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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfihrung

Die metachromatische Leukodystrophie (MLD) st eine lysosomale
Speicherkrankheit (LSD), die autosomal-rezessiv vererbt wird und bei der es
durch den Funktionsverlust des Enzyms Arylsulfatase A (ASA) zu einer
Anreicherung von 3-Sulfo-Galactocerebrosid (Sulfatid) in den Geweben kommt.
Der klinische Verdacht auf MLD wird mittels biochemischer Verfahren, in der
Regel durch Messung der Enzymaktivitdt in Zellen des Patienten, bestatigt,
woflr verschiedene Substrate zur Verfligung stehen. Durch Untersuchung des
jeweiligen Substratumsatzes kann auf diese Weise das defekte Enzym
identifiziert werden. Zur Behandlung der MLD wird, neben der
Stammzelltransplantation, versuchsweise auch die Enzymersatztherapie mit der

rekombinanten humanen Arylsulfatase A (rhASA) eingesetzt.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der analytischen Isotachophorese (ITP), die
eine Trennung ionischer Substanzen erlaubt, die Substratspezifitdt und Aktivitat
von Sulfatasen in Leukozytenextrakten, die mittels Dextransedimentation aus
EDTA-Vollblut gewonnen wurden, und der rhASA miteinander zu vergleichen.
Durch Auswahl von Substanzen, die Substrate verschiedener Sulfatasen
darstellen, sollte eine Versuchsanordnung entwickelt werden, die es erlaubt, die
ITP zur Diagnose von Krankheiten mit einem Sulfatase-Defekt zu verwenden.

Zunachst wurde die Aktivitat der rhASA  bei  verschiedenen
Umgebungsbedingungen anhand des Umsatzes von p-Nitrocatecholsulfat
(PNCS), das ein kinstliches Substrat der ASA darstellt, mit Hilfe der
Photometrie bestimmt und der Versuchsansatz an die Bedingungen der ITP
adaptiert. Mittels Dinnschichtchromatographie wurde danach die Spaltung des
natirlichen  Substrats  3-Sulfo-Galactocerebrosid  durch  rhASA  in
Galactocerebrosid und Sulfat untersucht. Schliesslich wurde der Umsatz
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verschiedener Substrate durch rhASA und Leukozytenextrakte mit Hilfe der ITP

untersucht und miteinander verglichen.

Im Folgenden wird ein Uberblick (iber den Stoffwechsel der Sphingolipide
gegeben. Anschliessend werden die durch einen Sulfatase-Defekt verursachten
Krankheiten beschrieben und verschiedene Diagnose-Methoden, die bei

lysosomalen Speicherkrankheiten verwendet werden, erlautert.
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1.2 Stoffwechsel der Sphingolipide
1.2.1 Funktion der Sphingolipide

Sphingolipide gehéren zusammen mit den Glyceroglykolipiden und den
Isoprenol-Glykolipiden zu der Gruppe der Glykolipide (Verbindungen von
Oligosacchariden mit Lipiden). Als amphiphile Molekile sind sie Bestandteile
der Glykokalix, einer kohlenhydratreichen Zone an der dusseren Oberflache der
Plasmamembran. Mit dem hydrophoben Ceramid(N-Acylsphingosin)-Rest sind
sie in der Zellmembran verankert, der hydrophile Anteil ragt in den
Extrazellularraum. Oligosaccharide, die an die Sphingolipide gekoppelt sind und
mit diesen zusammen die sogenannten Glykosphingolipide bilden, bedecken
teilweise die Zelloberflache [Sandhoff et Quintern, 1988]. Die
Zusammensetzung der Oligosaccharide in der Glykokalix ist, bedingt durch
unterschiedliche VerknlUpfung der Monosaccharide zu Oligosacchariden, sehr
vielfaltig und zellspezifisch.

Zu den Aufgaben der Glykokalix, die auch innerhalb einer Zelle regional
variieren und eine Zellpolaritat schaffen kann, gehdért die Zellerkennung, mit
deren Hilfe Zellverbande bzw. Gewebe gebildet werden. Sie dient als Antigen,
gegen das bei Eintritt in einen fremden Organismus Antikérper gebildet werden,
und verleiht den Zellen die Blutgruppeneigenschaften [Schiebler, Schmidt,
Zilles, 1999]. Ausserdem bildet sie Bindungsstellen fir Toxine [Walton et al.,
1988], Viren [Markwell et al., 1981] und Bakterien [Karlsson, 1989].
Cerebrosulfatide erflllen die meisten strukturellen Anforderungen eines
Opiatrezeptors, und Antikérper gegen Sulfatid kdnnen die Effekte von Morphin
und B-Endorphin antagonisieren [Loh et al., 1978; Craves et al., 1980].

Das Glykosphingolipid 3-Sulfo-Galactocerebrosid (Sulfatid), ein natlrliches
Substrat der ASA, kommt in besonders hohem Ausmass im Nervensystem vor,
wo es bis zu 4-6% der Lipide der Myelinscheide ausmacht [Norton et Cammer,
1984; Taylor et al., 2004] und auf der Membranoberflache liegt [Arvanitis et al.,
1992]. Es befindet sich dort vor allem in Oligodendrozyten und Schwann-Zellen,
kommt aber auch in Astrozyten und anderen Nervenzellen vor [Berntson et al.,

1998; Pernber et al., 2002] und ist an der Regulierung des Zellwachstums, dem
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Proteintransport, der Signaltransduktion sowie der neuronalen Plastizitdt und
der Zell-Morphogenese beteiligt [Vos et al., 1994; Ishizuka, 1997; Merrill et al.,
1997]. Sphingolipide spielen ausserdem eine Rolle bei der Regulierung des
Immunsystems [Cinque et al., 2003].

1.2.2 Biosynthese der Sphingolipide

Als Grundbaustein fur die Synthese der Sphingolipide (Sphingomyelin und
Glykosphingolipide) dient Ceramid, das durch eine Amidbindung von
Sphingosin (Aminodialkohol bestehend aus Palmitoyl-CoA und Serin) mit einer
Fettsdure im glatten endoplasmatischen Reticulum [Mandon et al., 1992]
entsteht (s. Abb. 1). Am haufigsten werden dabei fir Sphingomyelin Palmitin-
oder Stearinsaure, etwas seltener Nervon- oder Behensaure, fir Cerebroside
und Sulfatide Lignocerinsdure, Hydroxylignocerinsaure oder Nervonsaure
(Fettsauren mit 24 C-Atomen) verwendet.

15
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ﬁ co;
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Abbildung 1: Synthese von Ceramid aus Palmitoyl-CoA und Serin (aus: Voet et
Voet, 2004)
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Sphingomyelin

Wird die vom Serin abstammende Hydroxylgruppe von Ceramid mit
Phosphorylcholin verestert, entsteht das Phospholipid Sphingomyelin. Die
Synthese von Sphingomyelin aus Ceramid kann auf zwei Wegen erreicht

werden:

1. Bildung von Sphingomyelin und Diacylglycerin nach einer Austauschreaktion
von Ceramid mit Phosphatidylcholin

2. Bindung von Phosphorylcholin als CDP-Cholin an Ceramid unter CMP-
Abspaltung

Glykosphingolipide

Zur Gruppe der Glykosphingolipide gehéren Cerebroside, Sulfatide,
Ganglioside und Globoside.

Reagiert die Hydroxylgruppe von Ceramid mit einer UDP-Hexose (meist UDP-
Galactose), entsteht unter UDP-Abspaltung ein mit einer Hexose substituiertes
Sphingolipid, ein Cerebrosid, vor allem 1-B-Galactocerebrosid (s. Abb. 2). Wird
an das Galactocerebrosid zusatzlich ein Sulfatrest, meist an das C-Atom 3 der
Galactose, angehangt, entstent aus dem Cerebrosid ein Sulfatid
(Galactocerebrosid-3-sulfat, s. Abb. 3). Fir diese Reaktion, die im Golgi-
Apparat stattfindet, wird das aktive Sulfat 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat
bendtigt.

Fir die Gangliosid- und Globosidbiosynthese werden Uridinnucleotid-aktivierte
Hexosen unter Katalyse spezifischer Transferasen schrittweise an ein
Glucocerebrosid angeheftet, so dass ein an Ceramid gebundener
Oligosaccharidanteil entsteht. Dazu werden wie bei den Heteropolysacchariden
Uridinnucleotid-aktivierte Zucker als Bausteine verwendet.
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Ceramide

) UDP—galactose
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lycosyltransferase
glycosy UDP

OH H
c”> (:3H i C—(CHy),~CH,
R—C—NH—C—H H
$H,—0
CH,0H

H OH

Galactocerebroside (1-B-D-galactosylceramide)

Abbildung 2: Synthese von Galactocerebrosid aus Ceramid
und UDP-Galactose (aus: Voet et Voet, 2004)
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3'-Phosphoadenosine-5'- 3'-Phosphoadenosine-5'- CH.OH
phosphosulfate(PAPS) phosphate 2

LY,

Galactocerebroside

H OH

Sulfatide (galactocerebroside-3-sulfate)

Abbildung 3: Synthese von Sulfatid aus Galactocerebrosid (aus: Voet et Voet, 2004)

1.23 Abbau der Sphingolipide

Fir den Abbau der Sphingolipide, die sehr schnell umgesetzt werden, sind
lysosomale Hydrolasen verantwortlich. Der Abbau findet in den Lysosomen
statt, wobei Tempesta et al. [1994] in durch Epstein-Barr-Virus transformierten
lymphoblastischen Zelllinien den Abbau von Cerebrosidsulfat, jedoch nicht von
Sphingomyelin, ausserhalb der Lysosomen nachweisen konnten. Abbildung 4
zeigt zwei Modelle des Abbaus der Sphingolipide.
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Abbildung 4: Zwei Modelle der raumlichen Struktur der Endozytose und lysosomalen
Verdauung von Glykosphingolipiden der Plasmamembran (aus: Sandhoff et Kolter,
1996). Membranmolekile unterliegen einem Auswahlverfahren und werden entweder ins
Lysosom, in den Golgi-Apparat oder =zurick in die Plasmamembran geleitet.
Endozytotische Vesikel entstehen durch Abschnirung der Glykosphingolipide als
Stachelsaumgriibchen (coated pits).

A: Endozytotische Vesikel mit Glykosphingolipiden verschmelzen mit frihen Endosomen
und werden Bestandteile der lysosomalen Membran, in der die Glykosphingolipide
abgebaut werden.

B: Wéhrend der Endozytose werden die Glykosphingolipide von intraendosomalen
Vesikeln (multivesikuldren Vesikeln) aufgenommen und auf diese Weise zu den
Lysosomen transportiert, wo die spaten Endosomen mit den primaren Lysosomen
fusionieren. Die Glykosphingolipide befinden sich innerhalb der Lysosomen, in denen sie
abgebaut werden.

e = Glykosphingolipid

Sphingomyelin wird durch eine spezifische Sphingomyelinase, die den
Phosphorylcholinrest abspaltet, in Phosphorylcholin und Ceramid, das Ceramid
in seine Bestandteile, den Aminodialkohol Sphingosin und eine Fettsaure,
zerlegt.
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Cerebroside, Ganglioside und Globoside werden ausgehend von der
Kohlenhydratkette = abgebaut: durch  B-Galactosidasen  werden die
Galactosylreste, durch Hexosaminidasen die acetylierten Galactosaminreste
und durch Neuraminidasen die Neuraminsaurereste abgespalten.

Der Sulfatrest der Sulfatide wird durch spezifische Sulfatidasen abgespalten. In
Abbildung 5 ist die Spaltung von Sulfatestern durch Sulfatasen ersichtlich.

o/R
R—OH
intermediates (S
te
&%\GQ P C)
ll o
-
/ N o |
H Cc —OH l (@)
| N
H C—OH
|

Q\
RQ
8 =0
f@o H~ O\
SO‘3

Abbildung 5: Propagierter Abspaltungsvorgang von Sulfaten in Sulfatiden durch Sulfatasen

(aus: Hopwood et Ballabio, 2001). Step A: Bildung eines Aldehydhydrats beim a-Formylglycin-
Rest der Sulfatase. Step B: Die Hydroxylgruppe des Aldehydhydrats attackiert die Sulfatgruppe
des Sulfatesters, so dass sich ein Enzym-Sulfatester-Komplex bildet. Step C: Ein nucleophiler
Angriff der Hydroxylgruppe des Aldehydhydrats fiihrt vermutlich zur Freisetzung eines Alkohols
(R-OH). Zwischen Schritt B und C sind verschiedene Zwischenprodukte maéglich. Step D:
Abspaltung des Sulfats.

