ppm*H-chemischer Verschiebung. Die Intensitat
dieses Signals nahm durch die Inkubation mit Natriumazid ab.

Da bei 2D-'H,**C-HSQC-NMR Spektren eine Quantifizierung nur sehr schwer méglich ist,
wurden 1D-'H,**C-HSQC-NMR-Spektren von den Extrakten der HEK 293 Zellen, die ohne
und mit Natriumazid inkubiert worden waren, aufgenommen. Es konnte gezeigt werden,
dass die Signalintensitat der N- Acetylgruppe unter Azideinfluss auf ein Minimum reduziert
wurde (Abbildung 33, rechts), wahrend die Intensitdt des H1 der GIcNAc-Einheit des
UDP-GIcNACc nicht beeinflusst wurde (Abbildung 33, links). Allerdings konnte nur bei
einem von drei Extrakten der HEK 293 Zellen, die mit Azid inkubiert worden waren,
uberhaupt das Signal des H1 der GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAc gefunden werden.

H1 der GIcNAc-Einheit von UDP- N-Acetylgruppe von
GlIcNACc UDP-GIcNAC

-

— T T T T 1 I e
574 572 570 568 5,66 %,OO 198 196 194 1,92

S [ppm]
Abbildung 33: Ausschnitte aus 1D-'H,**C-HSQC-NMR-Spektren (ohne ‘H-Entkopplung) von HEK 293
Zellextrakten, die mit Hilfe der MeOH-CHCI;-Extraktion gewonnen wurden. Links: Bereich des H1 der
GIcNAc-Einheit des UDP-GIcNAc (nur Hochfeldanteil des Signals dargestellt); Rechts: Bereich der
N-Acetylgruppe von UDP-GIcNAc (nur Tieffeldanteil des Signals dargestellt).Schwarz: 24 h Inkubation unter
normalen Inkubationsbedingungen; Rot: HEK 293 Zellen wurden 24 h mit 10 mM Natriumazid inkubiert

Um zu klaren, ob die verminderte Signalintensitat der N-Acetylgruppe und die Tatsache,
dass nur bei einem von drei Extrakten das H1 der GlcNAc-Einheit des UDP-GIcNAc

gefunden wurden, auf die verminderte Zellzahl bei Inkubation mit Natriumazid
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zurlickzufuhren war, wurden Zellextrakte der HEK 293 Zellen hergestellt, bei denen die
Zellen mit 10 mM Natriumazid, aber ohne **C-Markierung inkubiert wurden. Von diesen mit
Hilfe der MeOH/CHCI;-Extraktion hergestellten Zellextrakten wurden Protonenspektren
aufgenommen und die aktivierten Zucker quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 34

dargestellt.
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Abbildung 34: Konzentrationen von aktivierten Zuckern unter normalen Bedingungen (weif}) und unter
Natriumazid-Einfluss (grau) von HEK 293 Zellen.

Es konnte festgestellt werden, dass, bei einer Stichprobenzahl von n =6 und normalen
Inkubationsbedingungen, die Konzentration von UDP-Glc etwa 2,7 mal groRer war als die
von UDP-Gal und die UDP-GIcNAc Konzentration etwa 2,9 mal gréRer war als die
UDP-GalNAc Konzentration. Die Inkubation der HEK 293 Zellen mit Natriumazid wurde
ebenfalls mit einer StichprobengréfRe von n =6 durchgefihrt. Nach einer statistischen
Analyse (vergleiche Kapitel 2.2.1.6) konnten keine signifikanten Anderungen der
Konzentrationen der aktivierten Zucker unter Azideinfluss festgestellt werden. So kann
lediglich festgehalten werden, dass diese weiterhin unter Azideinfluss gebildet werden.
Daraus kann man schliel3en, dass die Abnahme der Signalintensitat der N-Acetylgruppe von
UDP-GIcNAc in den 'H,**C-HSQC-NMR-Spektren und den 1D-'H,**C-HSQC-NMR-

Spektren auf eine Anderung im **C-Markierungsmuster zuriickzufiihren waren.
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3.2 Untersuchung des O-GIcNAcylierungsmusters von Tau-K32-wt

Bisher konnten O-GIlcNAcylierungen von Proteinen, im Gegensatz zu N-Acetylierungen und
Phosphorylierungen (Landrieu et al., 2006; Liokatis et al., 2010) noch nicht NMR-
spektroskopisch nachgewiesen werden. In dieser Arbeit sollte die O-GIcNAcylierung des
Tau-K32-wt Proteins NMR-spektroskopisch untersucht werden. Bei diesem Protein handelt
es sich um ein Fragment des Tau Proteins, welches die Aminoséuren von Ser 198 bis
Ser 400 umfasst (Trinczek et al., 1995), und 21,5 kDa grof3 ist. Es sollte mit Hilfe von
funktionalem Zellextrakt (Kapitel 2.3.5.1) von HT-22 und HEK 293 Zellen O-GIcNAcyliert
werden. Bei dieser Art der Extrakte bleiben bei der Lyse der Zellen die Proteine und somit
die O-GIcNAc-Transferase intakt, wodurch sie dafur genutzt werden kann dem Extrakt
zugesetzte Proteine zu O-GIcNAcylieren. Bevor aber die NMR-spektroskopischen
Experimente durchgefihrt werden konnten, mussten protein-biochemische Methoden
etabliert werden, mit deren Hilfe das Tau-K32-wt-Protein in funktionalem Zellextrakt
nachgewiesen und eine O-GIcNAcylierung dargestellt werden sollte. Mit Hilfe dieser
protein-biochemischen Methoden sollten die Ergebnisse, die NMR-spektroskopisch erzielt

wurden, verifiziert werden.

3.2.1 Etablierung des protein-biochemischen Nachweises der

O-GIcNAcylierung von Tau-K32-wt

Fur die Etablierung des protein-biochemischen Nachweises der O-GIcNAcylierungen von
Tau-K32-wt wurden Western Blots verwendet. Dabei wurde Tau-K32-wt mit Hilfe des
polyklonalen K9JA-anti-Tau-Antikorpers und die mogliche O-GIcNAcylierung mit dem

Lektin WGA oder mit monoklonalen anti-O-GIcNAc-Antikorpern nachgewiesen.
3.21.1 SDS-PAGE und Western Blot von Tau-K32-wt

Fur den Nachweis von Tau-K32-wt im Western Blot wurde zun&chst eine SDS-
Gelelektrophorese des Proteins sowie von funktionalem Zellextrakt der HT-22 Zellen als
Kontrolle auf einem 12%igem SDS-Gel durchgefihrt und anschlieRend wurden die Proteine,
wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, auf eine Membran transferiert. In Abbildung 35 ist der mit
polyklonalem K9JA-anti-Tau-Antikorper inkubierte und entwickelte Western Blot
abgebildet. Es wird deutlich, dass der Nachweis des Tau-K32-wt sehr sensitiv war, da alle

aufgetragenen Konzentrationen von 100 ng bis 1000 ng des 21,5 kDa grofien Tau-K32-wt
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Proteins detektiert werden konnten. AuBerdem liel} sich feststellen, dass im funktionalen
Zellextrakt der HT-22 Zellen keine Proteine enthalten waren, die vom polyklonalen
K9JA-anti-Tau-Antikorper erkannt wurden (Spuren 8 und 9). Zusétzlich wurde auch
nachgewiesen (Spur 10), dass eine Detektion des zum Zellextrakt zugesetzten Tau-K32-wt

maoglich war.
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Abbildung 35: Nachweis von Tau-K32-wt im Western Blot. 1: Prestained SDS-PAGE Standards, broad range
#161-0318 BioRad, Angabe der GroRe der Markerproteine in kDa; 2: 100 ng Tau-K32-wt; 3: 200 ng
Tau-K32-wt; 4: 400 ng Tau-K32-wt; 5: 600 ng Tau-K32-wt; 6: 800 ng Tau-K32-wt; 7: 1000 ng Tau-K32-wit;
8: HT-22 Zellextrakt, 1:10 verdlnnt; 9: HT-22 Zellextrakt, 1:2 verdunnt; 10: HT-22 Zellextrakt 1:2 verdinnt +
200 ng Tau-K32-wt

3.2.1.2 Nachweis der O-GIcNAc-Transferase in Zellextrakt

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es moglich war Tau-K32-wt in funktionalem
Zellextrakt zu detektieren, musste nachgewiesen werden, dass sich die funktionalen
Zellextrakte von HT-22 und HEK 293 Zellen dafiir eignen, Tau-K32-wt zu
O-GIcNAcylieren. Dazu wurde Uber einen Western Blot mit polyklonalem anti-O-GIcNAc-
Transferase Antikdrper DM-17 bestimmt, ob OGT im Zellextrakt vorhanden war. Zunéchst
wurde mit funktionalem HT-22 Zellextrakt die benétigte Antikorperverdinnung des
polyklonalen anti-O-GIcNAc-Transferase Antikérpers DM-17 bestimmt. Dieser bindet an
die 110 kDa groRe Untereinheit der humanen und murinen OGT. Hierfur wurde der
Zellextrakt tber zwei 10%ige SDS-Polyacrylamid-Gele getrennt, auf eine Membran
transferiert und diese anschlieBend mit verschiedenen Konzentrationen des DM-17
Antikorpers inkubiert und entwickelt. Wie in Abbildung 36 dargestellt, wurde der
Antikdrper in den Verdinnungen 1:600, 1:1200, 1:2400 und 1:4800 eingesetzt. Mit allen
vier Verdiunnungen konnte die Bindung des Antikorpers an die 110 kDa grof3e Untereinheit
der OGT nachgewiesen werden (Abbildung 36, roter Kasten). Aullerdem wurde der
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funktionale HT-22 Zellextrakt in absteigender Konzentration (Spur 2 bis 5) aufgetragen.
Damit konnte gezeigt werden, dass der DM-17 Antikdérper auch noch an stark verdiinnten
Zellextrakt und somit an geringe Mengen OGT band (vergleiche Abbildung 36, jeweils
Spur 5). Die zu verwendende Verdinnung des Antikorpers wurde auf 1:4800 festgelegt, da
beobachtet werden konnte, dass bei dieser Verdinnung des Antikorpers die unspezifischen
Bindungen an Proteinbanden abnahmen, wahrend die Bindung an die 110 kDa grof3e
Untereinheit der OGT bestehen blieb.

Antikdrperverdinnung

1:600 1:1200 1:2400 1:4800
206
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Abbildung 36: Western Blot von funktionalem HT-22 Zellextrakt (aus drei Kulturflaschen), Gber 10%iges
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, bei verschiedenen anti-O-GIcNAc-Transferase Verdinnungen. Der rote
Kasten zeigt die Bande der 110 kDa grofien Untereinheit der OGT. Belegung: 1: Marker broad range
prestained, Biorad (Angabe der Grofen der Markerproteine in kDa); 2: funktionaler HT-22 Extrakt,
unverdunnt; 3: funktionaler HT-22 Extrakt, 1:2 verdinnt; 4: funktionaler HT-22 Extrakt, 1:3 verdlnnt;
5: funktionaler HT-22 Extrakt, 1:4 verdinnt.
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Abbildung 37: Nachweis der O-GIctNAc-Transferase. Uber ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennte
funktionale Zellextrakte (aus jeweils drei Kulturflaschen) von HT-22 und HEK 293 Zellen. Belegung:
1: Marker broad range prestained, Biorad (Angabe der GrolRen der Markerproteine in kDa); 2: funktionaler
HEK 293 Extrakt; 3: funktionaler HT-22 Extrakt; 4: funktionaler HEK 293 Extrakt, 1:2 verdinnt;
5: funktionaler HT-22 Extrakt, 1:2 verdiinnt.
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Da auch bei hoher Verdiunnung des Antikorpers (1:4800) Banden bei ca. 55 kDa detektiert
wurden, war davon auszugehen, dass es sich hierbei um Fragmente der OGT handelte, die

bei der Ultraschalllyse der HT-22 Zellen entstanden.

Nachdem die zu verwendende Antikoérperverdiinnung bestimmt worden war, wurden die
funktionalen Zellextrakte der HEK 293 Zellen auf das Vorkommen der OGT getestet.
Zusétzlich wurde der funktionale Zellextrakt der HT-22 Zellen als Kontrolle aufgetragen.
Die Durchfihrung des Western Blots ist in Kapitel 2.3.4 beschrieben. Die Analyse der
Extrakte ergab, dass die O-GIcNAc-Transferase sowohl in funktionalem HT-22 als auch
HEK 293 Zellextrakt vorhanden war (Abbildung 37, roter Kasten) und sich somit die

Extrakte dieser Zelllinien eigneten, um Tau-K32-wt in vitro zu O-GIcNAcylieren.
3.2.1.3  Nachweis von O-GIcNAcylierungen von Tau-K32-wt

Eine mdgliche O-GIcNAcylierung des Tau-K32-wt-Proteins sollte ebenfalls protein-

biochemisch mit Hilfe des Western Blots nachgewiesen werden.
3.2.1.3.1 Nachweis mit Lektin WGA

Um die O-GIcNAcylierung des Tau-K32-wt nachzuweisen, wurde das Lektin WGA (wheat
germ agglutinin) verwendet, welches an B-(1-4)-N-Acetylglucosamin in Glycoproteinen
bindet. Das Protein Ovalbumin (OVA) wurde als Kontrollprotein verwendet, da es eine
Glycosylierung trégt, an die WGA bindet. Als Negativkontrolle wurden BSA und
Tau-K32-wt, welches in E. coli exprimiert wurde und somit nicht glycosyliert vorliegen

sollte, verwendet.

Zunéchst wurde Uber eine Konzentrationsreihe die zu verwendende Verdinnung des WGA
ermittelt. Daflr wurden die Proteine OVA, BSA und Tau-K32-wt, wie in Kapitel 2.3.2
beschrieben, Uber ein 12%iges SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und anschlieBend auf
Membranen transferiert. Diese Membranen wurden mit den WGA-Verdinnungen 1:1000,
1:3000, 1:6000 und 1:15000 (Abbildung 38 A bis D) inkubiert und anschliefend entwickelt.
Bei allen vier Verdunnungsstufen konnte OVA (Abbildung 38, Spur 2) als Positivkontrolle
detektiert werden. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass sich BSA als Negativkontrolle
eignet, da keine Bindung von WGA detektiert wurde (Abbildung 38, Spur3). In
Abbildung 38, Spur 4, ist Tau-K32-wt dargestellt. Bei allen vier Verdiunnungsstufen des
WGA zeigte es eine Bindung an Tau-K32-wt.
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Abbildung 38: Western Blot zur Bestimmung der zu verwendenden WGA Konzentration. Uber ein 12%iges
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennte Proteine. A: 1:1000 Verdiunnung; B: 1:3000 Verdinnung; C: 1:6000
Verdinnung; D: 1:15000 Verdinnung. Belegung: 1: Marker broad range prestained, Biorad (Angabe der
GroRen der Markerproteine in kDa); 2: 1,225 ug OVA,; 3: 0,815 ug BSA; 4: 1 ug Tau-K32-wt.

Um auszuschlieBen, dass es sich bei der Bindung von WGA an Tau-K32-wt um eine
unspezifische Bindung handelte, wurde der Western Blot mit einer WGA-Verdiinnung von
1:20000 und verschiedenen Tau-K32-wt Konzentrationen wiederholt (Abbildung 39).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 39: Detektion von Tau-K32-wt mittels WGA, Auftrennung der Proteine (ber ein 15%iges SDS-
Polyacrylamid-Gel. Belegung: 1: Marker prestained broad range; 2: 0,815ug BSA; 3: 1,225ug OVA;
4: funktionaler HT-22 Zellextrakt; 5: 2ug Tau-K32-wt; 6: 1ug Tau-K32-wt; 7: 0,8ug Tau-K32-wt; 8: 0,6ug
Tau-K32-wt; 9: 0,4pg Tau-K32-wt; 10: 0,2ug Tau-K32-wt.

Als Negativkontrolle wurde BSA verwendet (Abbildung 39, Spur 2). Als Positivkontrollen
wurden OVA (Spur3) und funktionaler HT-22 Zellextrakt (Spur4) eingesetzt. Die
Spuren 5 — 10 zeigen Tau-K32-wt in den Mengen 2 ug bis 0,2 pg. Bei diesem Experiment
wurde Tau-K32-wt in jeder Konzentrationen von WGA gebunden. Aus diesem Grund wurde
eine andere Methode zur Detektion der O-GIcNAcylierung des Tau-K32-wt Proteins

gesucht.
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3.2.1.3.2 Nachweis mit monoklonalen anti-O-GIcNAc Antikdrpern

Da, wie unter Kapitel 3.2.1.3.1 beschrieben, das unbehandelte Tau-K32-wt-Protein von dem
Lektin WGA gebunden wurde, wurden uns von der Arbeitsgruppe Gert-Jan Boons drei
verschiedene monoklonale Antikdrper gegen O-GIlcNAcylierungen (Teo et al., 2010) zur
Verfligung gestellt (Tabelle 1, Seite 27). Diese Antikorper wurden spezifisch gegen
O-GIcNAcylierungen entwickelt und sollten daher nicht an unbehandeltes Tau-K32-wt
binden. Diese Antikérper wurden als mAb#3, mAb#10 und mAb #14 bezeichnet.
Aullerdem sollten diese Antikérper weder an BSA, welches nicht glycosyliert ist, noch an

OVA binden, da dieses Protein zwar glycosyliert ist, aber keine O-GIcNAcylierung tragt.