Um die wasserldslichen Enzyme mit den Sphingolipiden, die sich in den
Membranen und Membranvesikeln befinden, in Kontakt zu bringen, werden
Glykoproteine, sogenannte Sphingolipidaktivatorproteine (SAP’s), benétigt,
welche die abzubauenden Sphingolipide binden. Abbildung 6 zeigt ein
Ubersichtsschema des Sphingolipidabbaus und der bei Defekten spezifischer
Enzyme entstehenden lysosomalen Speicherkrankheiten.
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Abbildung 6: Ubersichtsschema des Sphingolipidabbaus und der bei Defekten spezifischer

Enzyme entstehenden Speicherkrankheiten (aus: Voet et Voet, 2004)
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1.2.4 Sulfatasen

Sulfatasen sind Proteine, welche die Hydrolyse von Sulfatestern katalysieren
und damit Sulfat von verschiedenen Substraten abspalten. Folgende
Eigenschaften sind allen Sulfatasen gemeinsam [Diez-Roux et Ballabio, 2005,
Hanson et al., 2004]:

e Grosse zwischen 500-800 Aminosauren

e Extensive Glykosylierung vor dem Transport in andere Kompartimente
(z.B. extrazellulare Matrix, endoplasmatisches Reticulum, Golgi-Apparat,
Lysosomen)

e 20-60-prozentige Sequenzhomologie Uber die gesamte Lange des
Proteins

e Hoch konservierte N-terminale Region

e Posttranslational im endoplasmatischen Reticulum eingeflhrter a-

Formylglycin-Rest (Aldehyd) im aktiven Zentrum

Die bisher bekannten Sulfatasen lassen sich in zwei Gruppen einteilen [Diez-
Roux et Ballabio, 2005]:

1. Lysosomale Sulfatasen mit katabolen Eigenschaften

e wasserldslich

e | okalisation in den Lysosomen

e Aktivitat im sauren pH-Bereich

e Defekt  einer  Sulfatase = verursacht  eine lysosomale
Speicherkrankheit (s. Tab. 1)
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2. Nicht-lysosomale Sulfatasen

e Lokalisation in nicht-lysosomalen Kompartimenten, z.B. Golgi-
Apparat, Endoplasmatisches Reticulum (membrangebunden),
extrazellular (wasserléslich)

e Aktivitat im neutralen pH-Bereich

e Funktion oft nicht bekannt

Ausserdem wurden zwei Sulfatasen (SULF1 und SULF2) entdeckt, die sich
sehr dhnlich und etwas grésser als die bisher bekannten Sulfatasen sind und
sich auf der Zelloberflache befinden. Die Genexpression dieser Sulfatasen wird
durch Wachstum reguliert, was darauf hindeutet, dass diese Sulfatasen an
Zellsignalen und der embryonalen Entwicklung beteiligt sind [Dhoot et al., 2001;
Morimoto-Tomita et al., 2002; Ohto et al., 2002]. Tabelle 1 zeigt die Merkmale
der bisher bekannten Sulfatasen.
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Tabelle 1: Ubersicht und Merkmale der bisher bekannten Sulfatasen (aus:
Diez-Roux et Ballabio, 2005)

Chromosomal Subcellular ]
Gene localization Enzyme localization Human disorder
ARSA 22q13 Arylsulfatase A Lysosomal Metachromatic
leukodystrophy
MLD)
ARSB 5q13 Arylsulfatase B Lysosomal Maroteaux-Lamy
syndrome (MPSVI)
IDS Xq27-28 Iduronate Lysosomal Hunter syndrome
Sulfatase (MPSII)
SGSH 179253 Sulfamidase Lysosomal Sanfilippo A
syndrome (MPSIIIA)
G6S 12q14 Glucosamine- Lysosomal Sanfilippo D
6-Sulfatase syndrome (MPSHID)
GAL6S 16q24 Galactose-6- Lysosomal Morquio A syndrome
Sulfatase (MPSIVA)
ARSC/STS Xp22.3 Arylsulfatase Microsomal  X-linked Ichthyosis
C/Steroid (XLI)
sulfatase
ARSD Xp22.3 Arylsulfatase D ER NI
ARSE Xp22.3 Arylsulfatase E~ Golgi Chondrodysplasia
Punctata 1 (CDPX1)
ARSF Xp22.3 Arylsulfatase F ER NI
ARSH? Xp22.3 Arylsulfatases H ND NI
HSULF!  8ql3.2-13.3 Hsulfl Cell surface NI
HSULF2  20q13.12 Hsulf2 Cell surface NI
ARSG 17q23-24 Arylsulfatase G ER NI
ARSJ 4q26 Arylsulfatase ]  ER NI
ARSP 5932 Arylsulfatase K ER NI
TSULF* 5q15 T. Sulfatase ND NI

2M. Sardiello & A. Ballabio, unpublished results.
b]. Annunziata & A. Ballabio, unpublished results.
ER, endoplasmatic reticulum; ND, not determined; NI, not identified.

Arylsulfatasen

Sulfatasen, die einen heterozyklischen Benzen-Ring, eine sogenannte
Arylgruppe, tragen, werden Arylsulfatasen genannt.

Die Kristallstrukturen der Arylsulfatase A (ASA), Arylsulfatase B (ASB) und Aryl-
sulfatase C (ASC), die sich sehr ahnlich sind, wurden unabhangig voneinander
mittels Roéntgenstrahlbeugung untersucht [Bond et al.,, 1997; Hernandez-
Guzman et al.,, 2003; Lukatela et al., 1998]: Die Proteine erscheinen als
globulare Monomere, die in zwei Doméanen geteilt sind. Die N-terminale

Domaéne, die auch die enzymatisch aktive Seite, die derjenigen der alkalischen
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Phosphatasen ahnlich ist, umfasst, ist grésser und besteht aus a-Helices und
einem grossen zentral gelegenen [-Faltblatt. Die C-terminale Domane
beinhaltet ein kleines antiparalleles p-Faltblatt mit einer langen a-Helix. ASC hat
zusatzlich eine transmembrane Domane mit zwei hydrophoben Helices
[Hernandez-Guzman et al., 2003]. Die aktive Seite enthalt ein zweiwertiges
Metallion in der Substrat-bindenden Tasche und einen Cystein-Rest, der in
allen Sulfatasen posttranslational verédndert wird und fir die enzymatische
Aktivitat essentiell ist [Bond et al.,, 1997; Lukatela et al., 1998]. Das Fehlen
dieser  posttranslationalen  Modifikation  verursacht die lysosomale
Speicherkrankheit Multipler Sulfatase-Mangel.

1.3 Lysosomale Speicherkrankheiten

Es sind bisher mehr als 41 genetisch bedingte lysosomale Speicherkrankheiten
(LSD) bekannt. Die Gesamtpravalenz der LSD ist in verschiedenen Landern
ahnlich: in Tschechien wurden von Poupetova et al. [2010] ca. 12 Patienten pro
100.000 Einwohner berechnet, in Australien betragt die Erkrankungsrate etwa
13 pro 100.000 Einwohner [Meikle et al., 1999], in den Niederlanden 14 und in
Italien 12 Patienten pro 100.000 Einwohner [Poorthuis et al., 1999; Dionisi-Vici
et al.,, 2002], wobei die haufigste LSD in Tschechien, Australien und ltalien
Morbus Gaucher, in den Niederlanden Morbus Pompe ist. Die hdher
gemessene Gesamtpravalenz in Portugal (25 Patienten pro 100.000
Einwohner) kénnte auf die relativ isolierte geographische Lage Portugals
zurtckzufihren sein [Pinto et al., 2004].

Bei allen lysosomalen Speicherkrankheiten flihrt der Defekt einer oder mehrerer
spezifischer lysosomaler Hydrolasen zu einer Ubermassigen Anhaufung der
dadurch nicht mehr abbaubaren Substrate in den Lysosomen. Die Speicherung
dieser physiologischen Substanzen fihrt zu einer Vergrésserung der
Lysosomen (mikroskopisch als Vakuolen sichtbar), zu einer Zellschwellung und
Zellvermehrung und schliesslich zu Funktionsstérungen der Zellen, z.B. des
intrazellularen Transports. Davon betroffen sind vor allem das Nervensystem,
mesenchymatése (Haut, Knorpel, Knochen) und parenchymatdse (Leber, Milz)
Organe.
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Settembre et al. [2008; 2009] haben nachgewiesen, dass bei verschiedenen
lysosomalen Speicherkrankheiten die Anhaufung der Substrate die Fusion von
Lysosomen und Autophagosomen behindert, was die weitere Speicherung von
Protein-Aggregaten und von dysfunktionellen Mitochondrien zur Folge hat.

Mit Ausnahme des Morbus Hunter (Mucopolysaccharidose Typ IlI) und des
Morbus Fabry (Sphingolipidose), die X-chromosomal vererbt werden, werden
alle lysosomalen Speicherkrankheiten autosomal-rezessiv vererbt.

Betroffene Neugeborene entwickeln sich in der Regel zun&chst unauffallig.
Allerdings sollte bei einem nichtimmunologischen Hydrops fetalis oder einer
Kardiomegalie im Sauglingsalter an eine lysosomale Speicherkrankheit gedacht
werden. Die Symptome, die in jedem Alter auftreten kénnen, entwickeln sich
langsam progredient ohne akute metabolische Entgleisungen.

Tabelle 2 Ubersicht
Speicherkrankheiten.

zeigt eine der bekanntesten lysosomalen

Tabelle 2: Ubersicht der bekanntesten lysosomalen Speicherkrankheiten (aus: Voet et Voet,
2004)

Principal Storage

Disease

Enzyme Deficiency

Substance

Major Symptoms

Gy Gangliosidosis

Tay-Sachs disease
Fabry's disease
Sandhoff’s disease

Gaucher’s disease

Niemann-Pick disease

Farber’s
lipogranulomatosis

Krabbe’s disease

Metachromatic
leukodistrophy
(Sulfatide lipidosis)

Gy B-galactosidase

Hexosaminidase A
a-Galactosidase A
Hexosaminidases A
and B
Glucocerebrosidase

Sphingomyelinase
Ceramidase

Galactocerebrosidase

Arylsulfatase A

Ganglioside Gy

Ganglioside Gy,
Trihexosylceramide
Ganglioside Gy, and
globoside
Glucocerebroside

Sphingomyelin
Ceramide

Deacylated
galactocerebroside

Sulfatide

Mental retardation, liver enlargement, skeletal
involvement, death by age 2

Mental retardation, blindness, death by age 3

Skin rash, kidney failure, pain in lower extremities

Similar to Tay-Sachs disease but more rapidly
progressing

Liver and spleen enlargement, erosion of long bones,
mental retardation in infantile form only

Liver and spleen enlargement, mental retardation

Painful and progressively deformed joints, skin nodules,
death within a few years

Loss of myelin, mental retardation, death by age 2

Mental retardation, death in first decade

Da in der vorliegenden Arbeit die rekombinante humane Arylsulfatase A néher
untersucht und mit Sulfatasen in Leukozytenextrakten verglichen wurde, sollen
hier nur diejenigen Speicherkrankheiten néher erlautert werden, bei denen eine
oder mehrere Sulfatasen defekt sind (s. Tab. 3):
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Metachromatische Leukodystrophie (Defekt der Arylsulfatase A)

Morbus Hunter (Mucopolysaccharidose Typ I, Defekt der Iduronat-2-
sulfatase)

Morbus Sanfilippo Typ A (Mucopolysaccharidose Typ IlIA, Defekt der
Heparan N-sulfatase = Sulfamidase)

Morbus Sanfilippo Typ D (Mucopolysaccharidose Typ IlID, Defekt der N-
Acetyl-glucosamin-6-sulfatase)

Morbus Morquio Typ A (Mucopolysaccharidose Typ IVA, Defekt der
Galactose-6-sulfatase = N-Acetyl-galactosamin-6-sulfatase)

Morbus Maroteaux-Lamy (Mucopolysaccharidose Typ VI, Defekt der N-
Acetyl-galactosamin-4-sulfatase = Arylsulfatase B)

Multipler Sulfatase-Mangel (Defekt aller Sulfatasen)
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Tabelle 3: Durch den Defekt einer einzelnen Sulfatase verursachte Krankheiten (aus: Diez-

Roux et Ballabio, 2005)

Inheritance Main disease
Name Abbreviation pattern Enzyme deficiency manifestations
Metachromatic MLD Autosomal  Arylsulfatase A Demyelinization of
leukodystrophy recessive central and
peripheral
nervous system
Hunter MPSII X-linked Iduronate sulfatase Dysostosis
syndrome recessive multiplex
Organomegaly
Mild to severe
mental retardation
Sanfilippo A MPSIITIA Autosomal  Sulfamidase Hyperactivity
syndrome recessive Mild somatic
features
Severe
Sanfilippo D MPSHID Autosomal  N-acetlyglucosamine- neurological
syndrome recessive 6-sulfatase manifestations
Morquio A MPSIV Autosomal  Galactose 6-sulfatase  Severe skeletal
syndrome recessive abnormalities
Corneal clouding
Maroteaux- MPSVI Autosomal  Arylsulfatase B Dysostosis
Lamy recessive multiplex
syndrome Corneal clouding
X-linked XLI X-linked Arylsulfatase Dark scaly skin
ichthyosis recessive C/Steroid sulfatase Mild corneal
deficiency opacities
Chondrodysplasia CDPX1 X-linked Arylsulfatase E Aberrant bone
Punctata 1 recessive mineralization
Nasal hypoplasia
Short stature
Distal phalangeal
hypoplasia
1.3.1 Metachromatische Leukodystrophie (MLD)

Bereits 1910 wurden von Alzheimer [1910] metachromatische Ablagerungen
und eine Demyelinisierung der weissen Substanz des ZNS bei Patienten mit
progredienter Demenz und motorischer Verschlechterung beschrieben.
Amaducci et al. [1991] vermuten, dass es sich dabei um Patienten mit der
adulten Form einer Metachromatischen Leukodystrophie handeln kénnte.

beschrieb  Witte [1921]

metachromatischen Ablagerungen nicht nur im Gehirn, sondern auch in der

Unabhangig davon einen Patienten  mit

Leber, in den Nieren und Hoden. Die Erkrankung war friher unter dem Namen
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,Diffuse Gehirn-Sklerose” bekannt, bevor sie 1938 von Einarson und Neel in

.,Metachromatische Leukodystrophie“ (MLD) umbenannt wurde [Einarson et

Neel, 1938].

Bei der MLD kommt es durch einen genetisch verursachten Defekt des Enzyms

Arylsulfatase A zu einer Speicherung des Sulfatids 3-Sulfo-Galactocerebrosid.

Seltener ist ein Defekt des Sphingolipidaktivatorproteins Saposin B Ursache der

MLD.

MLD kann in jedem Alter manifest werden, das Krankheitsbild unterscheidet

sich jedoch je nach Auftrittsalter. Man unterteilt die MLD deshalb in 3 klinische

Formen (spétinfantile, juvenile und adulte Form), die in der Tabelle 4

zusammengefasst sind.

Tabelle 4: Formen und Charakteristika verschiedener MLD-Formen (aus: von Figura et al.,

2001)
Age at Spinal Nerve Urinary
- onset fluid conduction sulfatide
Type (years) Main clinical manifestations protein velocity excretion
Infantile 0.5-4 Gait disturbance, decreased Elevated Slowed Elevated
tendon reflexes, mental
regression, loss of speech,
optic atrophy, ataxia, progressive
spastic quadriparesis
Early juvenile 4-6 Gait and postural abnormalities, Elevated Slowed Elevated
emotional and behavioral
disturbances, optic atrophy,
progressive spastic quadriparesis
Late juveniie 6-16 Behavioral abnormalities, poor Elevated Slowed Elevated
school performance, language
regression, gait disturbance,
slowly progressive
spastic tetraparesis
Aduit >16 Mental regression, Normal or Normal or Elevated
psychiatric symptoms, elevated slowed

incontinence, slowly
progressive spastic tetraparesis

Spétinfantile MLD

Die spétinfantile Form der MLD beginnt bei Kindern im Alter zwischen 6

Monaten und 4 Jahren. Hagberg [1963] hat den klinischen Verlauf in 4 Stadien

mit folgenden Merkmalen eingeteilt:
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Stadium 1
e Beginn meistens mit Hypotonie der unteren oder aller Extremitaten
e Gangunsicherheit
e Muskeleigenreflexe durch Polyneuropathie abgeschwacht oder nicht
vorhanden

e Dauer wenige Monate bis > 1 Jahr

Stadium 2
¢ Ataxie, Stehen nicht mehr méglich
¢ Geistige Retardierung
e Dysarthrie und Aphasie mit Sprachverschlechterung
e Ev. Nystagmus, optische Atrophie, grauliche Makula-Verfarbung
e Neuropathie ev. schmerzhaft
e Erhdhter Muskeltonus in den unteren Extremitaten

e Dauer wenige Monate

Stadium 3
e Allméahliche  Entwicklung einer spastischen Tetraplegie mit
pathologischen Reflexen (Beteiligung der Pyramidenbahnen),
Bettlagerigkeit
¢ (Pseudo-)Bulbarparalyse mit Atemwegsobstruktion und Ernahrungs-
problemen

e Ev. Krampfanfalle

Stadium 4
e Dezerebrierungsstadium mit ungezielten Bewegungen
e Blindheit
e Erndhrungshilfe  notwendig, z.B.  Perkutane  endoskopische
Gastrostomie (PEG)

e Dauer bis mehrere Jahre méglich
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Die meisten Patienten mit spatinfantiler MLD versterben etwa 5 Jahre nach
Beginn der Symptome [Hagberg, 1963].

Juvenile MLD
Bei Patienten mit juveniler MLD treten die ersten Symptome im Alter von 4 bis

16 Jahren auf. Erste Anzeichen sind oft Schulprobleme. Es treten Inkontinenz,
eine verwaschene Sprache und Gangunsicherheit auf. Haufig zeigen betroffene
Patienten auch Verhaltensauffalligkeiten. Die juvenile MLD kann in eine friihe
Form, die klinisch der spatinfantiien MLD &hnelt, und in eine spate Form, bei
der zuerst Verhaltensauffalligkeiten, Schul- und Sprachprobleme und erst
spater Gangunsicherheit auftreten [Balslev et al., 1997], unterteilt werden (s.
Tab. 4). Im Gegensatz zur spatinfantilen Form sind die Muskeleigenreflexe bei
der juvenilen MLD in der Regel erhdht [von Figura et al., 2001]. Selten fallen
Patienten zuerst mit akuter Cholezystitis [Clarke et al., 1989] oder Pankreatitis

[Deeg et al., 1986] auf. Meistens sterben Erkrankte vor dem 20. Lebensjahr.

Adulte MLD

Die adulte Form der MLD tritt ab dem Alter von 16 Jahren auf. Die Symptome
aussern sich vor allem in einer Abnahme intellektueller Fahigkeiten:
Leistungsabnahme in der Schule oder bei der Arbeit und psychische Labilitat.
Nicht selten treten auch psychiatrische Symptome wie z.B. Halluzinationen,
lllusionen, Psychosen oder Schizophrenien auf [Hyde et al., 1992; Shapiro et
al., 1994]. Weitere Krankheitszeichen sind Inkontinenz und die Entwicklung
einer spastischen Tetraparese mit gesteigerten Muskeleigenreflexen. Ataxie
und Extrapyramidalsymptome sowie optische Atrophie kénnen vorkommen,
Krampfanfalle sind selten. Zuletzt erreichen die Patienten einen vegetativen
Zustand. Die Erkrankungsdauer reicht von wenigen Jahren bis mehreren

Jahrzehnten [von Figura et al., 2001].
In der Computer-Tomographie (CT) von MLD-Patienten zeigt sich eine

symmetrische Abnahme der Abschwachung der weissen Substanz, die eine

Folge des graduellen Myelinverlusts und des gestiegenen Wassergehalts in
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den verbleibenden Strukturen ist. Diese geringe Dichte ist sehr frih im
Krankheitsverlauf, bei adulter MLD teilweise bereits vor Ausbruch der Krankheit,
sichtbar und schreitet v.a. bei der spatinfantilen und juvenilen Form der MLD
schnell fort. Im weiteren Verlauf beobachteten Schipper und Seidel [1984] eine
Erweiterung der Ventrikel und eine erhebliche kortikale Atrophie bei adulter
MLD. Das Magnetresonanzcomputertomogramm (MRT) zeigt in der T,-
Wichtung ein diffuses hyperintenses Signal sowohl der periventrikularen als
auch der subkortikalen weissen Substanz [Demaerel et al., 1991] und in der T;-
Wichtung ein schwaches hypointenses Signal der Lasionen der weissen
Substanz. Durch Kontrastmittelgabe werden diese Signale nicht verstéarkt.

Histopathologisch fallen bei MLD vor allem eine Demyelinisierung und
metachromatische Ablagerungen auf, deren Sulfatidgehalt ca. 39% ihres
Gesamtlipidgehalts ausmacht. Die anderen Lipidkomponenten sind Cholesterol
und Phosphatide [Suzuki et Chen, 1967]. Im zentralen Nervensystem (ZNS) ist
ein moderater bis schwerer Verlust von Myelinscheiden sowie eine verringerte
Anzahl intrafaszikuldrer Oligodendrozyten sichtbar [Greenfield, 1933]. Im
peripheren Nervensystem (pNS) kommt es in den Schwann-Zellen zu einer
segmentalen Demyelinisierung mit metachromatischen Granula, die sich auch
in endoneuralen Makrophagen finden [Martin et al., 1985]. Die
metachromatischen Ablagerungen sind sichtbar, bevor die Nervenleitungs-
geschwindigkeit abnimmt [Alves et al., 1986]. Sulfatidablagerungen finden sich
auch in viszeralen Geweben, z.B. in den Nieren [Eto et al., 1982], Gallenblase
[Malde et al., 1997] und Leber [Resibois, 1971]. Die Sulfatidkonzentration im
Urin ist erhéht [Nishio et al., 1985].

Der Defekt der Arylsulfatase A (ASA), deren Struktur bereits im Kapitel 1.2.4
(Sulfatasen) beschrieben ist, wurde in mehreren Zellen, z.B. in Leukozyten
[Dubois et al., 1980; Percy et Brady, 1968], kultivierten Lymphozyten [Beratis et
al., 1975] und Hautfibroblasten [Percy et Brady, 1968] nachgewiesen. Hultberg
[1979] sowie Thomas et Howell [1972] konnten den Defekt der ASA auch im

Urin feststellen. Urin wird gelegentlich als Probematerial zur Messung der ASA-
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Aktivitdt verwendet, meist wird die Aktivitat aber in peripheren Blutzellen und —
seltener - kultivierten Fibroblasten gemessen. Als kinstliches Substrat wird
dafir meistens die chromogene Substanz p-Nitrocatecholsulfat (pNCS),
teilweise auch 4-Methylumbelliferonsulfat (4MUS), gebraucht, die allerdings
beide nicht nur durch ASA, sondern auch durch andere Sulfatasen, vor allem
durch die Arylsulfatase B (ASB) umgesetzt werden. Baum et al. [1950] haben
deshalb ein Verfahren entwickelt, mit dem ASB gehemmt werden kann. Andere
Substrate der ASA sind Lactosylsulfatid [Harzer et Benz, 1974], Seminolipid
[Gadella et al., 1992] und Psychosinsulfat [Fischer et al., 1978].

Neben dem Defekt der ASA verursacht selten ein defektes Cerebrosid-
Aktivator-Protein, das nicht-enzymatische Glykoprotein Saposin B, die
metachromatische Leukodystrophie. Dieses Protein ist an der Extraktion von
Sulfatiden und anderer Sphingolipide aus der Plasmamembran beteiligt und

wird flr deren Abbau durch lysosomale Enzyme bendtigt [Vogel et al., 1991].