Die Experimente, mit welchen untersucht werden sollte, ob die monoklonalen
anti-O-GIcNAc Antikorper an Tau-K32-wt binden, wurden mit OVA als Negativkontrolle,
funktionalem HT-22 Zellextrakt als Positivkontrolle und zwei verschiedenen Antikorper-
Verdinnungen durchgefuhrt. Abbildung 40 zeigt die verschiedenen Western Blots. Es ist
deutlich zu erkennen, dass von allen drei Antikérpern (A-C) bei verschiedenen
Verdinnungsstufen (1:250 und 1:750) Proteine des Zellextrakts (Spur 2) gebunden wurden.
Die Negativkontrolle OVA (Spur 3) wurde unabhangig von der Antikorper-Verdinnung von

keinem der drei Antikdrper gebunden.
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Abbildung 40: Detektion von Tau-K32-wt mittels monoklonaler anti-O-GIcNAc-Antikdrper bei verschiedenen
Antikdrperverdiinnungen (Al: mAb #3, 1:250 Verdiinnung; A2: mAb #3, 1:750 Verdiunnung; B1: mAb #10,
1:250 Verdiinnung; B2: mAb #10, 1:750 Verdinnung; C1: mAb #14, 1:250 Verdiinnung; C2: mAb #14, 1:750
Verdinnung), Auftrennung der Proteine Uber 12 %ige SDS-Polyacrylamid-Gele. Belegung: 1: Marker
prestained, broad range; 2: funktionaler Zellextrakt aus HT-22 Zellen, 3: 1 ug OVA, 4: 1 ug Tau-K32-wt.

Das auf Spur 4 aufgetragene Tau-K32-wt, welches vorher in keiner Form behandelt wurde,
wurde von allen drei monoklonalen anti-O-GIcNAc Antikdrpern sowohl bei schwacher
(1:250) als auch bei starker Verdinnung (1:750) gebunden.
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3.2.2 O-GIcNAcylierungsversuche

Trotz der Schwierigkeiten eine O-GIcNAcylierung protein-biochemischen nachzuweisen,
wurden O-GIcNAcylierungsversuche durchgefihrt. Dabei sollte untersucht werden, ob eine

O-GlcNAcylierung NMR-spektroskopisch nachweisbar ist.
3.2.2.1  Protein-biochemischer Nachweis einer O-GIcNAcylierung des Tau-K32-wt

Um eine O-GIcNAcylierung des Tau-K32-wt-Proteins mit der im funktionalen Zellextrakt
der HT-22  Zellen enthaltenen OGT in vitro zu erreichen, wurden
O-GIcNAcylierungsversuche, wie in Kapitel 2.3.5.2 beschrieben, durchgefiihrt. Die
O-GIcNAcylierung sollte mit Hilfe des Lektins WGA detektiert werden. Da bekannt war,
dass das Lektin bereits an nicht behandeltes Tau-K32-wt bindet, sollte bei einer vorliegenden

O-GIcNAcylierung ein Anstieg in der Bandenfarbung beobachtet werden.
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Abbildung 41: O-GIlcNAcylierungsversuch des Tau-K32-wt Proteins mit funktionalem Zellextrakt der HT-22
Zellen. Die Proteine wurden Uber zwei 12 %ige SDS-Polyacrylamid-Gele aufgetrennt. Links: Detektion von
Tau-K32-wt mit polyklonalem K9JA-anti-Tau-Antikorper; Rechts: Detektion von O-GIcNAcylierungen mit
WGA. Belegung 1: Marker, prestained, broad range (Angabe der GrofRe der Markerproteine in kDa);
2:0,815ug BSA; 3: 1,225ug OVA; 4: 1 ug Tau-K32-wt; 5: funktionaler HT-22 Zellextrakt, unverdiinnt;
6: funktionaler HT-22 Zellextrakt mit 41,8 pg Tau-K32-wt im Inkubationsansatz, 10 Min Inkubation;
7: funktionaler HT-22 Zellextrakt mit 41,8 ug Tau-K32-wt im Inkubationsansatz, 1h Inkubation;
8: funktionaler HT-22 Zellextrakt mit 20,9 pg Tau-K32-wt im Inkubationsansatz, 10 Min Inkubation;
9: funktionaler HT-22 Zellextrakt mit 20,9 pg Tau-K32-wt im Inkubationsansatz, 1 h Inkubation; 10: 0,5 pg
Tau-K32-wt (Die Inkubationsansétze wurde so verdinnt, dass jeweils 1pg beziehungsweise 0,5 pg Tau-K32-wt
auf das jeweilige Gel aufgetragen wurde).

Wie in Abbildung 41, links dargestellt, lieR sich Tau-K32-wt im Zellextrakt der HT-22
Zellen (roter Kasten) mit dem K9JA-anti-Tau-Antikorper detektieren. In Abbildung 41,
rechts ist der Western Blot dargestellt, der mit WGA inkubiert wurde, um eine
O-GIcNAcylierung von Tau-K32-wt nachzuweisen. Dies war der einzige Western Blot von

Tau-K32-wt, bei welchem es nicht von WGA gebunden wurde (keine Bande in Spur 4,
Abbildung 41, rechts). Dieses Ergebnis liel? sich nicht reproduzieren. Daruiber hinaus war es
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3. Ergebnisse

nicht moglich unter den verschiedenen Banden, die durch die Bindung an WGA an
verschiedene Proteine des Zellextrakts dargestellt wurden, zu erkennen, bei welcher Bande
es sich um Tau-K32-wt handelte. Daher war diese Methode zur Detektion einer
O-GIcNAcylierung von Tau-K32-wt nicht anwendbar.

3.2.2.2 NMR-spektroskopischer Nachweis einer O-GIcNAcylierung des *>N-Tau-
K32-wt

Fur den NMR-spektroskopischen Nachweis einer O-GIcNAcylierung des Tau-K32-wt-
Proteins wurde vollstandig *°N-markiertes Tau-K32-wt verwendet. Von diesem Protein
wurden 'H,">N-HSQC-NMR-Spektren aufgenommen. Wenn eine O-GlcNAcylierung
stattfindet, sollten sich die chemischen Verschiebungen der NH-Signale der
O-GlcNAcylierten Aminoséure dndern. Das vollstandige Spektrum von *°N-Tau-K32-wt ist
in Abbildung 42 dargestellt. Aufgrund seiner sehr flexiblen random coil Struktur ist die
Zuordnung der Signale des Tau-Proteins sehr schwierig (Smet et al., 2004) und wurde hier
nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 42: *H,"*N-HSQC-NMR-Spektrum von vollstandig **N-markiertem Tau-K32-wt
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3. Ergebnisse

Fur den O-GIlcNAcylierungsversuch wurde das Protein, wie in Kapitel 2.3.5.2 beschrieben,
mit funktionalem HT-22 Zellextrakt vermischt. Die Inkubation fand direkt im NMR-
Spektrometer statt. Dafiir wurden zehn *H,”>N-HSQC-NMR-Spektren mit einer Dauer von
jeweils etwa 2 h aufgenommen. In Abbildung 43 sind drei dieser *H,">N-HSQC-NMR-
Spektren abgebildet. Das schwarze Spektrum zeigt die Signale des vollstandig
>N-markierten Tau-K32-wt zu Beginn der Inkubation. In rot und blau sind die Zustande
nach 10 h bzw. 20 h Inkubation mit funktionalem HT-22 Zellextrakt dargestellt.
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Abbildung 43: Ausschnitte aus *H,">N-HSQC-NMR-Spektren von vollstandig **N-markiertem Tau-K32-wt,
das durch funktionalen HT-22 Zellextrakt O-GlcNAcyliert werden sollte. Spektren, die zu verschiedenen
Zeiten aufgenommen wurden, wurden Ubereinander gelegt. Schwarz: Vor Beginn der Inkubation; Rot: Nach
10 h Inkubation mit funktionalem HT-22 Zellextrakt; Blau: Nach 20 h Inkubation mit funktionalem HT-22
Zellextrakt. Oben: Uberblick tiber die Veranderungen im Spektrum; Unten: Ausschnitte aus den Spektren, die
die Veranderungen zeigen. Die durchgezogenen Pfeile weisen auf Signale, die neu entstehen und die
gestrichelten Pfeile zeigen Signale, die Giber den Inkubationszeitraum geringer werden.
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Durch den Vergleich dieser NMR-Spektren konnte beobachtet werden, dass nach etwa zehn
Stunden Inkubation neue Signale in der Probe detektiert werden konnten, die dann bis zum
Ende der Inkubation (nach 20 h) grofRer wurden. Andere Signale verloren Uber den
Inkubationszeitraum an Intensitat (vergleiche Abbildung 43, unten). Auflerdem konnte
beobachtet werden, dass die neu entstandenen Signale alle in einem Abstand von etwa
0,4 ppm *H-chemischer Verschiebung und etwa 0,7 ppm **N-chemischer Verschiebung zu

den Signalen, also einem A¢ = 0,8 ppm, entstanden, die in ihrer Intensitat abnahmen.

Da aber mit den protein-biochemischen Methoden keine O-GIcNAcylierung nachgewiesen
werden konnte, gab es keinen Hinweis dafiir, dass es sich bei den beobachteten neuen
Signalen um O-GIcNAcylierte Aminoséuren handelte. Daher sollte untersucht werden, ob

unbehandeltes Tau-K32-wt eine Glycosylierung trug.
3.2.3 De-GIcNAcylierung von Tau-K32-wt

Um eine O-GIcNAcylierung von Tau-K32-wt auszuschlielen, wurden verschiedene

Methoden verwendet, um eine mogliche O-GIcNAcylierung abzuspalten.

3.2.3.1 Enzymatische De-GIcNAcylierung mit Hilfe der p-1-2,3,4,6-N-

Acetylglucosaminidase

Mit Hilfe der folgenden Experimente sollte eine mdgliche O-GIcNAcylierung enzymatisch
von Tau-K32-wt abgespalten werden. Beide verwendeten Methoden sind in Kapitel 2.3.6
beschrieben. Der Nachweis einer erfolgreichen De-GIcNAcylierung sollte mit Hilfe des
Western Blots erbracht werden, bei dem die Banden des Tau-K32-wt, die durch die Bindung

an WGA oder anti-O-GIcNAc Antikdrper entstehen, an Intensitét verlieren sollten.

Fur die enzymatische De-GIcNAcylierung von Tau-K32-wt wurde die B-1-2,3,4,6-N-
Acetylglucosaminidase verwendet. Daflir wurde Tau-K32-wt in Natriumphosphatpuffer, pH
5 mit B-1-2,3,4,6-N-Acetylglucosaminidase vermischt und flr 24 h bei 37 °C inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben genommen. Diese Proben wurden auf zwei
verschiedene Membranen geblottet. Eine Membran wurde mit WGA inkubiert, um zu
beobachten, ob die Farbintensitat der Tau-K32-wt Banden abnahm. Um zu kontrollieren, ob
Tau-K32-wt wéhrend der De-GIcNAcylierung stabil blieb, wurde die zweite Membran mit
anti-Tau-Antikorper inkubiert. Abbildung 44 zeigt beide Membranen. Links ist der
Nachweis von Tau-K32-wt durch den polyklonalen K9JA-anti-Tau Antikorper dargestellt.
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3. Ergebnisse

Die Bande bei 21 kDa zeigte keine Veranderung in ihrer Farbintensitat und es traten keine

Fragmente auf, die vom Antikorper erkannt wurden.
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Abbildung 44: De-GIlcNAcylierung von Tau-K32-wt mit B-1-2,3,4,6-N-Acetylglucosaminidase und Nachweis
tiber Western Blot. Links: Nachweis von Tau-K32-wt durch polyklonalen K9JA-anti-Tau-Antikorper.
Rechts: Nachweis einer O-GIcNAcylierung durch WGA. Belegung: 1: Marker, prestained, broad range
(Angabe der Markerproteingréfen in kDa); 2: Tau-K32-wt in PBS pH 7,4; 3: Tau-K32-wt in Phosphatpuffer
pH 5; 4: Tau-K32-wt nach 10 min Inkubation; 5: Tau-K32-wt nach 30 min Inkubation; 6: Tau-K32-wt nach 1 h
Inkubation; 7: Tau-K32-wt nach 4 h Inkubation; 8: Tau-K32-wt nach 8 h Inkubation; 9: Tau-K32-wt nach 16 h
Inkubation. (Es wurden immer 0,5 pg Tau-K32-wt auf die 15%igen SDS-Polyacrylamid-Gele aufgetragen)

Tau-K32-wt zerfiel wahrend der De-GIcNAcylierung nicht. Abbildung 44, rechts zeigt die
Membran, die mit WGA inkubiert wurde. Die Farbintensitdten der Tau-K32-wt Banden
wiesen Schwankungen auf. Allerdings traten diese Anderungen nicht im Verlauf der
Inkubationszeit auf, sodass davon ausgegangen werden musste, dass keine

De-GIcNAcylierung stattgefunden hatte.

200
103] ===
66

e
45 -
31 =
21 W

14‘ .
6 . -

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Abbildung 45:De-GIcNAcylierung von Tau-K32-wt mit B-1-2,3,4,6-N-Acetylglucosaminidase nach Zachara
(Zachara, 2009) und Nachweis tber Western Blot. Links: Nachweis einer O-GIcNAcylierung durch den
monoklonalen anti-O-GIcNAc-Antikérper mAb #10. Rechts: Ponceau-S-Féarbung des Western Blots. Belegung:
1: Marker, prestained, broad range (Angabe der Markerproteingroen in kDa); 2: 1 ug OVA 3: 1ug
Tau-K32-wt; 4: 1ug Tau-K32-wt nach 7 h Inkubation; 5: 1pg Tau-K32-wt nach 24 h Inkubation;
6: funktionaler HT-22 Zellextrakt.
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In einem weiteren De-GIcNAcylierungsversuch von Tau-K32-wt wurde die Methode nach
Zachara (Zachara, 2009) verwendet (vergleiche Kapitel 2.3.6). Fir die Detektion der
moglichen O-GIcNAcylierung wurden die monoklonalen anti-O-GIcNAc Antikorper
verwendet. Wahrend der Inkubation wurden Proben nach 4 h, 7 h und 24 h gewonnen,
allerdings wurde die 4 h Probe zu lange aufgekocht, sodass sie nicht verwendet werden
konnte. Als Negativkontrolle fir den Western Blot wurde OVA und als Positivkontrolle
funktionaler HT-22 Zellextrakt verwendet. Fir den Nachweis einer O-GIlcNAcylierung
wurden alle drei monoklonalen Antikorper verwendet, es wird in Abbildung 45 aber
représentativ mAb #10 dargestellt. Dabei war zu erkennen, dass der Antikérper am stérksten
an das unbehandelte Tau-K32-wt gebunden hatte (Spur 3). Nach 7 h bzw. 24 h Inkubation
nahm die Bandenintensitét ab (vergleiche Abbildung 45, Spur 4 und 5). VVor der Entwicklung
des Western Blots wurde dieser mit Ponceau-S gefarbt. Dadurch werden unspezifisch alle
Proteinbanden gefarbt. Auch diese Farbung des Blots zeigte, dass die Intensitaten der
Banden des behandelten Tau-K32-wt geringer waren. Die Proteine des HT-22 Zellextrakts
wurden durch den monoklonalen anti-O-GIcNAc-Antikorper gebunden, OVA hingegen
nicht.

3.2.3.2 De-GlcNAcylierung durch B-Eliminierung

Bei der B-Eliminierung handelt es sich um eine Methode, mit der O-Glycane von
Glycoproteinen abgespalten werden. Falls Tau-K32-wt eine Zuckerkette trug, sollte sie durch
diese Methode abgespalten werden. Die Durchfithrung der B-Eliminierung wurde in Kapitel
2.3.7 beschrieben. Der Nachweis von Tau-K32-wt erfolgte im Western Blot mit dem
polyklonalen K9JA-anti-Tau-Antikorper und der Nachweis einer O-GIcNAcylierung durch
den monoklonalen anti-O-GIcNAc-Antikorper mAb #14. Als Positiv- und Negativkontrollen
wurden funktionaler HT-22 Zellextrakt bzw. OVA verwendet. In Abbildung 46 sind beide
Blots dargestellt. Links ist der Nachweis des Tau-K32-wt durch den anti-Tau Antikorper
dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass das Protein durch die B-Eliminierung
fragmentiert wurde (Spuren 5 und 7). In Abbildung 46 rechts ist der Western Blot zur
Detektion einer O-GIcNAcylierung dargestellt. Es konnte beobachtet werden, dass der
mADb #14 zunéchst an das unbehandelte Tau-K32-wt bindet und nach der Inkubation nicht
mehr. Allerdings ist nicht auszuschliel3en, dass dieser Wegfall der Bindung durch die

Fragmentierung des Proteins begrundet war.
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Abbildung 46: B-Eliminierung von Tau-K32-wt und Nachweis im Western Blot. Links: Nachweis von Tau-
K32-wt durch ployklonalen K9JA-anti-Tau-Antikorper. Rechts: Nachweis einer O-GIcNAcylierung durch den
monoklonalem anti O-GIcNAc-Antikérper mAb #14. Belegung: 1: Marker, prestained, broad range (Angabe
der MarkerproteingroRen in kDa); 2: 1 ug OVA 3: funktionaler HT-22 Zellextrakt; 4: 1 ug Tau-K32-wt,
unbehandelt; 5: 1 pg Tau-K32-wt nach B-Eliminierung; 6: 0,5 pg Tau-K32-wt, unbehandelt; 7: 0,5 g
Tau-K32-wt nach B-Eliminierung; 8: funktionaler HT-22 Zellextrakt.

Daher wurde von der nach der B-Eliminierung erhaltenen Probe (in DMSO) ein Protonen-
NMR-Spektrum aufgenommen, um mogliche Zuckersignale zu detektieren. Abbildung 47

zeigt Ausschnitte aus diesem Protonenspektrum.