Nicht zu verwechseln mit der metachromatischen Leukodystrophie ist die
Pseudodesuffizienz der Arylsulfatase A, bei der die ASA zwar nur noch 5-15%
der normalen ASA-Aktivitat betragt, die betroffenen Personen jedoch keine
klinischen Symptome und keine Anzeichen einer pathologischen Sulfatid-
speicherung oder -ausscheidung haben [Dubois et al, 1975; Dubois et al.,
1977]. Das fir die Pseudodesuffizienz verantwortliche Gen ist ein Allel des
ASA-Gens [Chang et Davidson, 1983], so dass diese meist durch 2
homozygote Allele, die durch einen Polymorphismus nur wenig Enzym-Aktivitat
codieren, verursacht wird. Sie ist selten die Folge einer Compound-
Heterozygotie flr ein Pseudodesuffizienz- und ein MLD-Allel [Penzien et al.,
1993]. In Europa sind etwa 1-2% der Bevdlkerung von der ASA-

Pseudodesuffizienz betroffen [von Figura et al., 2001].

Therapie
Bisher gibt es keine kurative Therapie flr die metachromatische

Leukodystrophie. Die Spastizitdt und die Ataxie kénnen durch den GABA-
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Inhibitor Vigabatrin reduziert werden, der gleichzeitig antiepileptisch wirkt
[Kurlemann et Palm, 1991].

In den letzten Jahren haben einige Patienten eine hamatopoetische
Stammzelltransplantation (BMT) erhalten. Das Prinzip dieser Therapie basiert
darauf, dass neu synthetisierte lysosomale Enzyme zu ca. 10-30% sekretiert
und UOber Bindung an Mannose-6-phosphat-Rezeptoren auf der
Plasmamembran von benachbarten Zellen wieder aufgenommen werden
kénnen. Auf diese Weise sind gesunde Zellen in der Lage, lysosomale Enzyme
an eine defekte Zelle weiterzugeben [von Figura et al., 2001]. Die bisherigen
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die BMT nur bei Patienten mit juveniler
oder adulter MLD in einem friihen Stadium, d.h. bevor offensichtliche kognitive
oder motorische Defizite auftreten, sinnvoll ist und das Fortschreiten der
Krankheit verlangsamen kann [Gorg et al., 2007; Kidd et al., 1998]. Sind bereits
neurologische Defizite vorhanden, wird die BMT nicht empfohlen [Gieselmann
et Krageloh-Mann, 2010]. Patienten mit spatinfantiler MLD haben wegen der
schnellen Progression der Krankheit keinen Nutzen von einer BMT, selbst wenn
sie vor Symptombeginn durchgefihrt wird [Bredius et al., 2007; Malm et al.,
1996]. Versuche mit intravendser Enzymersatztherapie (ERT) befinden sich
bereits in den klinischen Studienphasen, nachdem Behandlungs-Versuche mit
rhASA an ASA-defizienten Mausen die Sulfatidablagerungen in viszeralen
Organen, im pNS und im ZNS verringert und auch funktionelle Verbesserungen
erzielt hatten [Matzner et al., 2005; Matzner et al., 2009]. Matzner et al. [2007;
2008] berichteten, dass Mause ohne ASA-Gen nach Zugabe von rhASA Anti-
rhASA-Antikorper bildeten. Wurde vor der ERT ein inaktives ASA-Gen
eingeschleust und exprimiert, konnte die Antikérperbildung verhindert werden.
Die Ergebnisse der ERT bei Patienten mit MLD mulssen noch abgewartet
werden. Bisher wurden zwei Strategien der Gentherapie an Mausen getestet
[Gieselmann et Krageloh-Mann, 2010]:  Transplantation  autologer
hamatopoetischer Stammzellen nach ex vivo retro- oder lentiviral-vektor-
basierter Modifikation zur ASA-Uberexpression, die darauf basiert, dass Blut-
Monozyten im ZNS zu Mikroglia differenzieren und dort das Enzym an
benachbarte Zellen abgeben [Biffi et al., 2006; Biffi et al., 2004; Matzner et al.,
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2002], und Injektion viraler Vektoren, welche die cDNA des fehlenden Enzyms
direkt in die Zielzellen bringen, so dass sie dort eingebaut und exprimiert wird
[Kurai et al., 2007; Sevin et al., 2006; Sevin et al, 2007]. Die meisten dieser
Versuche verbesserten die Krankheitszeichen signifikant, so dass bald klinische

Studien am Menschen zu erwarten sind.

1.3.2 Mucopolysaccharidosen

Mucopolysaccharidosen (MPS) sind eine Gruppe lysosomaler
Speicherkrankheiten, die durch einen Defekt von Enzymen, die beim Abbau
von Glykosaminoglykanen (Mucopolysacchariden) beteiligt sind, verursacht und
mit Ausnahme der MPS Typ Il (Morbus Hunter), die einen X-chromosomal-
rezessiven Erbgang hat, autosomal-rezessiv vererbt werden. Die klinische
Erscheinungsform der Mucopolysaccharidosen zeigt viele Gemeinsamkeiten,
die Auspragung kann jedoch sehr variabel sein. Alle Mucopolysaccharidosen
verlaufen chronisch progressiv und zeigen Organomegalien, Dysostosis
multiplex und vergréberte Gesichtszlige. Augen- und Hoérprobleme,
Beeintrachtigung der Atemwege und des kardiovaskularen Systems sowie eine
eingeschrankte Mobilitdt der Gelenke kénnen vorkommen [Neufeld et Muenzer,
2001]. Tabelle 5 zeigt die Klassifikation und Charakteristika aller
Mucopolysaccharidosen. Im Folgenden werden die MPS mit einem spezifischen

Sulfatase-Defekt ndher erldutert:

e Morbus Hunter
e Morbus Sanfilippo
e Morbus Morquio

e Morbus Maroteaux-Lamy
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Mucopolysaccharidosen (aus: Neufeld et Muenzer, 2001)

Number

Eponym

MIiM
number

Chromosome Major clinical

locus

manifestations

Enzyme deficiency

Glycosaminoglycan
affected

MPS IH

MPS IS

MPS IH/S

MPS il (severe)

MPS 1} (mild)

MPS IIIA

MPS 1B

MPS 1lIC

MPS IIID

MPS IVA

MPS iVB

MPS Vv
MPS VI

MPS Vi

MPS Viii
MPS IX

Hurler

Scheie

Hurler-Scheie

Hunter (severe)

Hunter (mild)

Sanfilippo A

Sanfilippo B

Sanfilippo C

Sanfilippo D

Morquio A

Morquio B

No longer used
Maroteaux-Lamy

Sly

No longer used

252800

252800

252800

309900

309900

252900

252920

252930

252940

253000

253010

253200

253220

601492

4p16.3

4p16.3

4p16.3

Xq28

Xq28

17q25.3

1721

Not Known

12q14

16024.3

3p21.33

5q13-q14

7621.11

3p21.2-p21.3

Corneal clouding,
dysostosis multiplex,
organomegaly,
heart disease,
mental retardation,
death in childhood

Corneal clouding,
stiff joints, normal
intelligence and
life span

Phenotype intermediate
between IH and IS

Dysostosis multiplex,
organomegaly,
no corneal clouding,
mental retardation,
death before 15 years

Normal intelligence,
short stature,
survival to adulthood
and often longer

Profound mental
deterioration,
hyperactivity,
relatively mild somatic
manifestations;.
milder forms known
to exist

Phenotype similar
to A

Phenotype similar
to 1A

Phenotype similar
to lIA

Distinctive skeletal
abnormalities,
corneal clouding,
odontoid hypoplasia;
milder forms
known to exist

Spectrum of severity
as in IVA

Dysostosis multiplex,
corneal clouding,
normal intelligence;
survival to teens
in severe form;
milder forms exist

Dysostosis multiplex,
hepatosplenomegaly;
wide spectrum of
severity, including
fetal and neonatal
form

Periarticular soft
tissue masses;
short stature

a-L-lduronidase

a-L-lduronidase

a-L-Iduronidase

Iduronate sulfatase

Iduronate sulfatase

Heparan N-sulfatase
(suifamidase)

a-N-Acetyl-
glucosaminidase

Acetyl-CoA:a-
glucosaminide
acetyltransferase

N-Acetylglucosamine
6-Sulfatase

Galactose 6-sulfatase
(N-acetylgalactosamine
6-sulfatase)

p-Galactosidase

N-Acetylgalactosamine
4-sulfatase
(arylsulfatase B)

f-Glucuronidase

Hyaluronidase

Dermatan sulfate,
heparan sulfate

Dermatan sulfate,
heparan sulfate

Dermatan sulfate,
heparan sulfate

Dermatan sulfate,
heparan sulfate

Dermatan sulfate,
heparan sulfate

Heparan suifate

Heparan sulfate

Heparan sulfate

- Heparan sulfate

Keratan sulfate,
chondroitin 6-sulfate

Keratan sulfate

Dermatan sulfate

Dermatan sulfate,
heparan sulfate
chondroitin
4-, 6-sulfates

Hyaluronan
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Morbus Hunter (Mucopolysaccharidose Typ I)

Der Morbus Hunter (MPS II) wird durch einen Defekt des Enzyms Iduronat-2-
sulfatase, das beim Abbau von Dermatansulfat und Heparansulfat beteiligt ist,
verursacht.

Es gibt eine schwere und eine milde Form des Morbus Hunter, die allerdings
nur zwei Extreme der grossen klinischen Variabilitat darstellen. Die wichtigsten
Symptome beider Varianten sind in der Tabelle 5 zusammengefasst, wobei das
Auftreten einer knétchenférmigen, elfenbeinfarbenen Hautlasion am Riicken, an
den Oberarmen und Oberschenkeln fur Morbus Hunter spezifisch ist. Durch den
X-chromosomalen Erbgang sind praktisch nur Jungen von dieser Krankheit
betroffen. Dennoch gibt es auch betroffene Madchen, die dann meist die milde
Form entwickeln und heterozygot fir das entsprechende Allel sind, wobei
genetisch bedingt die Expression des normalen Allels nicht stattfindet [Neufeld
et Muenzer, 2001].

In den letzten Jahren haben einige Patienten mit MPS Il eine hamatopoetische
Stammezelltransplantation erhalten. Die Langzeit-Ergebnisse waren jedoch
insgesamt unbefriedigend [Vellodi et al., 1999]. Seit 2006/ 2007 ist eine
intraven6se Therapie mit rekombinanter humaner Iduronat-2-sulfatase
(Idursulfase, Elaprase®) erhaltlich, wobei eine Verbesserung der ZNS-
Symptome nur eingeschrankt méglich ist [Burrow et Leslie, 2008; Wraith et al.,
2008]. Versuche zur Einfihrung der entsprechenden cDNA in enzym-defiziente

Zellen mittels eines retroviralen Vektors waren erfolgreich [Braun et al., 1993].

Morbus Sanfilippo (Mucopolysaccharidose Typ IlI)

Der Morbus Sanfilippo (MPS lll) ist in 4 Typen mit &hnlichem klinischem
Erscheinungsbild unterteilt, wovon die zwei Typen A und D durch einen
spezifischen Sulfatase-Mangel (Heparan N-sulfatase = Sulfamidase beim Typ
A, N-Acetyl-glucosamin-6-sulfatase beim Typ D) verursacht werden. Dadurch
kommt es zu einer Uberméssigen Speicherung von Heparansulfat. MPS Il ist
durch eine schwere Beeintrachtigung des ZNS und im Vergleich dazu relativ
milde somatische Symptome gekennzeichnet (s. Tab. 5). Die Erkrankung tritt

meist zwischen dem 2. und 6. Lebensjahr auf. Die Diagnose der MPS Il ist
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wegen der oft gering ausgepragten somatischen und réntgenologisch
erkennbaren Krankheitszeichen nicht einfach. Ausserdem zeigt der Screening-
Test, der die Glykosaminoglykan-Ausscheidung im Urin misst, teilweise ein
falsch negatives Ergebnis, und nicht selten wird deswegen ein Morbus
Sanfilippo erst relativ spat erkannt. Die klinische Unterscheidung der 4 Typen
der MPS 11l ist aufgrund der klinischen Heterogenitat der Typen sehr schwierig.
Insgesamt ist die Krankheit bei der MPS IIIA am schwersten ausgepragt mit
friherem Erkrankungsalter, schnellerer Progression der Symptome und
kirzerer Lebenserwartung, wahrend Patienten mit MPS IIIB in der Regel
schwéachere Krankheitszeichen aufweisen [Neufeld et Muenzer, 2001; van de
Kamp et al., 1981].