4,5 4,0 35

Abbildung 47: Ausschnitte aus
Protonenspektren der B-Eliminierung
von Tau-K32-wt
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Im Bereich von 4,0 ppm bis 5,0 ppm wurden keine Hinweise auf anomere Protonen
gefunden. Wenn durch die B-Eliminierung eine Glycosylierung oder O-GIcNAcylierung
abgespalten worden war, dann missten in der Probe GICNAc oder GalNAc vorhanden sein.
Deshalb wurde der aliphatische Bereich des Protonenspektrums vergrof3ert, um Hinweise auf
die Signale der N-Acetylgruppen dieser Zucker zu suchen. Die beiden im Spektrum
beobachteten Signale haben eine H-chemische Verschiebung von 2,015 ppm bzw.
2,066 ppm. Die Signale der N-Acetylgruppen von GalNAc und GIcNAc haben eine
'H-chemische Verschiebung von 2,058 ppm und 2,056 ppm. Da diese chemischen
Verschiebungen nicht mit den Signalen in der Probe bereinstimmten und keine Signale von
anomeren Protonen beobachtet werden konnten, konnte davon ausgegangen werden, dass

keine Zucker in der Probe vorhanden waren.
3.3 O-GIcNAcylierungsversuche der CKII-Peptidderivate

Da es nicht moglich war, das Tau-K32-wt Protein als Testsystem zur NMR-
spektroskopischen Identifizierung einer O-GIcNAcylierung zu etablieren, wurde ein neues
Testsystem entwickelt. Daftir wurde das CKII-Peptid, ein 13 Aminosauren langes Fragment
der a-Untereinheit der Casein-Kinase 11, als Substrat fiir eine O-GIcNAcylierung verwendet.
VVon diesem Peptid ist sowohl die Sequenz als auch die Tatsache bekannt, dass das Ser 8
in vitro O-GIlcNAcyliert wird (Kreppel and Hart, 1999). Fir den NMR-spektroskopischen
und den protein-biochemischen Nachweis einer erfolgreichen O-GIcNAcylierung wurden
zwei verschiedene Peptide mit der Sequenz PGGS TPV SS AN M M synthetisiert. Die
Sequenzen beider Peptide, die im Institut fir Organische Chemie, Fachbereich Chemie der
Universitat Hamburg synthetisiert wurden, sind in Tabelle 4 auf Seite 32 aufgeftihrt. Flr die
NMR-spektroskopischen Experimente wurde das als *°N-Peptid bezeichnete Peptid
verwendet, welches an Position 8 ein *>N-markiertes Serin enthalt. Um das Peptid protein-
biochemisch nachweisen zu konnen, wurde das als Biotin-Peptid bezeichnete Peptid

verwendet. N-terminal wurde dieses Peptid tber PEG an ein Biotin gekoppelt.
3.3.1 Charakterisierung der Peptide

Die synthetisierten Peptide wurden massenspektrometrisch am Institut fir Organische
Chemie, Fachbereich Chemie der Universitdt Hamburg charakterisiert. Anschliefend wurden
von den gereinigten Peptiden NMR-Spektren aufgenommen, mit deren Hilfe Uberpruft

wurde, ob die Sequenz der Peptide richtig synthetisiert wurde. Die vollstandige
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Charakterisierung beider Peptide ist in Kapitel 2.4.5 beschrieben. Fir die NMR-
spektroskopische Charakterisierung der Peptide wurden die in Kapitel 2.4.6 beschriebenen
und in Tabelle 5, Seite 35 aufgeflihrten NMR-Spektren aufgenommen. Die Signale des
'H,'H-COSY-NMR-Spektrums wurden zur Identifizierung der Ha und die 'H,'H-TOCSY-
Spektren zur Identifizierung der jeweiligen Aminosdure herangezogen. Die Sequenz der
Peptide wurde mit den *H,*H-TOCSY-NMR-Spektren und den zugehorigen *H,"H-NOESY-
Spektren bestimmt. In Abbildung 48 ist das ‘H,'H-TOCSY-NMR-Spektrum sowie die
Zuordnung aller Signale des *°N-Peptids dargestellt.
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Abbildung 48: H,'"H-TOCSY Spektrum mit Zuordnung des **N-Peptids

Durch die °N-Markierung des Ser 8 spalten die Signale des Ho und des HP mit der
charakteristischen “Jnu-Kopplung von 90 Hz auf. Daher konnte diese Aminoséure sofort
identifiziert werden. Die weitere Zuordnung des °N-Peptids wurde dadurch erschwert, dass
sich die Signale der Ha des Ser4 und Ser 8 sowie des Thr5 und Asn 11 Uberlagerten.
Weiterhin traf dies auf die Signale der HP der Asnl1 und Val7 zu.
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Abbildung 49 zeigt das *H,*H-TOCSY-NMR-Spektrum sowie die Zuordnung aller Signale
des Biotin-Peptids. Bei der Identifizierung des Biotin-Peptids erschwerte die Uberlagerung
der Signale Ha des Ser 8 und Ser 9 sowie der HB des Asn 11 und Val 7 die Zuordnung.

Bei beiden Peptiden konnte die letzte Aminoséure, das Met 13, nicht identifiziert werden.
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Abbildung 49: *H,"H-TOCSY Spektrum mit Zuordnung des Biotin-Peptids

Um sicher zu stellen, dass das 1,8 kDa grofRe Biotin-Peptid tatséchlich biotinyliert vorlag,

wurde ein Dot-Blot, wie in Kapitel 2.4.7 beschrieben, durchgefuhrt. Abbildung 50 zeigt

diesen Blot. Als Kontrolle wurde HRP-konjugiertes Streptavidin verwendet. Es wurden

zwischen 5 pug und 0,1 pg Biotin-Peptid aufgetropft, um die Sensitivitat des Nachweises zu

testen. Bei allen sieben Proben war eine Farbreaktion zu erkennen. Daher konnte davon

ausgegangen werden, dass in den Proben Biotin vorhanden war und das Biotin-Peptid

biotinyliert vorlag.
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Kontrolle 5ug 2 ug 1,5 ug 1ug 0,5 ug 0,25 pg 0,1 ug

. e &

Abbildung 50: Dot-Blot Biotin-Peptid. Links: 2 uL Streptavidin-HRP als Positivkontrolle. Jeweils 5 pL
Biotin-Peptid in unterschiedlichen Verdiinnungen in PBS aufgetropft. Die aufgetropfte Menge Biotin-Peptid ist
tber dem jeweiligen Dot angegeben.

3.3.2 Darstellung des Biotin-Peptids im Western Blot

Es wurde ein Verfahren etabliert, mit dem das Biotin-Peptid im Western Blot dargestellt
werden konnte. Dafilr sollte nach dem Transfer des Peptids auf eine Membran die
Biotinylierung mit HRP-gekoppeltem Streptavidin durch eine Farbreaktion nachgewiesen
werden (siehe Kapitel 2.5.1 und 2.5.3).

3.3.21  SDS-PAGE von Biotin-Peptid

In mehreren Ansédtzen wurde versucht, das 1,8 kDa groRe Biotin-Peptid in einem 15%igen
SDS-Polyacrylamid-Gel aufzutrennen und mit Coomassie Brilliant Blue anzuférben. In

keinem der Gele konnte eine Bande bei ca. 1,8 kDa gefunden werden.

Deshalb wurden flr die weiteren Experimente fertig gegossene Tris-Tricin-Gele von Biorad
verwendet, welche laut Herstellerangaben gut dafiir geeignet sind, Peptide darzustellen. Mit
Hilfe dieser Gele konnte die Lauffront, in der sich das Biotin-Peptid auf Grund seiner Masse

von 1,8 kDa befinden muss, angeféarbt werden. Dieses Gel ist in Abbildung 51 dargestelit.
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Abbildung 51: Tris-Tricin-Gel (16,5 %) von Biotin-Peptid. Belegung: 1: 2 ug Biotin-Peptid; 2: 0,1 ug Biotin-
Peptid; 3: 0,25 ug Biotin-Peptid; 4: 0,5 ug Biotin-Peptid; 5: 1 ug Biotin-Peptid; 6: 1,5 ug Biotin-Peptid; 7: 2 ug
Biotin-Peptid; 8: 5 ug Biotin-Peptid; 9: Marker, Precision Plus Dual Xtra Standard Prestained (Angabe der
GroRe der Markerproteine in kDa)
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Die Banden sind durch einen roten Kasten markiert. Aullerdem zeigte das Gel noch eine
starke Hintergrundfarbung. Nachdem es aber weiter entfarbt wurde, waren keine Biotin-

Peptid-Banden mehr erkennbar.
3.3.2.2  Western Blot von Biotin-Peptid

Nachdem, wie in Abschnitt 3.3.2.1 beschrieben, das Biotin-Peptid in einem Tris-Tricin-Gel
detektiert werden konnte, sollte ein Western Blot durchgefiihrt werden. Zunéchst wurde der
Wet-Blot im Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Universitat zu Lubeck
durchgefuhrt. Der Transfer der Proteine bei einer Spannung von 75V fir 30 min war
erfolgreich, da Banden des Markers sichtbar waren. Allerdings war es nicht moglich Biotin-
Peptid Banden zu detektieren. Die Inkubation des Blots bezlglich Blockierung und
Streptavidin-HRP Konzentration entsprach dem des Dot-Blots. Da dieser erfolgreich Biotin
nachweisen konnte, wurde davon ausgegangen, dass die Dauer des Transfers zu lang war.
Daher wurde der Wet-Blot mit einer Transferzeit von 20 min und 10 min wiederholt. Auch

hier waren keine Biotin-Peptid Banden detektierbar.

Daraufhin wurde das von Rose (Rose et al., 2009) in Kapitel 2.5.3 beschriebene Protokoll
verwendet. Mit Hilfe dieses Protokolls war es erstmals mdglich das Biotin-Peptid im
Western Blot sichtbar zu machen. Allerdings stimmte die in Abbildung 52 dargestellte
Bande nicht mit der theoretischen und im Massenspektrum gefundenen Masse des Biotin-
Peptids Uberein. Vergleicht man die Laufweite der angefarbten Bande mit denen des
Markers, so liegt die Masse dieser Bande zwischen 5 und 10 kDa. Das Biotin-Peptid besitzt

aber eine Masse von 1,8 kDa.
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Abbildung 52: Western Blot des Biotin-Peptids. Links: ohne Blockierung der Membran mit BSA; Recht: Mit
Blockierung der Membran mit BSA fiir 1 h. Belegung: 1: Marker, Precision Plus Dual Xtra Standard Prestained
(Angabe der GroRe der Markerproteine in kDa); 2: 5 ug Biotin-Peptid in reduzierendem Probenpuffer; 3: 5 ug
Biotin-Peptid in nicht-reduzierendem Probenpuffer; 4: 20 ug Biotin-Peptid in reduzierendem Probenpuffer; 5:
20 pg Biotin-Peptid in nicht-reduzierendem Probenpuffer.
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Aullerdem war zu erkennen, dass die Bandenfarbung umso intensiver wurde je mehr Biotin-
Peptid aufgetragen wurde. Bei gleicher aufgetragener Menge Biotin-Peptid unterschieden
sich die Farbintensitaten der Banden nicht. Daher haben reduzierende und nicht-
reduzierende Bedingungen die gleichen Auswirkungen auf das Laufverhalten der Banden.
Wurde die Membran vorher mit BSA blockiert, waren die Banden des Peptids starker in der
Farbintensitat (Abbildung 52, rechts). Deshalb wurde fir die nachsten Experimente der Blot
immer mit BSA blockiert.

3.3.3 NMR-spektroskopische Darstellung des *>N-Peptids

Um eine mogliche O-GlcNAcylierung des °N-Peptids darzustellen, wurden *H,”>N-HSQC-
NMR-Spektren aufgenommen. Durch eine O-GlcNAcylierung des Ser 8 sollte sich die
chemische Verschiebung dieses Signals veriandern. Durch die Anderung der chemischen
Verschiebung konnte dann festgestellt werden, welche Aminosdure eines Proteins oder
Peptids O-GIcNAcyliert wurde. Das ‘H,">N-HSQC-NMR-Spektrum des *°N-Peptids in
Natriumazetatpuffer mit pH 4 ist in Abbildung 53 dargestellt. Das Spektrum wurde bei
298 K aufgenommen.
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Abbildung 53: *H,"*N-HSQC-NMR-Spektrum des °N-Peptids.
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Die *H-chemische Verschiebung wurde anhand eines internen Standards (TSP) referenziert.
Fiir die Referenzierung der **N-chemischen Verschiebung wurde die Methode nach Wishart
(Wishart et al., 1995) verwendet. Es ist deutlich zu erkennen, dass nur ein Signal bei 8,4 ppm
'H-chemischer Verschiebung und 119,5 ppm **N-chemischer Verschiebung vorhanden war.
Allerdings konnte bei hoherem pH, wie er in den Puffern fir die O-
GlcNAcylierungsversuche verwendet wurde, kein NH-Signal des *N-Peptids in den *H,"N-
HSQC-NMR-Spektren detektiert werden. Auch ein Zusatz von 1 mg/mL BSA fihrte nicht
dazu, dass das Signal des >N-markierten Ser 8 nachgewiesen werden konnte. Daher konnte

die chemische Verschiebung dieses Signals bei hheren pH Werten nicht angegeben werden.
3.3.4 O-GlcNAcylierungsversuche mit Biotin-Peptid und **N-Peptid

Die O-GlcNAcylierungsversuche mit dem *°N-Peptid wurden direkt im NMR-Spektrometer
durchgefiihrt. Dafiir wurde das *°N-Peptid mit dem jeweiligen funktionalen Zellextrakt
versetzt und ins NMR-Spektrometer Uberfuhrt. Fir die Beobachtung der O-GIcNAcylierung
wurden bei der jeweiligen Inkubationstemperatur unterschiedlich viele *H,">N-HSQC-NMR-
Spektren mit einer Dauer von 2 h oder 1 h aufgenommen. Fir die Auswertung wurden alle
aufgenommenen *H,"®N-HSQC-NMR-Spektren iibereinandergelegt. Um die einzelnen
Signale besser miteinander vergleichen zu kénnen, wurden diese immer um 2 ppm in F1
gegeneinander verschoben. Die y-Achse der ‘H,”N-HSQC-NMR-Spektren gibt so die

Inkubationszeit wieder.

Fur die O-GIcNAcylierungsversuche mit Biotin-Peptid wurde der jeweilige Zellextrakt mit
dem Peptid vermischt und tber einen bestimmten Zeitraum bei der angegebenen Temperatur
inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Inkubation sowie zu Beginn und am
Ende wurden Proben genommen, die mit reduzierendem Probenpuffer vermischt und bei
95 °C aufgekocht wurden, um jegliche Enzymaktivitat zu inhibieren. Diese Proben wurden

anschlieRend Uber Tris-Tricin-Gele aufgetrennt und fur den Western Blot verwendet.
3.3.4.1  PBSals Lysepuffer

In Anlehnung an die O-GIcNAcylierungsversuche mit Tau-K32-wt in Kapitel 3.2, wurden
die ersten O-GIcNAcylierungsversuche der CKII-Peptidderivate in PBS durchgefihrt. In
Tabelle 12 sind die verschiedenen durchgefiihrten Experimente aufgelistet. Die Unterschiede
zwischen den einzelnen Experimenten lagen dabei in der verwendeten Zelllinie, der Zellzahl,

der PUGNAC- und Protease-Inhibitor-Konzentration sowie im verwendeten Peptid.
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Tabelle 12: O-GIcNAcylierungsversuche in PBS. Zusammensetzung des Puffers, Zelllinie und Zellzahl

Bezeichnung | Zelllinie  Zellzahl PUGNAc Protease- UDP- Temperatur  Peptid
Inhibitor ~ GIcNAc
O-GIcNAc- | HEK 293  4.8:10" 20 pM 1,25x 180 uM 298 K 0,364 mM
ylierungs- >N-Peptid
versuch 1
O-GIcNAc- | HT-22 5,1-10" 20 pM 1x 180 uM 298 K 0,364 mM
ylierungs- >N-Peptid
versuch 2
O-GIcNAc- | HEK 293  13,4:10" 45 pM 3,125x 5mM 298 K 0,56 mM
ylierungs- Biotin-
versuch 3 Peptid
Zeit [h]
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Abbildung 54: Ausschnitte aus *H,"*N-HSQC-NMR-Spektren von O-GlcNAcylierungsversuch 1. Es wurden
10 H,"N-HSQC-NMR-Spektren mit jeweils 16 Durchgangen aufgenommen. Fiir die Auswertung wurden
Spektren tibereinandergelegt und um 2 ppm in F1 gegeneinander verschoben. Die y-Achse der *H,">N-HSQC-
NMR-Spektren gibt die Inkubationszeit wieder.
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Fur den O-GIcNAcylierungsversuch 1 wurde funktionaler Zellextrakt der HEK 293 Zelllinie
verwendet. Dieser wurde mit 364 pM '°N-Peptid und 180 uM UDP-GIcNAC bei 298 K
inkubiert. Fur die Inkubation wurde der Extrakt sofort, nachdem er mit dem *°N-Peptid
vermischt worden war, ins NMR-Spektrometer Gberfiihrt und fir 20 h gemessen. In
Abbildung 54 sind alle aufgenommenen *H,”N-HSQC-NMR-Spektren dargestellt. Zu jeder
Inkubationszeit war nur ein Signal bei 7,945 ppm *H-chemischer Verschiebung und
124,5 ppm *N-chemischer Verschiebung in den *H,”>N-HSQC-NMR-Spektren detektierbar.
Da es sich um das einzige vorhandene Signal in den Spektren handelte und in den *H,N-
HSQC-NMR-Spektren der Kontrolle, in der Zellextrakt alleine gemessen wurde, keine
Signale nachweisbar waren, konnte man davon ausgehen, dass es sich bei diesem Signal um
das °N-markierte Ser 8 des °N-Peptids handelte. Dieses Signal verlor iber die Dauer der

Messungen an Intensitét. Es entstand kein neues Signal in den Spektren.

Zeit [h]
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Abbildung 55: Ausschnitte aus *H,"”N-HSQC-NMR-Spektren von O-GlcNAcylierungsversuch 2. Es wurden
10 *H,"®N-HSQC-NMR-Spektren mit jeweils 16 Durchgangen aufgenommen. Fiir die Auswertung wurden die
ersten sechs NMR-Spektren (ibereinandergelegt und um 2 ppm in F1 gegeneinander verschoben. Die y-Achse
gibt die Inkubationszeit wieder.
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Im Unterschied zu O-GIcNAcylierungsversuch 1 wurde fur den
O-GIcNAcylierungsversuch 2 die HT-22 Zelllinie verwendet. Die (bereinandergelegten
'H,"*N-HSQC-NMR-Spektren sind in Abbildung 55 dargestellt. In allen Spektren war ein
Signal bei 7,945 ppm H-chemischer Verschiebung und 124,5ppm *°N-chemischer
Verschiebung nachweisbar. Auch hier wurde das Signal des °N-markierten Ser 8 mit der

Zeit kleiner. Weiterhin entstand tiber den Inkubationszeitraum kein neues Signal.

AuBerdem konnte beobachtet werden, dass bei diesem O-GIcNAcylierungsversuch das
Signal des °N-Peptids schon nach 10 h Inkubation nicht mehr detektiert werden konnte. Bei

O-GIcNAcylierungsversuch 1 hatte sich die Signalintensitat nach 18 h nur etwa halbiert.

Um zu kléren, ob es mit der protein-biochemischen Methode mdglich ist, eine
O-GIcNAcylierung des Biotin-Peptids nachzuweisen, wurde im
O-GIcNAcylierungsversuch 3 Biotin-Peptid mit funktionalem Zellextrakt der HEK 293
Zelllinie inkubiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass UDP-GIcNAc im Uberschuss vorlag.
Es wurde Protease-Inhibitor in 1,5-facher empfohlener Konzentration eingesetzt. Dieser
Ansatz wurde fr 20 h bei 25°C inkubiert und Proben wurden zu den Zeitpunkten 0 h, 6,5 h
und 20 h gewonnen. Die Proben wurden (ber ein Tris-Tricin-Gel aufgetrennt und wie in

Kapitel 2.5.3 beschrieben auf eine Membran transferiert.
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Abbildung 56: Western Blot von O-GlcNAcylierungsversuch 3 mit Biotin-Peptid. Links: Nachweis des
Biotin-Peptids mit Streptavidin-HRP; Rechts: Nachweis einer O-GIcNAcylierung mit mAb #14. Belegung:
1: Marker, Precision Plus Dual Xtra Standard Prestained (Angabe der GroRe der Markerproteine in kDa);
2: 5 ug Biotin-Peptid in PBS; 3: 5 ug Biotin-Peptid nach 0 h Inkubation; 4: 5 ug Biotin-Peptid nach 6,5 h
Inkubation; 5: 5 pg Biotin-Peptid nach 20 h Inkubation.

Die eine Halfte des Blots wurde zum Nachweis des Biotin-Peptids mit Streptavidin-HRP

inkubiert, die zweite Halfte mit monoklonalem anti-O-GIcNAc-Antikdérper. Abbildung 56
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zeigt die beiden Western Blots. Links ist der Nachweis des Biotin-Peptids mit Streptavidin
dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass das Biotin-Peptid in der Kontrolle (Spur 2) und
zu Beginn der Inkubation (Spur 3) nachweisbar war. Allerdings lag die Bande des Peptids
bei etwa 10 kDa, obwohl die Masse des Peptids 1,8 kDa betragt. Weiterhin war der
Nachweis nach 6 h Inkubation nicht mehr mdglich. Rechts ist der Nachweis einer
O-GIcNAcylierung mit mAb #14 dargestellt. Da die Banden des Markers zu erkennen
waren, musste der Transfer der Proteine auf die Membran funktioniert haben. Ein Nachweis
einer O-GIcNAcylierung war aber nicht moglich.

3.3.4.2  Natriumphosphatpuffer mit DTT und MgCl, als Lysepuffer

In den vorangegangenen O-GIcNAcylierungsversuchen 1 bis 3 konnte weder NMR-
spektroskopisch noch protein-biochemisch eine O-GIcNAcylierung nachgewiesen werden.
Aullerdem war das jeweilige Peptid im funktionalen Zellextrakt nicht stabil. Daher wurde
der Lysepuffer der funktionalen Zellextrakte nach den Protokollen von Clarke (Clarke et al.,
2008) und lyer (lyer and Hart, 2003) hergestellt. An Stelle von Tris-Puffer wurde
Natriumphosphatpuffer verwendet, da dieser kein NMR-Signal erzeugt. Der neue Lysepuffer
setzte sich aus 50mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 mit 600 uM PUGNAC, 2,5x Protease-
Inhibitor, 1 mM DTT und 12,5 mM MgCl, zusammen.

Tabelle 13: O-GlcNAcylierungsversuche in Lysepuffer mit ImM DTT und 12,5 mM MgCl,

Bezeichnung Zelllinie Zellzahl PUGNAc Protease- Temperatur pH
Inhibitor

O-GlcNAcylierungs- | HEK 293  21,3-10° 600 puM  2,5x 310 K 7,5

versuch 4

O-GIcNAcylierungs- | HT-22 7-10° 600 UM 2,5x 310K 6,8

versuch 5

In Tabelle 13 sind die mit diesem Lysepuffer durchgefiihrten O-GIcNAcylierungsversuche 4
und 5 zusammengefasst. Bei beiden Versuchen wurde sowohl das °N-Peptid als auch das
Biotin-Peptid verwendet. AuRerdem wurde die Inkubationstemperatur auf 37 °C erhoht.

Unterschiede sind in den verwendeten Zelllinien und den pH-Werten zu finden.
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Im O-GIcNAcylierungsversuch 4 wurden HEK 293 Zellen in Puffer mit pH 7,5 verwendet.
Die NMR-Probe wurde mit 0,729 mM *N-Peptid und 2,25mM UDP-GIcNAC in
funktionalem HEK 293 Zellextrakt angesetzt und bei 310 K gemessen. In den
'H,"*N-HSQC-NMR-Spektren konnten keine Signale detektiert werden.

In einem parallelen Ansatz wurden 0,56 mM Biotin-Peptid mit 2,5 mM UDP-GIcNACc in
HEK 293 Zellextrakt bei 37 °C inkubiert. Die Inkubationszeit wurde auf 2 h reduziert und zu
den Zeitpunkten 0 h, 0,5 h, 1 h und 2h wurden Proben gewonnen, die dann im Western Blot
auf Biotin und O-GIcNAcylierungen untersucht wurden. In Abbildung 57 sind die beiden
Western Blots dargestellt. Links ist der Nachweis des Biotin-Peptids mit Streptavidin
dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass das Biotin-Peptid nach O h und 0,5h
nachweisbar war und danach nicht mehr. Der Nachweis einer O-GIcNAcylierung mit
mAD #14 ist rechts dargestellt. Dieser Blot zeigte keine Banden.
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Abbildung 57: Western Blot von O-GlcNAcylierungsversuch 4 mit Biotin-Peptid. Links: Nachweis des
Biotin-Peptids mit Streptavidin-HRP; Rechts: Nachweis einer O-GIcNAcylierung mit mAb #14. Belegung:
1: Marker, Precision Plus Dual Xtra Standard Prestained (Angabe der GroRe der Markerproteine in kDa);
2: 5 ug Biotin-Peptid nach 0 h Inkubation; 3: 5 pg Biotin-Peptid nach 0,5 h Inkubation; 4: 5 ug Biotin-Peptid
nach 1 h Inkubation; 5: 5 ug Biotin-Peptid nach 2 h Inkubation.
Fur den O-GIcNAcylierungsversuch 5, der mit einem funktionalen Zellextrakt aus HT-22
Zellen durchgefihrt wurde, wurde der pH-Wert des Lyse-Puffers von 7,5 auf 6,8 reduziert.
Die NMR-Probe wurde mit 0,729 mM **N-Peptid und 2,25 mM UDP-GIcNAc angesetzt. In
Abbildung 58 sind von den zehn aufgenommenen *H,"*N-HSQC-NMR-Spektren die gezeigt,
in denen Signale detektierbar waren. Zum ersten Mal konnten zwei Signale in den *H,*N-
HSQC-NMR-Spektren des O-GIlcNAcylierungsversuchs beobachtet werden. Das deutlich
intensivere Signal hatte eine ‘H-chemische Verschiebung von 7,86 ppm und eine

>N-chemische Verschiebung von 124,5 ppm. Das weniger intensive Signal lag bei 8,27 ppm
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'H-chemischer Verschiebung und 122,3 ppm *°N-chemischer Verschiebung. Da das
intensivere Signal die gleiche °N-chemische Verschiebung wie die Signale aus den
vorangegangenen Experimenten besa, konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei
diesem Signal um das *°N-Peptid handelte. Das zweite und weniger intensive Signal musste
aus funktionalem HT-22 Zellextrakt stammen. Es konnte in den H,**N-HSQC-NMR-
Spektren der Kontrolle, die nur aus Zellextrakt ohne das '°N-Peptid bestand, ebenfalls
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus konnte beobachtet werden, dass das Signal des **N-
Peptids Uber den Inkubationszeitraum an Intensitét verliert und schon nach 3 h nicht mehr

nachweisbar ist.

Zeit [h]

Abbildung 58: Ausschnitte aus *H,">N-HSQC-NMR-Spektren von O-GlcNAcylierungsversuch 5. Es wurden 8
'H,5N-HSQC-NMR-Spektren mit jeweils 8 Durchgingen aufgenommen. Fiir die Auswertung wurden die
ersten drei NMR-Spektren Ubereinandergelegt und jeweils um 2 ppm in F1 gegeneinander verschoben. Die
y-Achse gibt die Inkubationszeit wieder.

Fur die Inkubation des Biotin-Peptids wurden die gleichen Inkubationsbedingungen wie
zuvor schon fur den O-GlcNAcylierungsversuch 4 gewahlt. Abbildung 59 zeigt den Western

Blot zum Nachweis des Biotin-Peptids mit Streptavidin. Die Bande des Biotin-Peptids ist
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nur zum Zeitpunkt O0h nachweisbar. Der Western Blot zum Nachweis einer

O-GIcNAcylierung zeigte keine Banden.
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Abbildung 59: Western Blot von O-GIlcNAcylierungsversuch 5 mit Biotin-Peptid. Nachweis des Biotin-
Peptids mit Streptavidin-HRP; Belegung: 1: Marker, Precision Plus Dual Xtra Standard Prestained (Angabe der
Grole der Markerproteine in kDa); 2: 5 pg Biotin-Peptid nach 0 h Inkubation; 3: 5 pg Biotin-Peptid nach 0,5 h
Inkubation; 4: 5 pg Biotin-Peptid nach 1 h Inkubation; 5: 5 pg Biotin-Peptid nach 2 h Inkubation; Blot zum
Nachweis einer O-GlcNAcylierung nicht gezeigt, da keine Banden detektiert werden konnten.

3.3.4.3  Natriumphosphatpuffer mit DTT und EDTA als Lysepuffer

Da bei den vorangegangenen O-GIcNAcylierungsversuchen weder NMR-spektroskopisch
noch protein-biochemisch eine O-GIcNAcylierung nachgewiesen werden konnte, wurde
neuer Lysepuffer verwendet. Im Gegensatz zu den vorangegangen Puffern wurde diesem
EDTA zugesetzt, um auf diese Weise die Metalloproteasen zu inhibieren. Dieser Lysepuffer
setzte sich aus 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,8 mit 1 mM DTT, 1 mM EDTA,
100 uM PUGNAc und 2x Protease-Inhibitor zusammen. In Tabelle 14 sind die
O-GIcNAcylierungsversuche 6 bis 10 aufgefuhrt. Diese unterschieden sich in der
verwendeten Zelllinie, der eingesetzten Zellzahl sowie im pH-Wert des verwendeten Puffers.
Alle weiteren Unterschiede sind jeweils bei der Beschreibung der einzelnen

O-GIcNAcylierungsversuche angegeben.

Der O-GIcNAcylierungsversuch 6 wurde wie in Tabelle 14 angegeben ohne weitere
Anderungen durchgefiihrt. Die NMR-Probe wurde mit 1,13 mM *N-Peptid und 2,25 mM
UDP-GIcNAc angesetzt und bei 310 K gemessen. Es wurden zunachst fiinf *H,™N-HSQC-

NMR-Spektren aufgenommen und nach 96 h nochmals flinf Spektren.
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Tabelle 14: O-GlcNAcylierungsversuche in Lysepuffer mit 1 mM DTT und 1 mM EDTA

Bezeichnung Zelllinie  Zellzahl PUGNAc Protease- Temperatur pH
Inhibitor
O-GlcNAcylierungs- | HEK 293 17,1-10° 100puM  2x 310 K 6,8
versuch 6
O-GlIcNAcylierungs- | HEK 293 12,9-10° 100 uM  2x 310 K 6,8
versuch 7
O-GlIcNAcylierungs- | HT-22  6,5-10° 100 uM  2x 310 K 6,6
versuch 8
O-GlcNAcylierungs- | HEK 293 17,4-10°  100puM  2x 310 K 6,6
versuch 9
O-GlIcNAcylierungs- | HEK 293 16,1-10° 100 uM  2x 310 K 6,8
versuch 10

Abbildung 60  zeigt alle  aufgenommenen  'H,>N-HSQC-NMR-Spektren  des
O-GIcNAcylierungsversuchs 6. Zur Verdeutlichung sind die Spektren in F1 um 2 ppm
gegeneinander verschoben. Wie schon bei O-GIcNAcylierungsversuch 5 (Abbildung 58) ist
bei 8,28 ppm *H-chemischer Verschiebung und 122,5 ppm*N-chemischer Verschiebung ein
weiteres Signal zu erkennen. Dabei musste es sich um eine Substanz aus dem Zellextrakt
handeln, da dieses Signal auch in den 'H,®N-HSQC-NMR-Spektren der Kontrollen
beobachtet wurde. Neu ist bei diesen Spektren allerdings, dass neben dem Signal des Ser 8
des *°N-Peptids bei 7,87 ppm *H-chemischer Verschiebung und 124,5 ppm *°N-chemischer
Verschiebung tiber den Inkubationszeitraum ein neues Signal bei 7,95 ppm *H-chemischer
Verschiebung und 124,5 ppm *°N-chemischer Verschiebung im Spektrum beobachtet
werden konnte. Dieses Signal entstand erst nach etwa 3 h Inkubation und war in den *H,**N-
HSQC-NMR-Spektren der Kontrollen nicht nachweisbar. Uber den Inkubationszeitraum
nahm die Signalintensitat dieses Signals zu. Parallel nahm die Intensitat des Signals des
Ser 8 Uber den Inkubationszeitraum ab.
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Abbildung 60: Ausschnitte aus *H,"®N-HSQC-NMR-Spektren von O-GlcNAcylierungsversuch 6. Es wurden
zweimal fiinf *H,"*N-HSQC-NMR-Spektren mit jeweils 8 Durchgangen aufgenommen. Fiir die Auswertung
wurden alle NMR-Spektren Ubereinandergelegt und jeweils um 2 ppm in F1 gegeneinander verschoben. Die
y-Achse gibt die Inkubationszeit wieder.

Sollte es sich bei diesem neuen Signal um eine O-GIcNAcylierung handeln, dann misste der
Western Blot dieses O-GIcNAcylierungsversuchs Aufschluss dariber geben. Fir den
Western Blot wurden 0,9 mM Biotin-Peptid mit 2 mM UDP-GIcNAc in funktionalem
Zellextrakt der HEK 293 Zellen fur 2 h bei 37°C inkubiert und Proben zu den Zeitpunkten
0h,0,5h, 1hund 2 h gewonnen. Der Blot wurde wie bisher durchgefihrt, allerdings wurde
die Detektion mit Chemolumineszenz im Institut fur Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene der Universitdt zu Libeck durchgefuhrt. Abbildung 61 zeigt die entwickelten
Western Blots. In A ist der Western Blot zum Nachweis des Biotin-Peptids gezeigt. Es
konnte eine Biotin-Bande bei etwa 10 kDa festgestellt werden, die zum Zeitpunkt 0 h
detektierbar war. Zu allen weiteren Zeitpunkten konnte keine Bande detektiert werden. Der
rote Kasten zeigt eine sehr schwache Bande bei etwa 2 kDa, die dem Molekulargewicht des
Biotin-Peptids entsprach. Fir den Nachweis einer O-GIcNAcylierung wurden alle drei

monoklonalen anti-O-GIcNAc-Antikdrper verwendet. Die zugehérigen Western Blots sind
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in Abbildung 61 B-D gezeigt. In allen drei Western Blots konnten keine Banden, weder bei
10 kDa noch bei einer zu erwartenden Grof3e von etwa 1,8 kDa nachgewiesen werden.

12 3 451 2 3 4 5 12 3 4 5 1 2 3 4 5

Abbildung 61: Western Blot von O-GIcNAcylierungsversuch 6 mit Biotin-Peptid, Detektion mit ECL. A:
Nachweis des Biotin-Peptids mit Streptavidin-HRP; B: Nachweis einer O-GIcNAcylierung mit mAb #3; C:
Nachweis einer O-GIcNAcylierung mit mAb #10; D: Nachweis einer O-GlcNAcylierung mit mAb #14.
Belegung: 1: Marker, Precision Plus Dual Xtra Standard Prestained (Angabe der Grolie der Markerproteine in
kDa); 2: 8 ug Biotin-Peptid nach 0 h Inkubation; 3: 8 ug Biotin-Peptid nach 0,5 h Inkubation; 4: 8 ug Biotin-
Peptid nach 1 h Inkubation; 5: 8 pg Biotin-Peptid nach 2 h Inkubation.