Bei mehreren Patienten wurde eine Knochenmarktransplantation durchgefthrt,
mit der biochemisch eine Korrektur des Enzymmangels erreicht werden konnte,
wobei die Verbesserung der ZNS-Symptome nicht wie erwlinscht eintrat [Cleary
et Wraith, 1993; Hoogerbrugge et al., 1991]. Versuche zur genetischen
Korrektur des Enzymdefekts bei MPS IlIA-Fibroblasten zeigten die Expression
des Enzyms nach Transduktion der cDNA durch einen retroviralen Vektor
[Bielicki et al., 1996]. Eine Enzymersatztherapie gibt es bisher fiir den Morbus
Sanfilippo nicht.

Morbus Morquio (Mucopolysaccharidose Typ V)

Es gibt zwei Gruppen der MPS IV (Morbus Morquio), wovon der Typ A durch
einen Mangel des Enzyms Galactose-6-sulfatase (N-Acetyl-galactosamin-6-
sulfatase) bedingt ist. Bei beiden Typen kann Keratansulfat nicht mehr
abgebaut werden, bei der MPS IVA kommt es zusétzlich auch zu einer
Speicherung von Chondroitin-6-sulfat. Beide Typen des Morbus Morquio sind
durch einen kurzen Rumpf, feine korneale Ablagerungen, eine
spondyloepiphyseale Dysplasie der Knochen, die sich von der Dysplasie bei
anderen Mucopolysaccharidosen unterscheidet, und eine normale Intelligenz
gekennzeichnet (s. Tab. 5). Die ersten Symptome treten oft zwischen dem 1.
und 4. Lebensjahr auf, die Diagnose der MPS IV wird jedoch nicht selten erst

viel spéater gestellt [Holzgreve et al., 1981]. Durch die grosse Kklinische
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Variabilitdt mit unterschiedlich stark beteiligten Organen variiert die
Lebenserwartung stark zwischen ca. 20 bis 30 Jahre bei schweren Formen und
praktisch normaler Lebenserwartung bei milden Formen der MPS |V [Neufeld et
Muenzer, 2001].

Bisher gibt es keine Behandlung des Morbus Morquio. Fir die Therapie der
MPS IVA wurden Versuche zur Herstellung eines rekombinanten Enzyms
[Rodriguez et al., 2010] und zur Enzymersatztherapie bei Mausen [Tomatsu et
al.,, 2010; Tomatsu et al.,, 2008] durchgeflhrt, Versuche zum Einsatz am

Menschen mlssen jedoch abgewartet werden.

Morbus Maroteaux-Lamy (Mucopolysaccharidose Typ VI)

Ein Defekt der Arylsulfatase B (N-Acetylgalactosamin-4-sulfatase, ASB), die am
Abbau von Dermatansulfat beteiligt ist, verursacht den Morbus Maroteaux-Lamy
(MPS VI). Das Krankheitsbild ist dem des Morbus Hurler (MPS |, s. Tab. 5)
ahnlich, wobei die Intelligenz der Patienten nicht beeintréachtigt und nur die
Ausscheidung von Dermatansulfat, nicht jedoch von Heparansulfat, erhéht ist
[Neufeld et Muenzer, 2001].

Einige Patienten mit MPS VI haben eine hamatopoetische Stammzell-
transplantation erhalten [Krivit et al., 1984; Valayannopopoulos et al., 2010].
Seit wenigen Jahren ist eine intravendse Enzymersatztherapie mit Galsulfase
(Naglazyme®) erhaltlich [El Dib et Pastores, 2009; Valayannopopoulos et al.,
2010]. In-vitro Versuche zur genetischen Korrektur des Enzymdefekts mittels
retroviral eingebrachter cDNA in verschiedene Zellen waren erfolgreich,

mussen jedoch noch weiter erforscht werden [Fillat et al., 1996].

1.3.3 Multipler Sulfatase-Mangel

Der multiple Sulfatase-Mangel (MSD), auch unter den Namen Mucosulfatidose
oder Austin-Krankheit bekannt, ist eine seltene lysosomale Speicherkrankheit
mit einer Pravalenz von ca. 1 pro 1,4 Millionen Geburten. Die Ursache ist ein
Defekt des C,-Formylglycin (FGly)-generierenden Enzyms (FGE), das in den
Sulfatasen posttranslational einen Cystein-Rest zu FGly umwandelt und durch

das Sulfatase-verdndernde-Faktor-1-Gen (sulfatase modifying factor 1 gene,
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SUMF1) codiert wird. Dadurch kommt es zu einer verminderten Aktivitat und
Stabilitat aller bekannten Sulfatasen [Dierks et al., 2003; Landgrebe et al., 2003;
Schmidt et al., 1995; von Figura et al., 1998]. Das klinische Erscheinungsbild
des MSD ist sehr variabel und beinhaltet Merkmale der metachromatischen
Leukodystrophie, der Mucopolysaccharidosen sowie der X-chromosomalen
Ichthyose und der Chondrodysplasia punctata. Es wurden bisher eine
neonatale, eine frih-infantile (,Saudi-Variante“), eine infantile und eine juvenile
Form des multiplen Sulfatase Mangels beschrieben.

Die infantile Form des MSD, die klinische Zeichen der spatinfantilen Form der
metachromatischen Leukodystrophie und einer milden Mucopolysaccharidose
zeigt, ist die klassische Variante. Die Entwicklung des Sauglings kann zunachst
unaufféllig verlaufen, und meist lernen die Kinder, ohne Hilfe zu stehen und
wenige Worte zu sprechen. Wahrend des zweiten Lebensjahres verlernen sie
bereits erworbene Fahigkeiten. Es entwickeln sich Absencen, Spastik, Blindheit,
Horverlust, Schluckprobleme, Krampfe und Demenz. Eine Ichthyose tritt meist
ab dem zweiten oder dritten Lebensjahr auf. Anzeichen einer
Mucopolysaccharidose wie gréber werdende Gesichtszlige, steife Gelenke,
Wachstumsverzdgerung und Skelettabnormalitadten oder Hepatosplenomegalie
kébnnen in unterschiedlichen Stadien eines MSD vorkommen. Ein
Hydrocephalus, optische Atrophie, retinale Degeneration und ein kirschroter
Makulafleck wurden schon beobachtet, eine Korneatriibung ist hingegen selten.
Die Patienten sterben meist zwischen dem 10. und 18. Lebensjahr [von Figura
et al., 2001].

Die Saudi-Variante (frih-infantile Form) des MSD, die wahrend des 1.
Lebensjahres auftritt, beinhaltet Kleinwuchs, schwere Dysostosis multiplex,
faciale Dysmorphien, craniale Synostosen und eine Kompression des
cervicalen Rickenmarks. Ein Hydrocephalus tritt bei der Saudi-Variante selten
auf [Al-Moutaery et al., 1994], und in der Regel kommt es zu keiner oder nur
gering ausgepragter Demenz. Ichthyose, Schwerhérigkeit und retinale
Degeneration wurden bei ihr nicht beobachtet [von Figura et al., 2001].

Bisher gibt es wenige Berichte einer neonatalen Form des MSD mit schweren

Mucopolysaccharidose-ahnlichen Symptomen bereits bei der Geburt, die
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innerhalb des 1. Lebensjahres zum Tod der Sauglinge flhrt, und einen Bericht
eines Patienten mit juvenilem MSD [von Figura et al., 2001].

Das Magnetresonanzcomputertomogramm (MRT) bei Patienten mit MSD kann
das Bild einer metachromatischen Leukodystrophie und einer Erweiterung der
Ventrikel zeigen. Zusatzlich sind eine frontotemporale und olivo-
pontocerebellare Atrophie und arachnoidale retrocerebelldre Zysten mdglich
[Blanco-Aguirre et al., 2001; Zafeiriou et al., 2008].

Eine Therapie des multiplen Sulfatase-Mangels ist bisher nicht bekannt.

1.34 Diagnostik der Sphingolipidosen

Lysosomale Speicherkrankheiten kdnnen grundséatzlich auf drei Arten
diagnostiziert werden: klinisch, biochemisch und molekular, wobei hier vor allem
die biochemische Diagnostik naher erlautert werden soll. Die klinische
Diagnostik ist zwar wichtig bei Verdacht auf eine lysosomale Speicherkrankheit,
soll hier jedoch nicht besprochen werden. Klinische Charakteristika der durch
einen Sulfatase-Mangel bedingten Speicherkrankheiten werden in den Kapiteln
1.3 (Lysosomale Speicherkrankheiten), 1.3.1 (Metachromatische
Leukodystrophie), 1.3.2 (Mucopolysaccharidosen) und 1.3.3 (Multipler

Sulfatase-Mangel) beschrieben.

Biochemische Diagnostik

Liegt der klinische Verdacht auf eine lysosomale Speicherkrankheit vor, muss
dieser mit Hilfe biochemischer Nachweisverfahren bestatigt werden. Dies ist auf

drei Arten méglich:

1. Biochemische Analyse gespeicherter Substanzen
2. Messung der Enzymaktivitaten
3. Untersuchung des Metabolismus verschiedener Substrate
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Biochemische Analyse gespeicherter Substanzen

Dieses Nachweisverfahren wurde friher oft benutzt, wobei dafiir vor allem die
Gewebe oder Korperflissigkeiten geeignet sind, die besonders viel Material
anreichern.

Die héchste Konzentration an Sulfatiden befindet sich im zentralen und
peripheren Nervensystem (als Bestandteil des Myelins) sowie in den Nieren
[Kikkawa et al., 1991; von Figura et al., 2001]. Ausserdem kénnen Sulfatide in
anderen Geweben, besonders in solchen mit sekretorischen Eigenschaften wie
z.B. in respiratorischem Epithel [Krivan et al., 1989], Magenmucosa [Natomi et
al., 1990] oder im Endometrium [Takamatsu, 1992] sowie in Kérperflissigkeiten
wie Serum [Zhu et al., 1991], Urin [Molzer et al., 1992] oder Liquor [Kaye et al.,
1992] nachgewiesen und auf diese Weise der Verdacht einer
metachromatischen Leukodystrophie bestatigt werden.

Der Nachweis einer erhdhten Glykosaminoglykan- (Mucopolysaccharid-, GAG-)
Ausscheidung im Urin war die erste Methode, die zur Diagnostik der
Mucopolysaccharidosen vorhanden war. Dabei ist zu beachten, dass auf diese
Weise zwar die einzelnen MPS voneinander unterschieden werden kdnnen,
diese Methode jedoch keine Differenzierung verschiedener Typen derselben
MPS erlaubt [Neufeld et Muenzer, 2001]. Ausserdem werden mit der Messung
der quantitativen GAG-Ausscheidung diejenigen Patienten, die zwar keine
erhdhte Ausscheidung, jedoch ein pathologisches Verteilungsmuster der
Glykosaminoglykane aufweisen, nicht erfasst [Piraud et al., 1993].

Meikle et al. [1997; 2006] haben Screening-Tests auf lysosomale
Speicherkrankheiten entwickelt, die auf dem Nachweis verschiedener
lysosomaler Proteine, unter anderem von LAMP-1, einem in der Membran von
Lysosomen vorkommenden Protein, basieren. Diese Tests kénnen mit der

Probe auf der Guthrie-Karte Neugeborener durchgefiihrt werden.

Messung der Enzymaktivitéten
Die Aktivitatsbestimmung bestimmter Enzyme durch Messung von artifiziellem
oder radioaktiv-markiertem Substratumsatz ist zur Zeit die gangigste Methode

zum Nachweis einer lysosomalen Speicherkrankheit und ist immer bei Verdacht
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auf eine LSD indiziert. Am haufigsten werden daflir kultivierte Fibroblasten,
Leukozyten oder Serum verwendet, wobei auch andere Gewebe und
Korperflissigkeiten benutzt werden kénnen [Beratis et al., 1973; Dubois et al.,
1980; Neufeld et Muenzer, 2001; Porter et al., 1969].

Als diagnostischer Marker zum Nachweis einer metachromatischen
Leukodystrophie dient der Defekt der Arylsulfatase A, deren Aktivitat in
Leukozyten und kultivierten Fibroblasten anhand der kinstlichen Substrate p-
Nitrocatecholsulfat oder 4-Methylumbelliferonsulfat gemessen wird. Erganzend
werden zur Diagnose eines Saposin B-Defekts Untersuchungen des Abbaus
von radioaktiv-markiertem Sulfatid durch Zellen des Patienten (s. Kap.
,2Jntersuchung des Metabolismus verschiedener Substrate®) und der Nachweis
erhdhter Sulfatid-Ausscheidung im Urin (s. Kap. ,Biochemische Analyse
gespeicherter Substanzen®) eingesetzt. Als Material zur Pranataldiagnose
eignen sich kultivierte Zellen der Amnionflissigkeit oder Chorionzotten. Obwohl
ASA im Urin vorhanden ist, ist die Enzym-Aktivitat im Urin weniger zuverlassig
zur Diagnose, da die im Urin vorhandene Enzymmenge sehr variabel ist
[Hultberg, 1979; Thomas et Howell, 1972; von Figura et al., 2001].

Fir den Nachweis einer Mucopolysaccharidose stehen verschiedene
Enzymuntersuchungen zur Verfigung. Defekte von Glycosidasen kénnen mit
Hilfe chromogener (p-Nitrophenyl) oder fluoreszierender (4-Methylumbelliferon)
Substrate, Defekte von Sulfatasen oder der N-Acetyltransferase anhand des
Umsatzes fluoreszierender oder radioaktiv-markierter Substrate diagnostiziert
werden. Fir die Pranataldiagnose einer MPS werden kultivierte Zellen von
Amnionflissigkeit oder einer Chorionzottenbiopsie benutzt, zusatzlich wird bei
grenzwertigen Ergebnissen eine Bestatigung der Diagnose durch kultivierte
Zellen empfohlen [Neufeld et Muenzer, 2001].

Die Diagnose des multiplen Sulfatase-Mangels wird durch Messung der
Enzymaktivitidten in Leukozyten, Plasma und kultivierten Fibroblasten von
Patienten gesichert, bei der in der Regel die Arylsulfatasen A, B und C sowie
die Heparan N-sulfatase (Sulfamidase) und die lduronat-2-sulfatase erniedrigt
sind. Je niedriger die Enzymaktivitadten in kultivierten Fibroblasten sind, desto

schwerwiegender ist in der Regel der klinische Phanotyp, d.h. die Erkrankung
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eines Patienten. Die Pranataldiagnose eines MSD ist mittels Amniozentese
durch Messung reduzierter Enzymaktivitdten in kultivierten Amnionzellen
maoglich, wobei dies die Erkennung der Krankheit erst im spaten 2. Trimenon
erlaubt [Hopwood et Ballabio, 2001]. Patrick et al. [1988] konnten die Diagnose
eines MSD im 1. Trimenon der Schwangerschaft durch Nachweis reduzierter
Arylsulfatasen- und Sulfamidase-Aktivitaten in Chorionzotten, die durch Analyse
von Zellkulturen fetaler Fibroblasten und Chorionzotten bestatigt wurden,
stellen.

Probleme bei der Diagnostik einer lysosomalen Speicherkrankheit ergeben sich
daraus, dass die verwendeten Substrate nicht nur durch ein spezifisches
Enzym, sondern auch durch andere Enzyme abgebaut werden und dass diese
Enzyme teilweise kompensatorisch erhdht sind. So werden die fir die
Diagnostik der MLD verwendeten kinstlichen Substrate pNCS und 4MUS nicht
nur durch ASA, sondern auch durch andere Sulfatasen, vor allem durch die
Arylsulfatase B, abgebaut. Deshalb ist es notwendig, den Substratumsatz durch
andere Enzyme zu inhibieren oder die Enzyme vor der Messung zu trennen,
woflr folgende Verfahren entwickelt wurden [Baum et al., 1950; Chang et al.,
1984; Christomanou et Sandhoff, 1977; Humbel, 1976; Lee-Vaupel et
Conzelmann, 1987; Li et al., 1992]:

1. Inhibition anderer Enzyme:
o Hemmung der ASB durch hohe NaCl-Konzentrationen
o Hemmung der ASA durch Zugabe von Ag": Messung des
Substratumsatzes mit und ohne Zugabe von Ag*-lonen und
Berechnung der ASA-Aktivitadt anhand der Differenz

o Inhibition der ASB durch niedrige Temperaturen

2. Trennung der Enzyme:
o lonenaustausch-Chromatographie
J Elektrophorese

o Isoelektrische Auftrennung
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Untersuchung des Metabolismus verschiedener Substrate

Da die kiinstlichen Substrate, die zur Messung der Enzymaktivitaten verwendet
werden, wasserldslich sind und deswegen kein Aktivator-Protein flir den Abbau
nétig ist, kdnnen mit diesen Untersuchungen diejenigen Speicherkrankheiten,
die durch einen Aktivator-Protein-Defekt verursacht werden, nicht diagnostiziert
werden. Deshalb wird bei Verdacht auf eine LSD und unauffalligen
Enzymaktivitidten der Umsatz des natirlichen und zuvor radioaktiv-markierten
Substrats in kultivierten Zellen untersucht, fiir dessen Abbau ein Aktivator-
Protein bendtigt wird [von Figura et al., 2001].

Menschen mit einer Pseudodesuffizienz der Arylsulfatase A zeigen zwar eine
verminderte Aktivitdt der ASA, sind jedoch gesund. Um eine MLD von einer
ASA-Pseudodesuffizienz zu unterscheiden, wird der Sulfatid-Belastungs-Test
durchgeflhrt: Sulfatide werden kultivierten Zellen zugegeben, von diesen
aufgenommen und die Sulfatid-Zunahme und —Verstoffwechselung in den
Zellen untersucht. Eine verminderte Enzymaktivitdt mit reguldrem Sulfatid-
Abbau spricht fir eine ASA-Pseudodesuffizienz, bei einer MLD kann das
Sulfatid nicht abgebaut werden und akkumuliert. Eine Unterscheidung zwischen
compound-heterozygoten Tragern eines Pseudodesuffizienz- und eines MLD-
Allels und Tragern der adulten Form der MLD ist jedoch auch mit diesem Test
nicht sicher moéglich [Bach et al., 1987; Hreidarsson et al., 1983; Leinekugel et
al., 1992].

Molekulare Nachweisverfahren und genetische Diagnostik

Es sind viele Gen-Mutationen bekannt, die eine lysosomale Speicherkrankheit
verursachen. Deshalb muss bei einer unbekannten Mutation meist das ganze
Gen sequenziert werden, was sehr zeit- und arbeitsintensiv ist. Genetische
Untersuchungen werden deshalb nicht routineméssig durchgefihrt. Ist die
Krankheit-verursachende Mutation bei einem Patienten bekannt, kann mit Hilfe
molekularer Techniken (DNA-Amplifikation, Oligonukleotid-Hybridisierung,
Restriktionsanalyse) der Trager-Status anderer Familienmitglieder bestimmt
werden [Neufeld et Muenzer, 2001; Polten et al., 1991; von Figura et al., 2001].
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Durch die Bestimmung der Enzymaktivitdt allein ist es nicht mdéglich,
heterozygote Trager fir ein defektes Enzym zu identifizieren. Bei der MLD ist es
zudem sehr schwierig, auf diese Weise heterozygote Trager eines MLD-Allels
von Tragern eines Pseudodesuffizienz-Allels zu unterscheiden, da der Sulfatid-
Belastungs-Test und die Sulfatid-Ausscheidung bei beiden Gruppen innerhalb
der Norm sind. Deshalb ist der direkte Nachweis eines Polymorphismus des
Pseudodesuffizienz-Allels die einzige Mdglichkeit, Trager eines MLD-Allels und
Trager eines Pseudodesuffizienz-Allels auseinanderzuhalten, wobei zu
beachten ist, dass ein MLD-Allel, das zusétzlich den Pseudodesuffizienz-
Polymorphismus tragt, durch die Ublichen genetischen Untersuchungen nicht
von einem Pseudodesuffizienz-Allel unterschieden werden kann. Es ist also
mdglich, dass eine Person, bei der auf diese Weise ein Pseudodesuffizienz-
Allel erkannt wurde, in Wirklichkeit Trager eines MLD-Allels ist [von Figura et
al., 2001].

1.4 Aufgabenstellung
1.4.1 Photometrische Messungen des Substratumsatzes

Die Bestimmung der ASA-Aktivitdt durch Messung des Umsatzes des
kinstlichen Substrats pNCS mit Hilfe der Photometrie ist ein Standardverfahren
bei der Diagnostik der MLD. In der vorliegenden Arbeit wurde der Umsatz von
PNCS durch rhASA und Leukozytenextrakte, die mittels Dextransedimentation
gewonnen wurden, unter verschiedenen Inkubationsbedingungen miteinander
verglichen. Dazu wurde eine Eichkurve fir das Reaktionsprodukt p-
Nitrocatechol erstellt, die als Grundlage fur die Berechnung der Enzymaktivitat
diente. Ausserdem wurde die Versuchsanordnung im Hinblick auf die
Untersuchungen mit der Isotachophorese adaptiert und untersucht, ob pNCS
auch unter den Inkubationsbedingungen der Versuche an der ITP durch rhASA
und Leukozytenextrakte umgesetzt wird.
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1.4.2 Verfolgung des Umsatzes von 3-Sulfo-Galactocerebrosid zu
Galactocerebrosid mittels Diinnschichtchromatographie

Es gibt kein photometrisches Verfahren, das den Abbau des natirlichen
Substrats der ASA, 3-Sulfo-Galactocerebrosid (Sulfatid), durch rhASA messen
kann. Deshalb wurden zuerst Sulfatid und Galactocerebrosid ohne vorherige
Inkubation auf eine HPTLC-Platte aufgetragen, um beide Substanzen einer
Bande zuordnen zu kdénnen, und danach der Sulfatid-Umsatz unter
verschiedenen Umgebungsbedingungen untersucht.

143 Untersuchungen mit der Isotachophorese

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, den Umsatz verschiedener
Substanzen durch rhASA sowie Sulfatasen aus Leukozytenextrakten mit Hilfe
der analytischen Isotachophorese zu untersuchen und miteinander zu
vergleichen. Dabei sollte die Anwendung der Isotachophorese flr Versuche mit
der rhASA etabliert und durch Verwendung von Substanzen, die Substrate
verschiedener Sulfatasen darstellen, die Eignung der Isotachophorese als
Methode zur Diagnose lysosomaler Speicherkrankheiten, die durch einen
Sulfatase-Defekt verursacht werden, geprtft werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Substanzen

Aqgua bidest Ampuwa
Ascorbylsulfat Sigma
Ascorbat, L-Ascorbinsaure (Vitamin C) Merck
Ascorbylphosphat Sigma
B-Alanin Sigma
Bovine Serum Albumin (BSA, Rinderserumalbumin) Sigma-Aldrich
Capronséaure Sigma
Chloroform (CHCIs, Trichlormethan) Roth
Dextran T 250 Roth
D-PBS?* (mit CaCl,, MgCl,)

Dulbeccos phosphatgepufferte Kochsalzlsg Gibco
Essigsaure (CH3COOH, Eisessig) Merck
Farbemittel fir Dinnschichtchromatographie

(s. Kap. 2.1.2.3) Merck
Fetales Kalberserum (FCS) Biochrom, Berlin
Folin konz. Merck
Galactocerebrosid Sigma
Galactose-6-sulfat Sigma
Hamoglobin (Hb) Sigma
HCI Merck
Heparin-Natriumsalz Roth
K-Na-Tartrat Merck
Kupfersulfat-5-hydrat (CuSQO4-5 H,0) Merck
Lysepuffer (s. Kap. 2.1.2.1) Universitatsapotheke

Tubingen
Methanol (CH3OH) Merck
Methyl-Cellulose Sigma
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MgCl; (wasserfrei)
Na-acetat (wasserfrei)
Na-Carbonat (Na>CO3)
NaCl (Kochsalz)
NaCl-Lésung 0,9%
Natriumpyrophosphat (NasP>O7-10 H>0)
Natronlauge (NaOH)
p-Nitrocatechol
p-Nitrocatecholsulfat (pNCS)
Rekombinante humane Arylsulfatase A
(rhASA, 148 U/ml)
Serumalbumin
3-Sulfo-Galactocerebrosid (Sulfatid)
Taurocholat = Na-Taurocholat
-unrein (,technisch®)

-rein

2.1.2 Lésungen, Puffer und Medien

2.1.21 Losungen zur Zellextraktherstellung

Dextransedimentation-Léosung

2,5 g Dextran 250000 Dalton
0,35 g NaCl

25 mg Heparin-Natriumsalz
50 ml Aqua bidest

Lysepuffer

8,29 g Ammoniumchlorid z. A.