Beim O-GIcNAcylierungsversuch 7 wurden die Pufferzusammensetzung und die Zelllinie
im Vergleich zu O-GIcNAcylierungsversuch 6 nicht geéndert. Auch die Zellzahl war mit
12,9 10" Zellen ahnlich. Allerdings wurden die HEK 293 Zellen, 17 h bevor der
funktionelle Zellextrakt hergestellt wurde, mit 50 UM PUGNACc inkubiert. Daflir wurde das
verbrauchte Wachstumsmedium abgenommen und frisches Wachstumsmedium, welches mit
50 pM PUGNAC versetzt worden war, auf den Zellrasen gegeben. Anschliefend wurden die
Zellen 17 h bei 37 °C wachsen gelassen. Fur den NMR-spektroskopischen Nachweis einer
O-GlcNAcylierung  wurden 0,98 mM  °N-Peptid mit 2,25mM UDP-GIcNAc im
funktionalen HEK 293 Zellextrakt verwendet. Mit diesem Inkubationsansatz wurden bei
310 K zehn 'H,"N-HSQC-NMR-Spektren (ber einen Zeitraum von 10 Stunden
aufgenommen. Wieder konnte in den *H,”>N-HSQC-NMR-Spektren (Abbildung 62) ein
Signal bei 7,93 ppm ‘H-chemischer Verschiebung und 1245 ppm *°N-chemischer
Verschiebung detektiert werden, dessen Signalintensitat iber den Aufnahmezeitraum groer
wurde. Das Signal bei 7,86 ppm *H-chemischer Verschiebung und 124,5 ppm
>N-chemischer Verschiebung, welches als das des **N-Serin des *°N-Peptids identifiziert
wurde, nahm in seiner Intensitat Uber den Inkubationszeitraum ab. Das Signal bei 8,28 ppm
'H-chemischer Verschiebung und 122,5 ppm*°N-chemischer Verschiebung stammte aus dem

funktionalen Zellextrakt.
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Abbildung 62: Ausschnitte aus *H,"*N-HSQC-NMR-Spektren von O-GlcNAcylierungsversuch 7. Es wurden
13 'H,"®N-HSQC-NMR-Spektren mit jeweils 8 Durchgangen aufgenommen. Fiir die Auswertung wurden alle
NMR-Spektren tbereinandergelegt und jeweils um 2 ppm in F1 gegeneinander verschoben. Die y-Achse gibt
die Inkubationszeit wieder.

Abbildung 63: Western Blot von O-GIcNAcylierungsversuch 7 mit Biotin-Peptid, Detektion mit ECL.
A: Nachweis des Biotin-Peptids mit Streptavidin-HRP; B: Nachweis einer O-GIcNAcylierung mit mAb #10.
Belegung: 1: Marker, Precision Plus Dual Xtra Standard Prestained (Angabe der GrofRe der Markerproteine in
kDa); 2: 8 pg Biotin-Peptid nach 0 h Inkubation; 3: 8 pg Biotin-Peptid nach 0,5 h Inkubation; 4: 8 pg Biotin-
Peptid nach 1 h Inkubation; 5: 8 pg Biotin-Peptid nach 2 h Inkubation.

Fir den protein-biochemischen Nachweis einer O-GIcNAcylierung wurden 0,9 mM Biotin-
Peptid mit 2 mM UDP-GIcNAc in funktionalem HEK 293 Zellextrakt fir 2 h bei 37 °C
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inkubiert. Proben wurden zu den Zeitpunkten Oh, 0,5h, 1h und 2h gewonnen. Im
Gegensatz zu allen vorangegangenen Western Blots wurde die Bindung des Streptavidin-
HRP Uber Nacht bei 4 °C durchgefihrt. In Abbildung 63 ist der durch Chemolumineszenz
detektierte Western Blot zum Nachweis des Biotin-Peptids (A) sowie einer
O-GlcNAcylierung mit mAb #10 (B) dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass der
Nachweis des Biotin-Peptids keine Banden zeigte. Eine O-GIcNAcylierung lieR sich nicht

detektieren.

Fur den O-GIcNAcylierungsversuch 8 wurde funktionaler Zellextrakt der HT-22 Zellen
verwendet und der pH-Wert des Lysepuffers wurde auf 6,6 eingestellt. Fur die NMR-
spektroskopische Untersuchung wurden 0,8 mM **N-Peptid mit 2,25 mM UDP-GIcNAc in
funktionalem HT-22 Zellextrakt bei 310 K fiir 17 h gemessen.
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Abbildung 64: Ausschnitte aus *H,"*N-HSQC-NMR-Spektren von O-GlcNAcylierungsversuch 8. Es wurden
17 H,"N-HSQC-NMR-Spektren mit jeweils 8 Durchgangen aufgenommen, von denen nur in den ersten 4
NMR-Spektren Signale detektierbar waren. Fir die Auswertung wurden diese Ubereinandergelegt und jeweils
um 2 ppm in F1 gegeneinander verschoben. Die y-Achse gibt die Inkubationszeit wieder.

Wie in Abbildung 64 dargestellt, zeigten nur die ersten vier aufgenommenen *H,**N-HSQC-
NMR-Spektren das Signal des °N-markierten Serins des *°N-Peptids bei 7,86 ppm
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'H-chemischer Verschiebung und 124,5 °*N-chemischer Verschiebung. Nach 3 h war dieses
Signal nicht mehr detektierbar. Ein weiteres Signal bei 8,28 ppm *H-chemischer
Verschiebung und 122,5 ppm*N-chemischer Verschiebung stammte aus dem Zellextrakt. Es
entstand kein neues Signal. Daher wurde auf den Nachweis einer O-GIcNAcylierung mit

Hilfe des Biotin-Peptids im Western Blot verzichtet.

Fur den O-GIcNAcylierungsversuch 9 wurde die verwendete Zellzahl der HEK 293 Zellen
auf 17,4 x 10" Zellen erhsht, womit die Menge an OGT erhdht werden sollte. AuRerdem
wurde ein pH-Wert von 6,6 fir die Zelllyse verwendet. Fir die NMR-spektroskopische
Untersuchung wurden 0,76 mM *°N-Peptid mit 2,25 mM UDP-GIcNAc in funktionalem
HEK 293 Zellextrakt bei 310 K furr 24 h gemessen.
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Abbildung 65: Ausschnitte aus *H,**N-HSQC-NMR-Spektren von O-GlcNAcylierungsversuch 9. Es wurden
24 H,”>N-HSQC-NMR-Spektren mit jeweils 8 Durchgingen aufgenommen, von denen nur in den ersten 10
NMR-Spektren Signale detektierbar waren. Fir die Auswertung wurden diese Ubereinandergelegt und jeweils
um 2 ppm in F1 gegeneinander verschoben. Die y-Achse gibt die Inkubationszeit wieder.

Abbildung 65 zeigt die ersten zehn aufgenommenen *H,>N-HSQC-NMR-Spektren des
O-GlcNAcylierungsversuchs 9. Das Signal bei 8,28 ppm *H-chemischer Verschiebung und

122,5 ppm*N-chemischer Verschiebung, welches aus dem Zellextrakt stammt, war tber den
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gesamten Inkubationszeitraum nachweisbar. Das Signal des °N-Serin des *°N-Peptids bei
7,86 ppm *H-chemischer Verschiebung und 124,5 ppm **N-chemischer Verschiebung verlor
wéhrend der Inkubation an Intensitdt und war nach 9 h nicht mehr detektierbar. Nach 7 h
Inkubation entstand ein neues Signal bei 7,93 ppm H-chemischer Verschiebung und
124,5 ppm °N-chemischer Verschiebung, welches ebenfalls nach 9h nicht mehr

detektierbar war.

Fur den Nachweis einer O-GIcNAcylierung im Western Blot wurden 0,928 mM Biotin-
Peptid mit 2 mM UDP-GIcNAc in funktionalem Zellextrakt von HEK 293 Zellen fur 10 h
bei 37 °C inkubiert. Zu den Zeitpunkten O h, 2 h, 5 h und 10 h wurden Proben genommen,
die fir einen Western Blot mit anschlieRender Detektion durch Chemolumineszenz
verwendet wurden. Allerdings konnte dieser Western Blot aufgrund eines Knicks in der

Membran nicht ausgewertet werden.

Fur den O-GIcNAcylierungsversuch 10 wurden wieder HEK 293 Zellen verwendet. Da aus
der Literatur bekannt ist, dass sowohl in HepG2 Zellen ein Glucoseentzug zu einer erhéhten
Produktion von OGT mRNA (Taylor et al., 2009) als auch in HEK 293 Zellen zu einer
vermehrten O-GIcNAcylierung von Proteinen fiihrt (Kang et al., 2009), wurden die
HEK 293 Zellen fir dieses Experiment 6 h vor der Zelllyse einem Glucoseentzug
unterzogen. Dafir wurde das Wachstumsmedium abgenommen, der Zellrasen mit PBS
gespult und anschlieend wurde glucosefreies Medium zu den Zellen gegeben. Darin wurden
die Zellen 6 h bei 37 °C wachsen gelassen bevor sie lysiert wurden. Fir die NMR-Probe
wurden 1,05 mM °N-Peptid zusammen mit 2,25 mM UDP-GIcNAc in funktionalem
HEK 293 Zellextrakt verwendet. Diese Probe wurde zundchst fiir 16 h bei 310 K und dann
zu weiteren Zeitpunkten gemessen. In Abbildung 66 sind alle aufgenommene *H,">N-HSQC-
NMR-Spektren dargestellt, wobei das Signal bei 8,28 ppm *H-chemischer Verschiebung und
122,5 ppm**N-chemischer Verschiebung, welches aus dem Zellextrakt stammt, nicht gezeigt
wird. Uber den Inkubationszeitraum nahm die Intensitat des Signals des **N-Peptids bei
7,86 ppm ‘H-chemischer Verschiebung und 124,5 **N-chemischer Verschiebung ab und war
nach 10 h nicht mehr nachweisbar. Gleichzeitig entstand nach 3 h ein Signal bei 7,93 ppm
'H-chemischer Verschiebung und 124,5 ppm *°N-chemischer Verschiebung, welches an
Intensitat zunahm und (ber den gesamten Messzeitraum nachweisbar war. Dieses neue
Signal konnte in den *H,”N-HSQC-NMR-Spektren der Kontrollen nicht nachgewiesen
werden. Die Zunahme der Signalintensitat des neuen Signals entsprach dabei etwa der
Abnahme des Signals des *>N-Peptids.
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Abbildung 66: Ausschnitte aus *H,”>N-HSQC-NMR-Spektren von O-GlcNAcylierungsversuch 10. Es wurden
19 *H,"*N-HSQC-NMR-Spektren mit jeweils 8 Durchgangen aufgenommen. Fiir die Auswertung wurden diese
Ubereinandergelegt und jeweils um 2 ppm in F1 gegeneinander verschoben. Die y-Achse gibt die
Inkubationszeit wieder. Signale bei 7,86 ppm *H-chemischer Verschiebung und 124,5 ppm *°N-chemischer
Verschiebung sowie bei 7,93 ppm *H-chemischer Verschiebung und 124,5 ppm **N-chemischer Verschiebung.
Fur den protein-biochemischen Nachweis einer O-GIcNAcylierung des Biotin-Peptids im
Ansatz des O-GIcNAcylierungsversuchs 10 wurden 0,928 mM Biotin-Peptid mit 2 mM
UDP-GIcNACc in funktionalem Zellextrakt der HEK 293 Zellen, denen 6 h vor der Lyse die
Glucose entzogen wurde, bei 37 °C fur 10 h inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0 h, 2 h, 5 h und

10 h wurden Proben genommen.
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Abbildung 67: Western Blot von O-GIcNAcylierungsversuch 10 mit Biotin-Peptid, Detektion mit ECL.
A: Nachweis des Biotin-Peptids mit Streptavidin-HRP; B: Nachweis einer O-GIcNAcylierung mit mAb #14.
Banden sind helle Schatten im roten Kasten. Belegung: 1: Marker, Precision Plus Dual Xtra Standard
Prestained (Angabe der GroRe der Markerproteine in kDa); 2: 8 pg Biotin-Peptid nach 0 h Inkubation; 3: 8 pg
Biotin-Peptid nach 2 h Inkubation; 4: 8 ug Biotin-Peptid nach 5 h Inkubation; 5: 8 pg Biotin-Peptid nach 10 h
Inkubation.

AnschlieRend wurden jeweils zwei Western Blots zur Detektion des Biotin-Peptids und zur
O-GIcNAcylierung mit mAb #14 durchgefuhrt. Dabei wurde die Inkubationszeit der
Membran mit Streptavidin-HRP auf 2,5h bei Raumtemperatur ausgedehnt und die
Inkubation mit mAb #14 fand fur 1h bei Raumtemperatur statt. Abbildung 67 zeigt
reprasentativ einen der erhaltenen Western Blots des O-GIcNAcylierungsversuchs 10. Diese
waren die ersten Blots, die Hinweise darauf gaben, dass eine O-GIcNAcylierung
stattgefunden hatte. In Abbildung 67 A ist der Nachweis des Biotin-Peptids abgebildet. Zum
ersten Mal war es moglich Banden bei weniger als 2 kDa zu detektieren (roter Kasten), was
dafiir sprach, dass das Biotin-Peptid mit einem Molekulargewicht von 1,8 kDa gebunden
wurde. Abbildung 67, B zeigt den Nachweis einer O-GIcNAcylierung durch den
monoklonalen anti-O-GIcNAc Antikdrper mAb #14. Zum Zeitpunkt 0 h konnte keine Bande
nachgewiesen werden. Zu den Zeitpunkten 2 h, 5 h und 10 h war jeweils deutlich eine helle
Bande bei weniger als 2 kDa zu erkennen (roter Kasten), die mit der Laufweite des Biotin-

Peptids in A Ubereinstimmte. Ihre Intensitdt nahm mit der Inkubationszeit zu.

Sowohl die Entstehung eines neuen Signals in den *H,**N-HSQC-NMR-Spektren nach 3 h
Inkubation und der Nachweis einer O-GIcNAcylierten Bande im Western Blot nach 2 h
sprechen deutlich daflr, dass es moglich war, ein Peptid zu O-GIcNAcylieren und dies
NMR-spektroskopisch und protein-biochemisch nachzuweisen.
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4. Diskussion

4.1 UDP-GIcNACc als NMR-detektierbarer metabolischer Marker

4.1.1 Etablierung von UDP-GIcNAc als NMR-detektierbarer metabolischer
Marker

Fur die Inkubationsversuche zur Etablierung von UDP-GIcNAc als metabolischer Marker
wurden HT-22 Zellen mit **C-markierter Glucose iiber bestimmte Zeitraume inkubiert.
Zusétzlich wurde deren Metabolismus durch die Gabe von Inhibitoren der Atmungskette,

Natriumazid und Rotenon, gestort.

Fir die selektive Markierung der Metabolite wurde [1-**C]-D-Glucose verwendet. Dadurch
konnten *3C-editierte Spektren aufgenommen werden. Verglichen mit Protonenspektren von
Zellextrakten, in denen sich sehr viele Signale Uberlagern und dadurch nicht zugeordnet
werden konnen, sind diese Spektren weniger komplex. Um eine Zuordnung der selektiv
markierten Metabolite in den Zellextrakten zu erreichen, wurden NMR-Spektren von
Referenzsubstanzen aufgenommen, mit denen die NMR-Spektren der Zellextrakte
verglichen werden konnten (Gallinger, 2008). Durch die selektive Markierung der
Metabolite und die Verwendung eines Kryoprobenkopfes wurde pro Zellextrakt jeweils nur
eine voll bewachsene Petrischale verwendet. Bezogen auf die GroRRe der Wachstumsflache
und die Anzahl der verwendeten Petrischalen konnte so die benétigte Zellmasse um das bis
zu 38-fache reduziert werden (Bouzier-Sore et al., 2003; Bouzier-Sore et al., 2006;
Zwingmann et al., 2000; Zwingmann et al., 2001). Im Hinblick auf die Verwendung von
priméren Zellen fur diese Experimente ist die Reduzierung der verwendeten Zellmasse von

enormer Bedeutung, da die Anzahl der priméren Zellen begrenzt ist.

In Anlehnung an vorangegangene Arbeiten (Gallinger, 2008) wurden die HT-22 Zellen
zunachst fur 4 h mit [1-**C]-D-Glucose und Natriumazid inkubiert, um deren Metabolismus
zu storen. Es konnte festgestellt werden, dass sich das Muster der detektierbaren Metabolite
anderte. Die Signale von Aspartat und Acetat konnten nach der Inkubation mit Natriumazid
nicht mehr detektiert werden und die Signalintensitaten der Metabolite Alanin und Glutamat
verringerten sich. Das Signal von Laktat nahm an Intensitat zu. Uber Metabolite des
Citratzyklus oder aktivierte Zucker lielen sich keine Aussagen treffen, da diese nicht
3C-markiert vorlagen und daher in keinem der aufgenommenen ‘H,*C-HSQC-NMR-
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Spektren detektierbar waren. Mit Hilfe dieser Experimente war es also moglich, Metabolite
der HT-22 Zellen im *H,**C-HSQC-NMR-Spektrum sichtbar zu machen und die
Anderungen in der Metabolitenzusammensetzung zu verfolgen, die eine Inhibierung der
Atmungskette durch Natriumazid zur Folge hatte. Da aber weder Metabolite des Citratzyklus
noch die fur die Bildung von Glycosylierungen wichtigen aktivierten Zucker, wie zum
Beispiel UDP-GIcNAc, *C-markiert vorlagen, waren nur sehr wenige Aussagen (ber die
Beeinflussung des Metabolismus mdoglich. UDP-GICNAc wird (ber den Hexosamin-
Biosyntheseweg gebildet (Abbildung 68), die einzelnen Bausteine dafir entstehen aber tiber
verschiedene andere Stoffwechselwege. Die GIcNAc-Einheit entsteht direkt aus der
aufgenommenen Glucose, wobei die N-Acetylgruppe durch das im Citratzyklus
synthetisierte Acetyl-CoA gebildet wird. Das UDP wird wéhrend des Pentose-Phosphatwegs

und des Pyrimidin-Synthesewegs synthetisiert.
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Abbildung 68:  Verteilung der “*C-Markierung der [1-**C]-D-Glucose (ber die verschiedenen
Biosynthesewege. AuBerdem ist das Markierungsmuster des UDP-GIcNAc dargestellt (modifiziert aus
Gallinger et al., 2011)

AuBerdem ist UDP-GIcNAc ein wichtiges Vorlaufersubstrat sowohl fir N- und

O-Glycosylierungen, die O-GIcNAcylierung als auch die Sialylierung. Neben ATP ist
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UDP-GIcNACc einer der am héufigsten vorkommenden Metabolite in Zellen (Wice et al.,
1985). Daher ist UDP-GICNAc potentiell gut dafur geeignet als metabolischer Marker
verwendet zu werden. Wenn es gelingen kénnte, **C-Markierungen an verschiedenen Stellen
in das UDP-GIcNAc Molekul einzubringen, dann wéren Aussagen uber verschiedene

Stoffwechselwege mdglich.

In Protonenspektren von HT-22 Zellextrakten konnte das Signal des H1 der GIcNAc-Einheit
des UDP-GIcNAc identifiziert werden. Allerdings reichte eine 4-stiindige Inkubation der
Zellen mit [1-'*C]-D-Glucose nicht aus, um **C-markiertes UDP-GIcNAc zu bilden. Durch
die Verlangerung der Inkubationszeit von 4 h auf 24 h konnten insgesamt mehr Metabolite
3C-markiert werden. In den ‘H,**C-HSQC-NMR-Spektren wurden sowohl intensivere
Signale von bereits identifizierten Metaboliten, wie Glutamat, Laktat und Alanin, als auch
mehr Signale, insbesondere die der Metabolite Citrat und Malat, detektiert. Aulierdem war es
maoglich die N-Acetylgruppe, das C1 der GIcNAc-Einheit, das C1‘ der Ribose und das C6
des Uridin von UDP-GIcNAc in den *H,**C-HSQC-NMR-Spektren zu detektieren.

Um zu bestétigen, dass UDP-GIcNAc sich als metabolischer Marker eignet, wurden die
HT-22 Zellen fur 24 h mit Natriumazid inkubiert. In den 'H,"*C-HSQC-NMR-Spektren
konnten Veranderungen der Metabolitenzusammensetzung detektiert werden. Die Intensitat
des Laktatsignals nahm zu. Die Signale von Asparagin und Aspartat und die der Metabolite
des Citratzyklus, Citrat und Malat, waren unter Azid-Einfluss nicht mehr vorhanden. Die
Signalintensitat der N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAc nahm unter Azideinfluss stark ab,
wahrend sich das Signal des H1/C1 der GIcNAc-Einheit nicht veranderte. Uber den Einfluss
auf die Signalintensitaten des H1‘/C1* der Ribose und des H6/C6 des Uridin von
UDP-GIcNAc konnten keine Aussagen getroffen werden, da diese mit den selben Signalen
der Ubrigen aktivierten Zucker UDP-Gal, UDP-GIc und UDP-GalNAc uberlagern.

In den 1D-'H,C-HSQC-NMR-Spektren konnten die Auswirkungen auf die Signale der
N-Acetylgruppe und des H1 des UDP-GIcNAc besser beobachtet werden, da bei diesen
Spektren die Signalintensitaten direkt miteinander verglichen werden kdnnen.

Durch die Inkubation mit Natriumazid wurden die HT-22 Zellen in einen glycolytischen
Zustand gebracht, das heift, die Zellen verbrauchten mehr Glucose als zuvor. Natriumazid
hemmt kompetitiv die O,-Bindungsstelle des Komplex IV der Atmungskette. Durch diese
Hemmung kommt es zu einem Stau des Elektronentransports tber die einzelnen Komplexe

der Atmungskette und in Folge dessen liegen diese in ihrer reduzierten Form vor. Dadurch
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bricht der Protonengradient tber die innere Mitochondrienmembran zusammen und die
Produktion von 30 ATP-Molekilen pro Glucosemolekill kommt zum Erliegen. Die HT-22
Zellen versuchen diesen Zustand auszugleichen, indem sie die Glycolyserate erhohen. Dies
aullert sich in der gesteigerten Glucoseaufnahmerate, welche von 1,2 + 0,14 pmol
Glucose/h/mg Protein auf 2,0 £ 0,19 umol Glucose/h/mg Protein unter Azideinfluss stieg.
Durch diese gesteigerte Glycolyserate soll der ATP-Vorrat wieder aufgefullt werden, da pro

Glucosemolekil wahrend der Glycolyse zwei Molekiile ATP gebildet werden.
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Abbildung 69: Schematische Darstellung der Auswirkungen der Inhibition der Atmungskette durch
Natriumazid (NaNs) und Rotenon. Natriumazid hemmt Komplex IV und somit die gesamte Atmungskette und
Rotenon nur Komplex 1, weshalb kein NAD" mehr produziert werden kann. Dies hat zur Folge, dass die
Reaktion des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes zum Erliegen kommt. Dadurch kann kein *3C-markiertes
Acetyl-CoA mehr produziert werden, was dazu fihrt, dass die N-Acetylgruppe von UDP-GIcNAc ebenfalls

nicht mehr **C-markiert vorliegen kann.

Durch die gesteigerte Glycolyserate wird mehr Pyruvat, das Endprodukt der Glycolyse,
gebildet. Unter normalen Umstdnden wirde der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex dieses
Pyruvat zusammen mit Co-Enzym A unter Abspaltung von CO, zu Acetyl-CoA umsetzen.

114



4. Diskussion

Da aber die Laktatabgaberate unter Azideinfluss von 2,14 + 0,23 pumol Laktat/h/mg Protein
auf 3,83 = 0,43 umol Laktat/h/mg Protein stieg, kann davon ausgegangen werden, dass kein
Acetyl-CoA auf diese Weise gebildet wird und die Laktatdehydrogenase das Pyruvat zu
Laktat reduziert. Parallel wird NADH+H" zu NAD" oxidiert. Diese Reaktion ist von groRer
Bedeutung, da durch den von Natriumazid verursachten Elektronenstau in der Atmungskette
die NADH-Dehydrogenase (Komplex 1), die Hauptquelle fiur NAD®, gehemmt wird und
NADH nicht mehr zu NAD" oxidiert werden kann. NAD" ist ein wichtiges Co-Enzym, da es
an der Weitergabe von Hydriden beteiligt ist. Eine de novo Synthese von NAD" ist unter den
gegebenen Umstédnden vermutlich nicht mehr méglich, da im letzten Syntheseschritt ATP
verbraucht wird. Daher akkumuliert NADH in der Zelle, was Uber einen negativen feedback-
loop den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex inhibiert. Dieser Enzymkomplex bildet mit
seiner katalysierten Reaktion die Verbindung zwischen Glycolyse und Citratzyklus, da
wéhrend dieser Reaktion Pyruvat und Co-Enzym A unter Abspaltung von CO, zu
Acetyl-CoA umgesetzt werden. Diese Reaktion wird unter dem Einfluss von Natriumazid
gehemmt. Dies hat zur Folge, dass der Citratzyklus zum Erliegen kommt, was in den
'H,*C-HSQC-NMR-Spektren am Fehlen der Signale der Citratzyklusmetabolite Citrat und

Malat erkannt werden kann.

Die Auswirkungen der Inkubation der Zellen mit Natriumazid auf die verschiedenen
Stoffwechselwege lassen sich im Molekul UDP-GIcNAc ablesen, da fur dessen Synthese
verschiedene Synthesewege miteinander vereint werden. In Abbildung 68 ist die Verteilung
der **C-Markierung der [1-*C]-D-Glucose iber die verschiedenen Biosynthesewege in der
Zelle dargestellt. Die [1-**C]-D-Glucose wird entlang ihres Konzentrationsgradienten von
der Zelle aufgenommen, in Neuronen vorwiegend tiber den Glucosetransporter 3 (GLUT 3)
(Bell et al., 1990). Durch die Umwandlung in [1-**C]-D-Glucose-6-phosphat und weiter in
[1-*3C]-D-Fructose-6-phosphat wird sie iiber die Glycolyse verstoffwechselt. Das Produkt
der Glycolyse sind zwei Pyruvatmolekiile, wobei eines der beiden an Position 3 **C-markiert
ist. In Abbildung 68 wurde nur das [3-*3C]-Pyruvat gezeigt. Den Ubergang in den
Citratzyklus bildet die Synthese von Acetyl-CoA aus [3-**C]-Pyruvat. Dadurch liegt die
Acetylgruppe des Acetyl-CoA **C-markiert vor. Auf diese Weise wird die **C-Markierung
tiber den Citratzyklus in der Zelle weiter verbreitet, was sich den **C-markierten Metaboliten

Citrat und Malat widerspiegelt.

Die Synthese von UDP-GIcNACc findet Gber den Hexosamin-Biosyntheseweg statt, welcher
2—-3% der intrazellularen Glucose verstoffwechselt (Marshall et al., 1991). Aus
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[1-*3C]-D-Fructose-6-phosphat wird durch das Enzym GFAT [1-*C]-D-Glucosamin-6-
phosphat gebildet. Dieser Syntheseschritt stellt den Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt
dar (Milewski, 2002). Mittels des **C-markierten Acetyl-CoA entsteht weiter N-Acetyl-D-
Glucosamin-6-phosphat, welches an C1 und der N-Acetylgruppe **C-markiert ist. Uber
weitere Schritte entsteht UDP-GIcNAc mit **C-Markierungen des C1 der GIcNAc-Einheit,
der N-Acetylgruppe, des C1‘ der Ribose und des C6 des Uridin. Die Ribose und das Uridin
werden Uber den Pentose- Phosphatweg synthetisiert und erhalten tber die dort verwendete
[1-*3C]-D-Glucose ihre jeweilige Markierung (Lutz et al., 1996).

Bei einer Inkubation der HT-22 Zellen mit [1-**C]-D-Glucose und Natriumazid kann kein
13C-markiertes Acetyl-CoA gebildet werden, da indirekt der Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex inhibiert wird (Abbildung 69). Deshalb kann die N-Acetylgruppe von
UDP-GIcNAC nicht mehr **C-markiert werden. Der Hexosamin-Biosyntheseweg ist davon
nicht betroffen, weshalb die **C-Markierung des C1 der GIcNAc-Einheit, die direkt aus der
verstoffwechselten [1-*3C]-D-Glucose stammt, erhalten bleibt. Da unter Azideinfluss
weiterhin UDP-GIcNACc gebildet wird, muss es eine weitere Acetyl-CoA Quelle in der Zelle
geben. Denkbar wéaren der Aminoséurestoffwechsel und die Fettsdureoxidation. In

weiterflihrenden Experimenten sollte dies analysiert werden.

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse konnte die Arbeitshypothese aufgestellt werden, dass
eine Akkumulation von NADH zu einer vermehrten Laktatproduktion und einer Abnahme
der Signalintensitat der N-Acetylgruppe von UDP-GIcNACc fiihrt. Um diese zu untermauern
wurden die HT-22 Zellen mit Rotenon inkubiert. Rotenon ist ein spezifischer Inhibitor der
NADH-Dehydrogenase (Abbildung 69). Daher kann die ATP-Produktion iber Komplex 11,
welcher Succinat als Substrat verwendet, in der Zelle erhalten bleiben. Wie auch schon bei
der Inkubation der HT-22 Zellen mit Natriumazid konnte eine erhthte Glucoseaufnahmerate
festgestellt werden. Sie stieg von 1,31 + 0,16 umol Glucose/h/mg Protein auf 2,04 +
0,18 pumol Glucose/h/mg Protein. Die Laktatabgaberate erhéhte sich von 1,85 + 0,21 umol
Laktat/n/mg Protein auf 3,58 = 0,24 pumol Laktat/h/mg Protein.

Den Einfluss, den eine Inkubation der Zellen mit Rotenon auf die verschiedenen Metabolite
hatte, wurde in *H,**C-HSQC-NMR-Spektren beobachtet. Wie erwartet waren die Signale
der Metabolite des Citratzyklus, Citrat und Malat, sowie Asparagin und Aspartat nicht mehr
detektierbar. Die Signalintensitat des Succinat nahm stark ab. Dies spricht daflr, dass die
ATP-Produktion unter Verwendung von Succinat aufrechterhalten wurde. Im Gegensatz

dazu stieg die Intensitat des Laktatsignals an. Die Auswirkungen auf das Markierungsmuster

116



4. Diskussion

des UDP-GIcNAc waren erwartungsgeman die gleichen, wie schon bei der Inkubation mit
Natriumazid. Sowohl in *H,**C-HSQC-NMR-Spektren als auch in 1D-'H,**C-HSQC-NMR-
Spektren konnte gezeigt werden, dass das Signal der N-Acetylgruppe auf ein Minimum
reduziert wird, wahrend sich das Signal des H1/C1 der GIcNAc-Einheit in seiner Intensitét

nicht veréndert.
4.1.2 Validierung der Ergebnisse mittels Methanol/Chloroform-Extraktion

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass wahrend einer Perchlorséureextraktion
die aktivierten Zucker UDP-Glc und UDP-Gal zerfallen (D6pkens et al., unpublished). Um
auszuschlielen, dass die Ergebnisse der Inkubationsversuche auf diese Tatsache
zuriickzufuhren sind, wurden sie mit einer Methanol/Chloroform-Extraktion wiederholt. In
MeOH/CHCI;-Extrakten, die sowohl nach einer Inkubation der HT-22 Zellen mit
Natriumazid als auch nach einer Inkubation mit Rotenon gewonnen wurden, konnte in
'H,*C-HSQC-NMR-Spektren und 1D-H,**C-HSQC-NMR-Spektren gezeigt werden, dass
die Verdnderungen im Markierungsmuster von UDP-GIcNAc die gleichen sind, wie nach
einer Perchlorsaureextraktion. Das Signal der N-Acetylgruppe wurde schwécher wahrend
das H1/C1 der GIcNAc-Einheit nicht betroffen war. Dadurch konnte gezeigt werden, dass

die Ergebnisse reproduzierbar und von der Extraktionsmethode unabhangig waren.
4.1.3 Quantifizierung aktivierter Zucker

Durch die Methanol/Chloroform-Extraktion war es ebenfalls moglich, in Protonenspektren
aktivierte Zucker zu quantifizieren. Dafiir wurden die Zellen ohne *C-Markierung inkubiert,
um diese in Protonenspektren quantifizieren zu koénnen. Der Metabolismus wurde aber
trotzdem durch Natriumazid gestort. Bei den HT-22 Zellen konnte gezeigt werden, dass die
Synthese der aktivierten Zucker unter Azideinfluss erhalten bleibt. Daher konnte folgende
Schlussfolgerung gezogen werden: Die Anderung im Markierungsmuster des UDP-GICNAc
ist darauf zuriickzufiihren, dass kein “*C-markiertes Acetyl-CoA mehr gebildet wird und

liegt nicht daran, dass insgesamt keine aktivierten Zucker mehr synthetisiert werden.

4.1.4 Anwendung von UDP-GIcNAc als NMR-detektierbarer metabolischer
Marker

Die Inkubationsexperimente konnten mit einer weiteren Zelllinie, den HEK 293 Zellen,

reproduziert und verifiziert werden. Bei den HEK 293 Zellen handelt es sich um humane
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Nierenzellen, deren Metabolismus sich von dem der HT-22 Zellen unterscheidet. So konnte
in den *H,**C-HSQC-NMR-Spektren kein Laktat, dafir aber ein Metabolit bei 2,6 ppm und
2,55 ppm *H-chemischer Verschiebung und 47 ppm *3C-chemischer Verschiebung gefunden
werden, der nicht identifiziert werden konnte. Trotz dieser Unterschiede konnte bei diesen
Zellen ebenfalls beobachtet werden, dass bei einer Inkubation mit Natriumazid die
3c-Markierung nicht an den Citratzyklus weitergegeben wird und, dass die Signalintensitt
der N-Acetylgruppe von UDP-GIcNAc abnimmt. Der Hexosamin-Biosyntheseweg war
weiterhin aktiv, da die **C-Markierung des C1 der GlcNAc-Einheit von UDP-GIcNAcC
erhalten blieb. Auch durch die Quantifizierung der aktivierten Zucker konnte bestatigt
werden, dass trotz der Blockierung der Atmungskette aktivierte Zucker synthetisiert werden.
Dabei behalfen sich diese Zellen ebenfalls einer gesteigerten Glycolyserate um ATP zu
synthetisieren und einer Reduktion von Pyruvat zu Laktat um das NAD®-Defizit

auszugleichen.
4.1.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass UDP-GIcNAc ein geeigneter NMR-detektierbarer
metabolischer Marker ist, mit dem man den Fluss durch die beiden Biosynthesewege
Citratzyklus und Hexosamin-Biosyntheseweg beobachten kann. Die ‘*C-Markierung der
N-Acetylgruppe des UDP-GIcNAc spiegelt den Fluss **C-markierter Glucose durch
Glycolyse und Citratzyklus wider. Die **C-Markierung des C1 der GIcNAc-Einheit von

UDP-GIcNAc liefert Aufschliisse dariiber, ob der Hexosamin-Biosyntheseweg gestort ist.