1,00 g Kaliumhydrogencarbonat z. A.
37 mg Na,-EDTA-2H.0 z. A.

1000 ml Aqua bidest
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2.1.2.2 Photometrie

Na-acetatpuffer 0,5 mol/Il

1 Teil 0,5 mol/l Essigsaure
3 Teile 0,5 mol/l Na-acetat
Titration bis pH 5,0

Verdinnungslésung zur Bestimmung des quantitativen Umsatzes von
pPNCS

1 Teil Aqua bidest
4 Teile Na-acetatpuffer 0,5 mol/l

Substratiosung mit p-NCS 0,01 mol/l, 0,5 mmol/l Natriumpyrophosphat
und 10% NaCl gel6st in Na-acetatpuffer 0,5 mol/l

311 mg p-Nitrocatecholsulfat

22,3 mg Natriumpyrophosphat

10 g Kochsalz

80 ml Na-acetatpuffer 0,5 mol/I

Titration bis pH 5,0

Na-acetatpuffer 0,5 mol/l, pH 5,0 auf 100 ml auffillen

Produktlésung mit p-Nitrocatechol 0,01 mol/l, Natrium-pyrophosphat 0,5
mmol/l und 10% NaCl gelost in Na-acetatpuffer 0,5 mol/l

155 mg p-Nitrocatechol

22,3 mg Natriumpyrophosphat

10 g Kochsalz

80 ml Na-acetatpuffer 0,5 mol/l

Titration bis pH 5,0

Na-acetatpuffer 0,5 mol/l, pH 5,0 auf 100 ml auffillen

Enzymextrakt

0,2 ml Leukozytenextrakt (19,46x10° Leukozyten)
0,3 ml Aqua bidest

50



Material und Methoden

Humane Serumalbumin-Lésung 0,2%

2 mg Serumalbumin

1,0 ml Aqua bidest
Serumalbumin-Lésung 0,1%

1 Teil Serumalbumin (2 mg/ml Aqua bidest)
1 Teil D-PBS*

Heparinplasma 1:1 verdiinnt

1 Teil Heparinplasma
1 Teil D-PBS?*

2.1.2.2.1 Proteinbestimmung

Lésung A

2 g Na-Carbonat

20 mg K-Na-Tartrat

100 ml 0,1 mol/l NaOH
Lésung B

750 mg Kupfersulfat-5-hydrat
100 ml Aqua bidest

Lésung C

10 ml Lésung A
0,2 ml Lésung B
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BSA-Losungen

Tabelle 6: Herstellung der BSA-Ldsungen zur Proteinbestimmung

Endkonzentration Zugabe von
Lésung (ug BSA /20 pl Aqua bidest) | Zugabe von BSA | Aqua bidest
Lésung a 50 2,5mg 1ml
Lésung b 40 4 mg 2ml
Lésung ¢ 20 0,75 ml Lésung b 0,75 ml
Lésung d 10 0,5 ml Lésung ¢ 0,5 ml
Hb-Lésungen
Tabelle 7: Herstellung der Hb-Lésungen zur Proteinbestimmung
Endkonzentration Zugabe von
Lésung (g Hb / 20 pl Aqua bidest Zugabe von Hb Aqua bidest
Lésung 1 50 2,5mg 1 ml
Lésung 2 40 4 mg 2ml
Lésung 3 20 0,75 ml Lésung 2 0,75 ml
Lésung 4 10 0,5 ml Lésung 3 0,5 ml

2.1.2.3 Dinnschichtchromatographie

Laufmittel 1

0,5 ml Aqua bidest
3 ml Methanol
7 ml Chloroform

Laufmittel 2

4,7 ml Chloroform
0,2 ml Eisessig
0,1 ml Methanol
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Mischsystem

50 ul Methanol
2,5 ml Laufmittel 1
2,5 ml Laufmittel 2

Farbemittel

0,6 ml 4-Methoxybenzaldehyd

98 ml Eisessig

2 ml konz. H,SO,4
Verdiinnungsléosung

2 Teile Chloroform

1 Teil Methanol

Stammliésung (1,2 mmol/l Sulfatid bzw. 10 mmol/l Galactocerebrosid)
1 mg Sulfatid oder Galactocerebrosid
1 ml Verdinnungslésung
Na-acetatpuffer 25 mmol/I

162,5 mg Na-acetat
100 ml Aqua bidest
Titration mit Essigséaure bis pH 5,0

Taurocholat 0,3% gelodst in Na-acetatpuffer 25 mmol/l mit MgCl, 5 mmol/l

300 mg Taurocholat

47,5 mg MgCl,

100 ml Na-acetatpuffer 25 mmol/I|
350 pmol/I Sulfatid

1,45 mg Sulfatid
5 ml (Taurocholat 0,3% gel6st in Na-acetatpuffer 25 mmol/I mit MgCl. 5 mmol/l)
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2.1.24 Isotachophorese

Leitelektrolyt 10 mmol/l HCI

10 ml 1 mol/I HCI

990 ml Aqua bidest

B-Alanin bis pH zwischen 3,3-3.,4 in fester Form zugeben
1 g (0,1%) Methyl-Cellulose

Endelektrolyt 10 mmol/l Capronséaure

1,16 g Capronséaure

1 |1 Aqua bidest

Na-acetat-Stocklésung 500 mmol/I

4,1 g Na-acetat
100 ml H20
Titration mit Essigséure bis pH 5

Puffer pH 5 mit Na-acetat 10 mmol/l und NaCl 8 mmol/l

1 ml Na-acetat-Stocklésung 500 mmol/I
49 ml Aqua bidest
250 pl 0,1%ige NaCl-Lésung

MgCl, 500 mmol/l

475 mg MgCl,
10 ml Aqua bidest

Puffer pH 5 mit Na-acetat 10 mmol/l, NaCl 8 mmol/l, MgCl. 5 mmol/l

990 pl (Puffer pH 5 mit Na-acetat 10 mmol/l und NaCl 8 mmol/l)
10 pl MgCl> 500 mmol/l

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Eppendorfcups 1,5 und 2 ml Eppendorf
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Faltenfilter (Durchmesser 24 cm)

HPTLC-Platte 10x10 und 10x20 cm (mit Kieselgel)
Luer-Spritzen 1ml

Luer-Spritzen 20 ml

Milipore-Réhrchen

Kanulen 0,3x13 mm

Pipette 0,5-10 pl, 10-100 pl, 0,1-1 ml, 0,2-1 ml
Pipettenspitzen 10 pl, 100 ul, 1 ml
pH-Indikatorstédbchen nicht blutend, Acilit, pH 0-6
Parafilm

Schraubdeckelréhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt Cuvetten 10x4x45 mm

Sterile Einmalspritzen 10, 20 und 50 ml

2.1.4 Gerate

Absaugpumpe 4151

Abzug

ADVIA 120

Eppendorfzentrifuge Centrifuge 5415 C
Hettich-Zentrifuge

ltachrom EA 101 (ITP)

Magnetrihrer MR 2002
Spektralphotometer

pH-Meter (Microprocessor pH-Meter)
Moltronic Spiramix

Ultraschallgerat Sonifier B-12 Cell Disrupter
Vortex VF2

Wasserbad
Waage MC1 Analytic AC 210S
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Ederol

Merck
Plastipak
Braun

Milipore

BD Microlance
(Becton Dickinson)
Eppendorf
Eppendorf
Merck

Serva

Greiner
Sarstedt

Braun

Eppendorf
Waldner
Siemens
Eppendorf
Hettich

Merck

Heidolph
Beckman
WTW-Weilheim
Dr. Molter GmbH
Branson Sonic Power
Janke + Klunke
IKA Labortechnik
Memmert

Sartorius
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellzahlbestimmung mit dem ADVIA 120

Der Siemens ADVIA 120 ist ein Blutanalysegerat, das in der hamatologischen
Routinediagnostik eingesetzt wird. Aus einer EDTA-Vollblutprobe werden ca.
155 ul Blut aufgenommen. In den vier Kanélen des Gerates (Erythrozyten-/
Thrombozytenkanal, Hadmoglobinkanal, Peroxidasekanal und Basophilenkanal)
werden die Blutzellen anschliessend zuerst vorbereitet und danach nach dem
Prinzip der Durchflusszytometrie (d.h. jede Zelle wird einzeln untersucht und
bewertet) auf die verschiedenen Parameter untersucht.

Far die vorliegende Arbeit war besonders die Gesamt-Leukozytenzahl, die
mittels Peroxidase- und Basophilenkanal bestimmt wird, von Bedeutung. Daher

wird im Folgenden naher auf diese Messsysteme eingegangen.

Peroxidasekanal

In diesem Kanal (s. Abb. 7) werden die Leukozyten anhand ihrer
unterschiedlichen Aktivitat an intrazellularer Peroxidase und ihrer Grosse bzw.
Granularitat differenziert.

Nach Aufnahme der Zellen in die Reaktionskammer werden zuerst die
Erythrozyten durch das ADVIA 120 Perox 1 Reagens und die hohe Temperatur
in der Reaktionskammer lysiert. Anschliessend werden die Leukozyten durch
ADVIA 120 Perox 1 Reagens fixiert und mit ADVIA 120 Perox 2 und ADVIA 120

Perox 3 Reagens gefarbt.

Das ADVIA 120 Perox 2 Reagens enthalt 4-Chlor-1-naphthol, welches mit dem
Wasserstoffperoxid im ADVIA 120 Perox 3 Reagens ein dunkles Préazipitat
bildet. An den Stellen der Leukozytengranula, die eine Peroxidaseaktivitat
aufweisen, findet folgende Reaktion statt:
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H>O, + 4-Chlor-1-naphthol + zelluldre Peroxidase — dunkles Prazipitat in den
Zellen

Die Klassifizierung der Leukozyten erfolgt anhand ihrer Grésse und der
unterschiedlichen  Intensitdt der  Farbung, die proportional  zur
Peroxidaseaktivitdt der Zellen verlauft. Neutrophile und eosinophile
Granulozyten sowie  Monozyten farben sich  entsprechend ihrer
Peroxidaseaktivitat an, wohingegen Lymphozyten, basophile Granulozyten und
grosse lymphatisch veranderte Zellen (LUC) keine Peroxidase enthalten und
sich deswegen nicht verfarben.

Da sowohl 4-Chlor-1-naphthol als auch H,O, im Uberschuss zugegeben
werden, ist die Menge des gebildeten Prazipitats von der Peroxidaseaktivitat in
den Zellen abhéngig.

Nach einer festgelegten Reaktionszeit wird ein Teil des Reaktionsgemisches

zur Messkivette weitergeleitet.

Messkdvette

Pro Probe werden hier mit Hilfe der Durchflusszytometrie ca. 10000 Leukozyten
untersucht. Anhand eines Streulichtsignals zur Bestimmung der Grdsse bzw.
Granularitat einer Zelle und eines Absorptionssignals zur Bestimmung der
Peroxidaseaktivitat erfolgt die Differenzierung der Zellen.

Die Zellen werden in einem X-Y-Diagramm angeordnet, wobei die steigende
Peroxidaseaktivitdt auf der X-Achse und die steigende Streulichtintensitat
(Grosse der Zelle) auf der Y-Achse aufgetragen sind.

Der ADVIA 120 fasst Punktwolken mittels Cluster-Analyse zusammen, was die

Differenzierung der Zellen in Kombination mit dem Basophilenkanal ermdglicht.
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Abbildung 7: ADVIA 120 Bild
einer Vollblutprobe;

Peroxidasekanal

1 = Rauschen (lysierte Erythrozyten, Thrombozyten); 2 = eosinophile Granulozyten (stark
peroxidasepositiv); 3 = Lymphozyten und basophile Granulozyten (klein, peroxidasenegativ);
4 = Monozyten (gross, schwach peroxidasepositiv); 5 = LUC (gross, peroxidasenegativ, u.a.