In vorangegangen Studien wurde mit Hilfe der **C-Markierung von Metaboliten zwar der
Fluss durch Glycolyse und den Citratzyklus sowie die Synthese verschiedener Aminosauren
beschrieben (Bouzier-Sore et al., 2003; Bouzier-Sore et al., 2006; Jans and Leibfritz, 1989;
Shokati et al., 2005; Zwingmann et al., 2000; Zwingmann and Leibfritz, 2003), aber in
keiner dieser Studien wurde der Hexosamin-Biosyntheseweg betrachtet. Darliberhinaus
wurden Studien durchgefihrt, in denen der Metabolismus von Zellen unter dem Einfluss von
Stressoren (Fan et al.,, 2010) beobachtet, der Metabolismus von Krebszellen dem von
gesunden Zellen (Fan et al., 2009) gegenubergestellt oder der Einfluss von Ischamie auf die
Zellen in vivo (Sumegi et al., 1995) dargestellt wurde. In friheren Studien hingegen wurde
die **C-Markierung von UDP-GIcNAc durch [1-**C]-D-Glucose beschrieben (Lutz et al.,

1996) und eine erst kurzlich veroffentliche Studie zeigt, wie durch die Analyse von
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3C-Isotopomeren die Markierung von UDP-GIcNAC berechnet werden kann (Moseley et al.,

2011). Diese wiederum lassen den Citratzyklus und die Glycolyse auRBer Acht.

Keine Studie zieht eine Verbindung zwischen Citratzyklus und Hexosamin-Biosyntheseweg,
wie es durch die selektive Markierung von UDP-GIcNAc, die in dieser Arbeit beschrieben

und in Teilen veroffentlicht wurde (Gallinger et al., 2011), mdglich ist.

UDP-GIcNAc, dieser einzigartige metabolische Marker, kann in spateren Experimenten mit
priméren Zellen daflr genutzt werden, krankes von gesundem Gewebe zu unterscheiden.
Vor allem bei Erkrankungen wie Typ Il Diabetes oder Alzheimer, bei denen der
Glucosestoffwechsel gestort ist (Buse, 2006; Copeland et al., 2008; Liu et al., 2009a; Liu et
al., 2008; Liu et al., 2009b; Wells et al., 2003), kann die Markierung von UDP-GICNAc

dartiber Aufschluss geben, an welcher Stelle des Metabolismus eine Veranderung auftritt.
4.2 Untersuchung des O-GIcNAcylierungsmusters von Tau-K32-wt

Das Tau-K32-wt Protein ist ein 21,5 kDa groRes Fragment des humanen Tau (Trinczek et al.,
1995) und umfasst die Aminoséuren Ser 198 bis Ser 400. Es ist bekannt, dass Tau mit einer
Stochiometrie von mindestens vier mol O-GIcNAc pro mol Protein O-GIcNAcyliert wird
(Arnold et al., 1996). Kirzlich konnte mit Hilfe von Electron-Transfer-Dissociation-
Massenspektrometrie (ETD-MS) nachgewiesen werden, dass die Aminosaure Ser 400
O-GIcNAcyliert wird (Wang et al, 2010). Zusatzlich konnte eine weitere
O-GIcNAcylierungsstelle gefunden werden, wobei noch nicht Klar ist, ob der GIcNAc-Rest
an Ser 409, Ser 412 oder Ser 413 gebunden ist (Yuzwa et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit sollte die O-GIcNAcylierung des Tau-K32-wt-Proteins NMR-
spektroskopisch nachgewiesen werden. Das fiur die O-GIcNAcylierung nétige Enzym, die
OGT, sollte fur die Experimente nicht in vitro synthetisiert werden, sondern die in den
HT-22 Zellen und HEK 293 Zellen vorhandene OGT verwendet werden. Nach der
Herstellung der funktionalen Zellextrakte wurde das Enzym nicht gereinigt, sondern im
Zellextrakt belassen. Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, dass alle fiir die Reaktion
benotigten Co-Faktoren vorhanden sind. Da bei dieser Methode auch noch weitere Enzyme
im Zellextrakt aktiv sind, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass Tau-K32-wt acetyliert
oder phosphoryliert wird. Um bestatigen zu konnen, dass eine O-GIcNAcylierung

stattgefunden hatte, musste eine protein-biochemische Methode entwickelt werden. Diese
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sollte die NMR-spektroskopisch erhaltenen Daten verifizieren und eine O-GIcNAcylierung

des Tau-K32-wt nachweisen.
4.2.1 Protein-biochemischer Nachweis von Tau und O-GIcNAcylierungen

Durch verschiedene Western Blots konnte gezeigt werden, dass die funktionalen Zellextrakte
der HT-22 und HEK 293 Zellen eine OGT enthalten und deshalb fir diese Experimente
geeignet sind. AuBerdem lieR sich das dem Zellextrakt zugesetze Tau-K32-wt Protein
nachweisen. Allerdings konnte kein Testsystem entwickelt werden, dass zweifelsfrei eine
O-GIcNAcylierung des Tau-K32-wt Proteins nachwies. Sowohl das Lektin WGA, als auch
drei verschiedene monoklonale anti-O-GIcNAc Antikdrper zeigten eine nachweisbare
Bindung an das unbehandelte Protein. Die Spezifitat des Lektins und der anti-O-GIcNAc
Antikorper konnte jeweils durch Positiv- und Negativkontrollen belegt werden. Daher
musste es sich bei der Bindung an Tau-K32-wt um eine unspezifische Bindung handeln, da
das Tau-K32-wt Protein in E.coli exprimiert wurde. Allerdings konnten bereits
Glycosylierungen in Prokaryoten nachgewiesen werden (Benz and Schmidt, 2002; Schaffer
et al, 2001). Um eine protein-biochemische Methode zum Nachweis einer
O-GIcNAcylierung etablieren zu konnen, musste ausgeschlossen werden, dass das
Tau-K32-wt Protein O-GIcNAcyliert oder glycosyliert vorliegt. Daher wurde es sowohl
enzymatisch mit Hilfe der B-1-2,3,4,6-N-Acetylglucosaminidase als auch chemisch durch
eine B-Eliminierung De-GIlcNAcyliert. Bei beiden Methoden konnte keine Glycosylierung
nachgewiesen werden. Zum Einen wurde die Bindung des WGA oder der anti-O-GIcNAc
Antikdrper nicht schwacher und zum Anderen konnten im Protonenspektrum nach der
B-Eliminierung keine Hinweise auf anomere Protonen von Glucose oder Galactose oder
N-Acetylgruppen von GIcNAc oder GalNAc gefunden werden. Aus diesem Grund muss die
Bindung des Lektins und der Antikérper auf eine Sekundérstruktur des Proteins

zuriickzufuhren sein, die eine O-GIcNAcylierung mimikriert.

Trotz der Schwierigkeiten eine protein-biochemische Methode zum Nachweis einer
O-GIcNAcylierung zu etablieren, wurden O-GIcNAcylierungsexperimente durchgefuhrt. Da
WGA schon an das unbehandelte Tau-K32-wt bindet, sollte ein Anstieg in der Intensitat der
Bandenféarbung eine O-GIcNAcylierung nachweisen. Da im Zellextrakt aber zu viele Banden
vorhanden sind, die durch WGA gebunden werden, konnte nicht unterschieden werden, bei

welcher Bande es sich um das durch WGA gebundene Tau-K32-wt handelt. Aus diesem
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Grund wurden keine weiteren O-GIcNAcylierungsversuche mit einem protein-

biochemischen Nachweis durchgefihrt.
4.2.2 NMR-spektroskopischer Nachweis einer O-GIcNAcylierung

Mit Hilfe des vollstandig >N-markierten Tau-K32-wt wurde ein O-GIcNAcylierungsversuch
in HT-22 Zellextrakt durchgefuhrt. Die Signale des Proteins wurden nicht zugeordnet, da
dies aufgrund des partiell ungefalteten Zustands und der Prolin-reichen Abschnitte des
Proteins sehr schwierig ist (Lippens et al., 2004). Die chemische Verschiebung der
Tau-Signale, die von Lippens zugeordnet werden konnten, konnten in den *H,**N-HSQC-
NMR-Spektren von *°N-Tau-K32-wt nicht wiedergefunden werden. Daher war auch eine
partielle Zuordnung durch Vergleich mit bekannten chemischen Verschiebungen nicht
maoglich. Durch die Inkubation des Tau-K32-wt mit HT-22 Zellextrakt wurden die
Intensitaten von vier verschiedenen Signalen geringer und im Abstand von jeweils
Ad = 0,8 ppm entstanden vier neue Signale, die tber den Inkubationszeitraum an Intensitét
zunahmen. In vorangegangenen Arbeiten konnten bereits Phosphorylierungen NMR-
spektroskopisch nachgewiesen werden (Landrieu et al., 2006; Selenko et al., 2008).
Charakteristisch flr diese Modifikation war die Tieffeldverschiebung des NH-Signals der
phosphorylierten Aminosdure. Fir die Serine 208, 214, 324, 356, 409 und 416 lagen diese
zwischen 8,8 ppm und 9,2 ppm ‘H-chemischer Verschiebung. In den *H,**N-HSQC-NMR-
Spektren von °N-Tau-K32-wt waren in diesem Bereich keine Signale detektierbar. Daher ist
anzunehmen, dass es sich bei der Anderung der chemischen Verschiebung der Signale des
Tau-K32-wt nicht um eine Phosphorylierung handelt. In der Arbeit von Liokatis (Liokatis et
al., 2010) konnten in situ sowohl Phosphorylierungen als auch Acetylierungen von Proteinen
NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden. Die Acetylierungen fiihrten zu einer
Hochfeldverschiebung des 'H/*°®No Signals der Lysine von Ad<0,3 ppm. AuBerdem
konnten die 'H/*°Ne Signale der Seitenketten der Lysine in den 'H,">N-HSQC-NMR-
Spektren nachgewiesen werden. Zwar konnten diese in den NMR-Spektren des inkubierten
Tau-K32-wt nicht nachgewiesen werden, aber die Anderung in der chemischen
Verschiebung war dhnlich. Da aber der protein-biochemische Nachweis einer
O-GIcNAcylierung nicht mdglich war und eine Acetylierung weder ausgeschlossen noch
bestatigt werden konnte, wurde ein neues Testsystem zur NMR-spektroskopischen Detektion

einer O-GIcNAcylierung entwickelt.
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4.3 O-GIcNAcylierungsversuche der CKII-Peptidderivate

Das CKII-Peptid ist ein 13 Aminoséduren langes Fragment der a-Untereinheit der Casein-
Kinase Il. Aus vorhergehenden Studien ist bekannt, dass dieses Peptid an Position 8
O-GlcNAcyliert wird (Kreppel and Hart, 1999) und dass das CKII-Peptid im Vergleich mit
anderen Peptiden im Aktivitatstest der OGT am besten O-GIcNAcyliert wird (Kreppel and
Hart, 1999). In einer kirzlich veroffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass das
Ser347 der Casein-Kinase I, welches dem Ser8 des CKII-Peptids entspricht,
O-GIcNAcyliert und das Enzym so reguliert wird (Tarrant et al., 2012). Die Sequenz des
CKII-Peptids, PGGSTPV SSANM M, weist auBerdem die Consensus-Sequenz PV S
auf, die bei etwa der Hélfte aller gefundenen O-GIcNAcylierungsstellen auftritt (Hart, 2008).

Wie auch schon bei den Experimenten, mit deren Hilfe die O-GIcNAcylierungsstellen der
Tau-K32-wt-Proteins gefunden werden sollten, sollte auch mit dem CKII-Peptid sowohl
NMR-spektroskopisch als auch protein-biochemisch eine O-GIcNAcylierung nachgewiesen
werden. Dieses Testsystem sollte den NMR-Spektroskopischen Nachweis einer
O-GIcNAcylierung vereinfachen, da das CKIlI-Peptid kurz genug war, um alle NMR-Signale

zuordnen zu kdnnen und aulRerdem die O-GIcNAcylierungsstelle bekannt war.

Fur den NMR-spektroskopischen und protein-biochemischen  Nachweis einer
O-GIcNAcylierung des CKII-Peptids wurden zwei verschiedene Derivate dieses Peptids
synthetisiert. Fur den protein-biochemischen Nachweis wurde ein CKII-Peptidderivat
synthetisiert, welches N-terminal Uber einen PEG-Spacer mit Biotin verknlpft wurde. Flr
den NMR-spektroskopischen Nachweis einer O-GlcNAcylierung wurde ein *°N-markiertes

CKI1-Peptid synthetisiert, bei welchem ausschlieBlich das Ser 8 *°N-markiert war.

Die synthetisierten  Peptidderivate wurden  massenspektrometrisch  und NMR-
spektroskopisch charakterisiert. Obwohl die theoretischen Massen und die gefundenen
Massen der Peptide Ubereinstimmten, konnte in den NMR-Spektren jeweils der C-terminale
Methionin-Rest nicht gefunden werden. Dies kann aber durch die Flexibilitat des jeweiligen
Peptids erklart werden. Fur das Biotin-Peptid wurde zusétzlich ein Dot-Blot durchgefuhrt,

durch den gezeigt werden konnte, dass das Peptid biotinyliert vorliegt.

Fur den protein-biochemischen Nachweis einer O-GIcNAcylierung des Biotin-Peptids wurde
ein Western Blot verfahren entwickelt. Die Schwierigkeit lag darin, das relativ kleine Peptid
mit einer GrolRe von 1,8 kDa zu blotten. Durch die Methode nach Rose (Rose et al., 2009)

konnte verhindert werden, dass das Peptid durch die Membran diffundiert. Mit Hilfe von
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HRP-gekoppeltem Streptavidin konnte die Peptid-Bande auf der Membran dargestellt
werden. Allerdings zeigte diese Bande sowohl unter reduzierenden als auch nicht-
reduzierenden Bedingungen eine Laufweite, die einem etwa 10 kDa grofen Protein
entsprach. Da in anderen Studien gezeigt werden konnte, dass PEG mit einem Protein, unter
Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den Carboxylgruppen des Proteins und den
Ethergruppen des PEG, Komplexe bilden kann (Kokufuta and Nishimura, 1991), ist auf
Grund der Laufweite der Peptid-Bande davon auszugehen, dass sich ca. funf Peptide zu
einem Komplex zusammengelagert haben. Eine weitere Analyse wurde nicht durchgefihrt.

Die Darstellung des *°N-Peptids im *H,”>N-HSQC-NMR-Spektrum erwies sich als auRerst
schwierig. Bei einem pH-Wert von 4 konnte die *H-chemische Verschiebung des °N-Serins
des °N-Peptids mit 8,4 ppm bestimmt werden. Bei héren pH-Werten des Puffers zwischen
6,6 und 7 konnte in den *H,"N-HSQC-NMR-Spektren kein Signal detektiert werden. Auch
nach der Zugabe von 1 mg/mL BSA zum Puffer, um das >N-Peptid zu stabilisieren, konnte
im  'H,"®N-HSQC-NMR-Spektrum kein Signal detektiert werden. Nur bei den
O-GlcNAcylierungsversuchen, bei denen das *>N-Peptid mit den funktionalen Extrakten der
HT-22 und HEK 293 Zellen vermischt wurde, konnten zum Beginn der Inkubation ein oder
zwei Signale in den ‘H,*®N-HSQC-NMR-Spektren detektiert werden. Nach dem Vergleich
dieser Spektren mit denen der Kontrolle, fur welche von reinem Zellextrakt ein
'H,"*N-HSQC-NMR-Spektrum aufgenommen worden war, konnte ausgeschlossen werden,
dass es sich bei dem Signal bei 7,86 ppm *H-chemischer Verschiebung und 124,5 ppm
>N-chemischer Verschiebung um ein Signal des Zellextrakts handelt. Daher wurde dieses

Signal dem *N-Peptid zugeordnet.
4.3.1 O-GlcNAcylierungsversuche mit Biotin- und >N-Peptid

Die O-GlcNAcylierungsversuche wurden jeweils parallel mit dem **N-Peptid und dem
Biotin-Peptid durchgefihrt. In Anlehnung an die Inkubationsexperimente mit Tau-K32-wt
wurden diese O-GIcNAcylierungsversuche zunédchst in PBS durchgefiihrt. Protein-
biochemisch konnte das Biotin-Peptid im Zellextrakt bei einer Laufweite von etwa 10 kDa,
aber keine O-GIcNAcylierung nachgewiesen werden. Durch die hohe Proteaseaktivitdt im
Zellextrakt war das Biotin-Peptid nach 6,5 h Inkubation nicht mehr detektierbar. Auch in den
'H,"®*N-HSQC-NMR-Spektren des °N-Peptids, welches sowohl mit HT-22 als auch mit
HEK 293 Zellextrakt inkubiert worden war, konnte ein Verringerung der Signalintensitat
uber den Inkubationszeitraum beobachtet werden. Da beide Peptide keine ausreichende
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Stabilitat zeigten, wurde die Zusammensetzung des Lysepuffers gedndert, um die Peptide
besser zu stabilisieren und die Proteasen im Zellextrakt zu inhibieren. Daflir wurden die
Protokolle von Clarke (Clarke et al., 2008) und lyer (lyer and Hart, 2003) verwendet. Diese
verwendeten Tris-Puffer mit 1 mM DTT und 12,5 mM MgClI; in ihren OGT-Aktivitétstests.
Tris-Puffer war fur die NMR-Messungen allerdings ungeeignet, da die in H,O gemessen
wurde, wodurch es ein Protonensignal (Baryshnikova et al., 2008) geliefert hatte, welches
alle Ubrigen Signale Uberlagert hatte. AuRBerdem wurde die Konzentration des Protease-
Inhibitors erhoht, um den schnelleren Abbau der Peptide zu verhindern. Wieder konnte bei
Inkubationen sowohl mit HT-22 als auch HEK 293 Zellextrakt der schnelle Abbau der
Peptide und keine O-GIcNAcylierung beobachtet werden.

Da der verwendete Protease-Inhibitor keine Metalloproteasen inhibierte, wurde die
Zusammensetzung des Lysepuffers gedndert. Statt des MgCl, wurde EDTA zugesetzt, um
die zweiwertigen Kationen zu komplexieren, die Metalloproteasen fir ihre Aktivitét
benodtigen. Durch diese Pufferzusammensetzung war es das erste Mal mdglich ein neu
entstehendes Signal in den *H,”N-HSQC-NMR-Spektren zu detektieren, allerdings nur mit
HEK 293 Zellextrakt. Die Proteaseaktivitat in den HT-22 Zellextrakten war zu groR, so dass
das Peptid zu schnell abgebaut wurde. Protein-biochemisch war es mdoglich das Biotin-
Peptid mit seinem tatsdchlichen Molekulargewicht zu detektieren und auBerdem erste
Hinweise auf eine O-GlcNAcylierung zu finden. Die Hinweise in den *H,"”N-HSQC-NMR-
Spektren auf eine O-GIcNAcylierung waren deutlich zu erkennen. Nach etwa 2 h Inkubation
entstand ein neues Signal, dessen A& nicht denen entsprach, die bei den
Inkubationsversuchen mit Tau-K32-wt gefunden wurden. Neben dem *°N-Signal des **N-
Peptids entstand bei gleicher °N-chemischer Verschiebung ein neues Signal mit einer
Tieffeldverschiebung in F2 um 0,07 ppm. Dessen Ad war nicht identisch mit den in der
Literatur aufgefiihrten Werten flr Phosphorylierungen und Acetylierungen (Landrieu et al.,
2006; Liokatis et al., 2010), sodass zusammen mit den Ergebnissen des Western Blots von
Biotin-Peptid davon ausgegangen werden konnte, dass es sich um eine O-GIcNAcylierung
handelte.

Allerdings zeigte eine kurzlich erschienene Studie den NMR-spektroskopischen Nachweis
einer O-GIcNAcylierung von Tau-Peptiden (Smet-Nocca et al., 2011), bei der das neue
Signal eine eindeutig andere Verschiebung aufwies, als die des '°N-Peptids in der
vorliegenden Arbeit (vergleiche Tabelle 15). Im 'H,"N-HSQC-NMR-Spektrum dieser

Studie von Smet-Nocca et al. wurde eine Hochfeldverschiebung des Signals des
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4. Diskussion

O-GIcNAcylierten Serins mit Ad = 0,9 detektiert. Dabei wurde die O-GIcNAcylierung uber
Massenspektren verifiziert Aulerdem waren benachbarte Serine des Tau-Peptids ebenfalls
von einer Anderung ihrer chemischen Verschiebung betroffen und das NH-Signal des
O-GlcNAc-Restes konnte detektiert werden, da *°N-markiertes UDP-GIcNAc firr die
O-GIcNAcylierungen verwendet wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen
unmarkiertes UDP-GICNAc verwendet, weshalb kein NH-Signal des O-GIcNAc in den
'H,"*N-HSQC-NMR-Spektren detektiert werden konnte. Zusatzlich wurden in der Studie
von Smet-Nocca et al. *H-'H-TOCSY und *H,*C-HMQC-NMR-Spektren aufgenommen,
durch welche die O-GIcNAcylierung des Tau-Peptids eindeutig nachgewiesen werden
konnte. Allerdings ist das Tau-Peptid um sieben Aminosauren langer als das hier verwendete
>N-Peptid und die Sequenzen unterscheiden sich stark voneinander. Die beobachtete
Anderung der chemischen Verschiebung des *°N-Peptids (A =0,07) entspricht der des
benachbarten Serins 404 des Tau-Peptids in der Studie von Smet-Nocca et al. mit As < 0,2
(vergleiche Tabelle 15). Daher ware es moglich, dass ein anderes Serin des “*N-Peptids
O-GlcNAcyliert wird und die beobachtete Anderung der chemischen Verschiebung lediglich
die Auswirkung dieser O-GIcNAcylierung zeigt und nicht selbst eine O-GIcNAcylierung
darstellt. Da aber von Tarrant et al. gezeigt werden konnte, dass das Ser347 der
Casein-Kinase 11, welches dem Ser 8 des “°N-Peptids entspricht, in vitro O-GIcNAcyliert
wird (Tarrant et al., 2012), kann es im Fall des >N-Peptids nicht sein, dass ein anderes Serin
O-GlcNAcyliert wird.

Tabelle 15: Vergleich der in der Literatur gefundenen Anderungen der chemischen Verschiebung der NH-
Signale von Serinen bei O-GIcNAcylierung und benachbarter Serine mit der in dieser Arbeit detektierten
Anderung der chemischen Verschiebung des NH-Signals des °N-Peptids in O-GIcNAcylierungsversuchen in
'H,5N-HSQC-NMR-Spektren.

Aminosaure 46
Smet-Nocca et al. Ser 400 O-GIcNAc 0,9

Ser 404 <0,2
N-Peptid Ser 8 0,07

AuBerdem wurde in der Studie von Smet-Nocca et al. die O-GIcNAcylierung nicht in
Zellextrakten sondern mit in E. coli exprimierter OGT durchgefuhrt. Daher stellt die von

Smet-Nocca et al. NMR-spektroskopisch nachgewiesene O-GIcNAcylierung keinen
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4. Diskussion

Widerspruch zu der in dieser Arbeit detektierten O-GIcNAcylierung dar. Aufgrund der
unterschiedlichen  O-GIcNAcylierungsmethoden sowie der stark unterschiedlichen
Peptidsequenzen sind durchaus beide Anderungen der chemischen Verschiebung der *°N-
markierten Peptide moglich.

4.3.2 Schlussfolgerung und Ausblick

Sowohl der protein-biochemische als auch der NMR-spektroskopische Nachweis einer
O-GIcNAcylierung von CKII-Peptidderivaten erwies sich als &ulerst schwierig. Nachdem
die Bedingungen fur eine O-GIcNAcylierung mit zellularen Extrakten optimiert worden
waren, konnten erste Hinweise sowohl protein-biochemisch als auch NMR-spektroskopisch
detektiert werden. Um zu zeigen, dass es sich tatsachlich bei der Anderung der chemischen
Verschiebung des '°N-Peptids in den *H,>N-HSQC-NMR-Spektren um eine
O-GIcNAcylierung  handelt, muss der  protein-biochemische  Nachweis  einer
O-GIcNAcylierung  weiter  verbessert  werden.  Auflerdem  sollten von den
O-GlcNAcylierungsversuchen  'H-'H-TOCSY-  und  'H,*C-HMQC-NMR-Spektren
aufgenommen werden, um eine O-GIcNAcylierung zu bestatigen. Durch die Verwendung
eines vollstandig '°N-markierten CKII-Peptids fur die Untersuchungen konnten die
Auswirkungen einer mdglichen O-GIcNAcylierung auf die Gbrigen Aminosauren beobachtet

werden.

Durch den NMR-spektroskopischen Nachweis von O-GIcNAcylierungen ist es spater
maoglich, das O-GIcNAcylierungsmuster verschiedener Protein zu beobachten. Wenn die
Zuordnung der Proteinsignale bekannt ist, lassen sich schnell die Aminosauren
identifizieren, die neu O-GIcNAcyliert oder de-GIcNAcyliert werden. So konnte
beispielsweise das Tau Protein gesunder mit dem von an Alzheimer erkranken Personen
verglichen werden, um herauszufinden, welche Aminoséuren bei gesundem Tau O-
GIcNAcyliert vorliegen und wie sich dieses O-GIcNAcylierungsmuster im Krankheitsverlauf

andert.
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Anhang

NMR-Daten

Tabelle 16: Teilzuordnung der gefundenen Metabolite in den *H,*C-HSQC-NMR-Spektren. Es wurde auf
einen internen Standard (TSP) referenziert

Metabolit 'H-chemische Verschiebung  **C-chemische Verschiebung
3-Phosphoglycerat C2/H2 4,06 75,10
3-Phosphoglycerat C3/H3 4,03 69,53
3-Phosphoglycerat C3/H3' 3,88 69,53
Acetat 1,92 26,12
Acetyl-CoA 4,81 76,90
Acetyl-CoA 8,54 142,84
Acetyl-CoA 6,16 89,71
Acetyl-CoA 4,26 67,80
Alanin Co/Ha 3,80 53,37
Alanin CB/HB 1,49 19,10
Asparagin/Aspartat Ca/Ha, 3,90 54,97
Asparagin/Aspartat CB/Hp 2,82 39,34
Asparagin/Aspartat CB/Hp 2,70 39,34
ATP 4,81 76,90
ATP 8,54 142,84
ATP 6,16 89,71
ATP 4,26 67,80
ATP 4,61 73,05
ATP 4,42 86,64
Citrat 2,68 48,40
Citrat 2,54 48,40
CMP-NeuNAc 6,01 92,12
CMP-NeuNAc 6,15 99,49
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Dihydroxyacetonphosphat
Fructose-1,6-bisphosphate CH3

Fructose-1,6-bisphosphate oder
Fructose-6-phosphat CH6

Fructose-1,6-bisphosphate oder
Fructose-6-phosphat CH6

Fructose-6-phosphat CH 1 alpha
GIcNAC

GIcNAC

GIcNAC
GIcNAc-6-phosphat CH 5
Glucose CH 2 beta
Glucose CH 2 beta
Glucose CH 6 alpha, beta
Glucose CH1 alpha
Glucose CH1 beta
Glucose-1-phosphat
Glucose-1-phosphat CH1
Glucose-6-phosphat CH6
Glutamat Co/Ha
Glutamat CB/Hp
Glutamat Cy/Hy

Glycin Co/Ha

Laktat C2/H2

Laktat C3/H3

Malat

Malat

Malat

ManNAc CH 4 alpha

NAD

4,50
3,79

3,93

3,88

3,65
5,22
4,75
3,85
3,93
3,54
3,29
3,85
5,25
4,66
3,85
5,47
4,02
3,77
2,10
2,36
3,57
4,12
1,33
4,31
2,68
2,37
3,60

4,26

70,16
68,63

67,14

67,08

65,52
93,55
97,86
63,30
56,84
74,02
77,20
63,30
94,97
98,80
63,30
96,72
66,40
57,47
29,90
36,34
44,22
71,38
22,97
73,14
45,47
45,47
69,29

67,80
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NAD

NAD

NAD

Phosphoenolpyruvat
Phosphoenolpyruvat

Succinat

Succinyl-CoA

Succinyl-CoA

Succinyl-CoA

Succinyl-CoA

UDP-Gal C1/H1

UDP-Gal C6/H6 des Uridin
UDP-Gal C1’/H1’ der Ribose
UDP-GalNAc C1/H1
UDP-GalNAc C1’/H1’ der Ribose
UDP-GalNAc C6/H6 des Uridin
UDP-Glc C1/H1

UDP-Glc C6/H6 des Uridin
UDP-Glc C1’/H1’ der Ribose
UDP-GIcNAc C1/H1
UDP-GIcNAc C6/H6 des Uridin
UDP-GIcNAc C1’/H1’ der Ribose
UDP-GIcNAc C4’/H4’ der Ribose
UDP-GIcNAc C5‘/H5* der Ribose

UDP-GIcNACc N-Acetylgruppe

4,36
6,04
6,10
5,36
5,20
2,41
481
8,54
6,16
4,26
5,65
5,98
6,00
5,56
6,00
5,98
5,61
5,98
6,00
5,53
5,98
6,00
4,30
4,26

2,08

67,80
89,71
102,94
103,81
103,23
36,28
76,90
142,84
89,71
67,80
98,66
105,59
91,34
97,54
91,34
105,59
98,49
105,59
91,34
97,46
105,59
91,34
86,01
67,80

24,83
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Abbildung 70: 2D-HSQC-NMR-Spektrum von HT-22 Zellextrakt nach 24-stiindiger Inkubation mit **C-Glucose (Perchlorsiureextraktion) mit vollstandiger Zuordnung der
Metabolite.
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Abbildung 71: 2D-HSQC-NMR-Spektrum von HT-22 Zellextrakt nach 24-stiindiger Inkubation mit **C-Glucose und Natriumazid (Perchlorsaureextraktion) und

vollstdndige Zuordnung der Metabolite.
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Charakterisierung der synthetisierten Peptide

Alle Peptide wurden nach der in Kapitel 2.4.4 beschriebenen Methode gereinigt.

Tabelle 17: Charakterisierung des Biotin-Peptids

Biotin-Peptid

Biotin-PEG-PGGSTPVSSANMM

Molmasse [g/mol]

Monoisotopische Masse [g/mol]

Summenformel
Ansatzgrolie [umol]
Ausbeute

MALDI-TOF (m/z)

1778,08

1777,21

C74H124N15027S3

50

14 mg (7,87 umol, 15,7%)

1799,9 [M+Na'], 1815,2 [M+K"]

Tabelle 18: *H-chemische Verschiebungen in [ppm] des Biotin-Peptids. Das Spektrum wurde in
Natriumacetatpuffer pH 4 aufgenommen. Es wurde auf einen internen Standard (TSP) referenziert.

NH Ha Hp Hy
Gly 8,57 3,96 - ;
Gly 8,36 4,00 - -
Ser 8,28 4,51 3,84 -
Thr 8,24 4,60 4,11 1,24
Val 8,28 4,07 2,06 0,95
Ser 8,4 4,47 3,89 -
Ser 8,4 4,47 3,89 -
Ala 8,29 4,27 1,37 -
Asn 8,28 4,65 2,8 -
Met 8,26 4,44 2,04 2,57
Met n.d. n.d. n.d. n.d.
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Tabelle 19: Theoretische und gefundene Massen, der jeweiligen lonen des °N-Peptids

N-Peptid

PGGSTPVS®N)SANMM

Molmasse [g/mol]

Monoisotopische Masse [g/mol]

Summenformel
Ansatzgrole [umol]
Ausbeute

MALDI-TOF (m/z)

1236,39
1235,53
Ca9HgaN14019S;

50

16,4 mg (13,3 umol, 26,5%)

1236,5 [M+H'], 1258,5 [M+Na'], 1274,5 [M+K]

Tabelle 20: *H-chemische Verschiebungen in [ppm] des **N-Peptids. Das Spektrum wurde in
Natriumacetatpuffer pH 4 aufgenommen. Es wurde auf einen internen Standard (TSP) referenziert. n. d. = nicht

identifiziert

NH Ha Hp Hy
Gly 8,78 4,02 - ;
Gly 8,45 3,98 - -
Ser 8,31 4,48 3,83
Thr 8,28 4,58 n.d. 1,23
Val 8,29 4,09 2,03 0,93
Ser 8,5/8,32 4,46 3,86 -
Ser 8,4 4,42 3,87 -
Ala 8,3 4,25 1,34 -
Asn 8,29 4,62 2,76 -
Met 8,26 4,43 2,02 2,54
Met n.d. n.d. n.d. n.d.
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Pulsprogramme

B3C gefiltertes, unentkoppeltes Protonenspektrum (cpmgld_diff1.tb)

;cpmgld

;avance-version (04/11/23)

;1D experiment with

;T2 filter using Carr-Purcell-Meiboom-Gill sequence

#include <Avance.incl>

"p2=pl1*2"
"d11=30m"

1ze
2 30m
di
di2 pl2:f2
pl phl
3d20
(p3 ph3):f2 (p2 phl)
(p3 ph4):f2
d20
go=2 ph31
30m mc #0 to 2 FO(zd)
exit

ph1=00221133
ph3=00221133
ph4=02201331
ph31=02201331

;pI1 : 1 channel - power level for pulse (default)

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

:p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

:d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d11: delay for disk 1/0 [30 msec]

;d20: fixed echo time to allow elimination of J-mod. effects
; d20 should be << 1/J ,but > (50 * P2)  [1-2 msec]

:14: loop for T2 filter [4 - 20]
‘NS: 1 * n, total number of scans: NS * TDO
:DS: 16

:$1d: cpmgld,v 1.1.4.2 2004/11/23 16:19:17 ber Exp $
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1D-'H,**C-HSQC-NMR-Spektrum (hsqcgpndid)

:hsqcgpndld

;avance-version (02/05/31)

;HSQC

;1D H-1/X correlation via double inept transfer
;using gradient pulses for selection

;use as setup for pulseprogram ‘invigptp'

:$CLASS=HighRes
:$DIM=1D
STYPE=
$SUBTYPE=
:SCOMMENT=

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

llp2:p1*2"
"pd=p3*2"
"d4=1s/(cnst2*4)"
"d13=4u"

"DELTA1=pl6+d16"
"DELTA2=d4-p16-d16-d13-4u"

1ze

2 30m
di
(p1 phl)
d4
(center (p2 ph2) (p4 ph6):f2)
d4
(p1 ph3) (p3 ph7):f2
DELTA1 UNBLKGRAD
(p4 ph8):f2
di3
pl6:gpl
d16
(p3 ph9):f2
di3
pl6:gp2
d16
(p3 ph10):f2
di3
(P2 ph4)
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di3
(ralign (p1 ph3) (p3 ph11):f2)
d4
(center (p2 ph5) (p4 ph12):f2)
di3
p16:gp3
d16
DELTAZ2
4u BLKGRAD
go=2 ph31
30m mc #0 to 2 FO(zd)
exit

ph1=0

ph2=0

ph3=1

ph4=0022

ph5=0

ph6=0
ph7=11113333
ph8=0

ph9=3

ph10=0

ph11=0 2

ph12=0
ph31=02022020

;pI1 : 1 channel - power level for pulse (default)
:pl2 : f2 channel - power level for pulse (default)
;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse
:p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse
:p4 : f2 channel - 180 degree high power pulse
;p16: homospoil/gradient pulse

:d1 : relaxation delay; 1-5* T1

:d4 : 1/(43)XH

;d13: short delay [4 usec]
;d16: delay for homospoil/gradient recovery
.cnst2: = J(XH)

:NS: 1 * n, total number of scans: NS * TDO
;DS: 16

;use gradientratio:  gpl:gp2:gp3
: 80: 30:20.1 forC-13
; 80: 30: 8.1 forN-15

;for z-only gradients:
;gpzl: 80%
;gpz2: 30%
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;0pz3: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

;use gradient files:

;gpnam1: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100

:$1d: hsqcgpndld,v 1.2 2005/11/10 12:17:00 ber Exp $
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