Blasten und Plasmazellen); 6 = neutrophile Granulozyten (peroxidasepositiv)

Basophilenkanal

In diesem Kanal (s. Abb. 8) werden die Leukozyten in mononukleére Blutzellen
(Monozyten und Lymphozyten), polymorphkernige Leukozyten (eosinophile und
neutrophile Granulozyten) und basophile Granulozyten differenziert.

Nach Aufnahme der Zellen in die Reaktionskammer werden zuerst die
Erythrozyten und Thrombozyten durch ADVIA 120 Baso-Reagens, das
Phthalsdure sowie ein Surfactant zur Lyse der Erythrozyten, Thrombozyten und
Leukozyten (mit Ausnahme der basophilen Granulozyten) enthalt, lysiert.
Danach wird durch das ADVIA 120 Baso-Reagens und die erhéhte Temperatur
in der Reaktionskammer von allen Leukozyten ausser den basophilen
Granulozyten das Zytoplasma entfernt. Ein Teil des Reaktionsgemisches,
bestehend aus Zellkernen der Leukozyten und intakten basophilen

Granulozyten, wird zur Messkuvette weitergeleitet.
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Messkdivette

Mit Hilfe der Doppelwinkel-Laserstreulicht-Messtechnologie werden hier die
Zellen nach der Morphologie ihrer Zellkerne, die eine unterschiedliche Streuung
des Lichts bewirkt, in mononukleare Zellen, polymorphkernige und basophile

Granulozyten separiert.

BASD

Abbildung 8: ADVIA 120 Bild
einer Vollblutprobe;

Basophilenkanal

1 = Blasten; 2 = Zellkerne von mononukle&ren Blutzellen (MNBC); 3 = Zellkerne von polymorph-

kernigen Blutzellen (PMBC); 4 = Basophile Granulozyten (ganze Zellen)

2.2.2 Isolierung von Leukozyten mittels Dextransedimentation

Von gesunden Probanden wurde eine gréssere Menge vendses Blut mit EDTA-
enthaltenden Monovetten abgenommen und ein Differentialblutbild am ADVIA
120 angefertigt. Anschliessend wurde zu je 5 ml EDTA-Vollblut 1 ml
Dextransedimentationlésung dazugegeben, gut gemischt und eine Stunde zur
Sedimentation der Erythrozyten stehengelassen.

Der Uberstand wurde vorsichtig in ein frisches Spitzréhrchen abpipettiert und 10
Minuten bei 1359 g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde restlos
abgekippt und auf einem Papierhandtuch ausgeklopft. Auf die verbleibenden
Zellpellets wurden 1-2 ml 0,9%ige NaCl-Lésung aufpipettiert und mit der Pipette
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ohne Schaumbildung die Pellets resuspendiert. Anschliessend wurden alle
Zellsuspensionen wieder vereinigt und am ADVIA 120 die Zellzahl bestimmt.

FUr die photometrischen Enzym-Messungen wurde die Zellsuspension danach
in Portionen von je 5-10x10° Leukozyten aufgeteilt und bei 1359 g 10 Minuten
zentrifugiert. Auf die verbleibenden Zellpellets wurden 0,2 ml Aqua bidest
gegeben und die Proben anschliessend bei -20°C eingefroren.

FUr die Versuche an der Isotachophorese wurde die Zellsuspension nach der
Messung am ADVIA 120 ohne Portionierung 10 Minuten bei 1359 g zentrifugiert
und anschliessend das Zellpellet ohne Zugabe von Aqua bidest bei -20°C

eingefroren.

223 Granulozyten-Isolierung

300 ml eines Granulozyten-Konzentrates aus der Transfusionsmedizin in Ulm
wurden in sechs Portionen von je 50 ml verteilt und 10 Minuten bei 400 g
zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abgesaugt. Anschliessend
wurden die Granulozyten einer Portion in 25 ml Lysepuffer resuspendiert und
danach zur nachsten Granulozyten-Portion dazugegeben, die nach Zusatz von
5 ml Lysepuffer ebenfalls resuspendiert wurden. Ebenso wurde mit je 2 der
verbliebenen 4 Portionen verfahren, so dass am Schluss insgesamt 3 Portionen
verblieben, die 15 Minuten im Kihlraum bei 4°C auf dem Moltronic Spiromix
aufbewahrt wurden.

Anschliessend wurden die Proben 10 Minuten bei 400 g und 4°C zentrifugiert
und danach der Uberstand (= Lysepuffer) abgesaugt.

Zu zwei Pellets wurden je 30 ml bei 4°C gekihlte D-PBS?*" zugegeben und
resuspendiert, zum 3. Pellet wurden 20 ml gekiihlte D-PBS?** zugegeben,
resuspendiert und dieses anschliessend auf die ersten beiden Pellets verteilt,
so dass danach 2 Portionen verblieben, die 10 Minuten bei 400 g und 4°C
zentrifugiert wurden. Danach wurde die D-PBS?* abgesaugt und nochmals je 40
ml D-PBS?* zu jeder Portion gegeben und die Zellpellets resuspendiert. Von
beiden Proben wurde dann am ADVIA 120 die Zellzahl bestimmt. Schliesslich
wurden beide Portionen nochmals 10 Minuten bei 400 g und 4°C zentrifugiert,
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der Uberstand (= D-PBS?*" und lysierte Erythrozyten) abgesaugt und die
verbliebenen Zellpellets, bestehend aus >98% Granulozyten, bei -20°C

eingefroren.

224 Photometrische Messungen
2241 Prinzip der Photometrie (s. Abb. 9)

Ein Teil des durch eine Kiivette durchtretenden Lichts wird vom geldsten Stoff
geschwacht, wobei die Absorption von der Wellenlange des Lichts, der
Konzentration der Probe und der Schichtdicke der Kiivette abhangig ist.

Ein Photometer misst die Lichtabsorption von Molekllen im sichtbaren oder
ultravioletten Spektralbereich nach dem Lambert-Beer-Gesetz:

E=logllp=¢-c-d lo: Anfangsintensitat des Lichts
I: Lichtintensitat nach Absorption
E: Extinktion
€: molarer Extinktionskoeffizient
c: Konzentration des geldsten Stoffes
d: durchstrahlte Schichtdicke

. ||
i T: e ——— ||:| R o — | Ten
k| ik
|ichtquelle Blende Monochromator  Messkiivette mit Photo- ‘-.ferstérlc_er
(Filter) Reaktionsldsung empfinger  und Anzeige

Abbildung 9: Aufbau eines Photometers (aus: Dérner, 2003)
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2.24.2 Photometrische Bestimmung der rhASA-Aktivitat

Ansetzen der Probe:
200 pl Substratlésung (s. Kap. 2.1.2.2)
+ 10 ul rhASA verschiedener Konzentrationen

+ 50 pl Aqua bidest, Enzymextrakt, humane Serumalbumin-Lésung 0,2%,
Serumalbumin-Lésung 0,1% oder Heparinplasma 1:1 verdinnt

Ansetzen des Leerwertes:

200 pl Substratlésung

+ 10 yl Aqua bidest

+ 50 pl Aqua bidest, Enzymextrakt, humane Serumalbumin-Lésung 0,2%,
Serumalbumin-Lésung 0,1% oder Heparinplasma 1:1 verdinnt

+ 250 pl Natronlauge 0,5 mol/l

Sowohl die Proben als auch der Leerwert wurden gut vermischt und eine
vorgegebene Zeit im Kihlschrank bei 4°C oder im Wasserbad bei 37°C
inkubiert. Anschliessend wurden die Proben in Trockeneis getaucht und bis zur
Messung bei -20°C gelagert, wobei die Reaktion gestoppt wurde.

Vor der photometrischen Bestimmung wurden die Proben aufgetaut, und es
wurden jeder Probe 250 ul Natronlauge 0,5 mol/l zugegeben, um das
Reaktionsprodukt vom Hydrochinon in das Chinon zu Uberfihren. Danach
wurde am Photometer die Extinktion bei 514 nm gegen Wasser gemessen.
Ergebnis: Extinktion Probenansatz — Extinktion Leerwert

2.24.3 Photometrische Bestimmung der Aktivitat von ASA-
Zellextrakten

Die mittels Dextransedimentation isolierten Leukozyten (s. Kap. 2.2.2) wurden
aufgetaut, und es wurden 1,8 ml Aqua bidest zu einem Zellpellet (Zellzahl:
19,46x10° Leukozyten) dazugegeben, die Probe mit einer Pipette gut
homogenisiert und danach 3 Minuten bei 500 g zentrifugiert. Der Uberstand

wurde fiir die Versuche verwendet.
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Ansetzen der Probe:
50 ul Uberstand
+ 200 pl Substratlésung

Ansetzen des Leerwertes:
50 ul Uberstand

+ 200 pl Substratlésung

+ 250 pl NaOH 0,5 mol/l

Proben und Leerwert wurden wahrend einer oder drei Stunden bei 37°C oder
48 Stunden bei 4°C inkubiert und danach bei -20°C eingefroren. Vor der
photometrischen Bestimmung wurden die Proben aufgetaut, je 250 pl
Natronlauge 0,5 mol/l zugeflgt und schliesslich die Extinktion bei 514 nm gegen
Wasser gemessen.

Ergebnis: Extinktion Probenansatz — Extinktion Leerwert

2.24.4 Adaptation an die Isotachophorese

FOr die ITP-Messungen war es nétig, die Molaritat der Pufferlésung zu
reduzieren. Daher wurde in diesem photometrischen Bestimmungsansatz
Uberprift, ob eine Reduktion der Molaritdt des Inkubationspuffers zu einer
Veranderung der pNCS-Umsatzrate flihrt.

Der ASA-enthaltende Uberstand wurde, wie in Kapitel 2.2.4.3 beschrieben, aus
den mittels Dextransedimentation isolierten Leukozyten (s. Kap. 2.2.2)

gewonnen.

Ansetzen des Na-acetatpuffers mit pNCS 10 mmol/I:
311 mg pNCS
+ 100 ml Na-acetatpuffer unverdiinnt, 1:10 oder 1:50 verdinnt mit Aqua bidest
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Ansetzen der Probe:

200 pl Na-acetatpuffer mit pNCS 10 mmol/l unverdinnt, 1:10 oder 1:50
verdinnt mit Aqua bidest

+ 50 pl Uberstand

+ 10 pl Aqua bidest oder rhASA verschiedener Konzentrationen

Ansetzen des Leerwertes:

200 pl Na-acetatpuffer mit pNCS 10 mmol/l unverdinnt, 1:10 oder 1:50
verdinnt mit Aqua bidest

+ 50 pl Uberstand

+ 10 pl Aqua bidest oder rhASA verschiedener Konzentrationen

+ 250 pl NaOH 0,5 mol/l

Proben und Leerwert wurden jeweils 15 Minuten, 1 oder 12 Stunden lang im
Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschliessend wurden die Anséatze in
Trockeneis gelegt und bei -20°C eingefroren. Fir die Extinktionsmessung
wurden die Proben aufgetaut und je 250 ul Natronlauge 0,5 mol/l zugegeben.
Bei hohen photometrischen Werten wurde der Reaktionsansatz sofort nach der
Messung mit einer Verdinnungslésung bestehend aus 200 pl der jeweiligen
Substratlésung, 50 pl Aqua bidest und 250 pl Natronlauge 0,5 mol/l verdinnt,
wobei der Reaktionsansatz bei Messwerten zwischen 2 und 2,5 1:1, bei
Messwerten zwischen 2,5 und 3,0 1:4 und bei Messwerten Uber 3,0 jeweils 1:10
verdinnt wurde.

Ergebnis: Extinktion Probenansatz — Extinktion Leerwert

2.24.5 Proteinbestimmung nach Lowry

500 pl Lésung C (s. Kap. 2.1.2.2.1) wurden mit je 0,01 ml einer Probe
(=separierte Leukozyten, s. Kap. 2.2.2) oder mit 20 pl einer der Standardproben
(Rinderserumalbumin bzw. Hamoglobin) vermischt und danach 5 Minuten
stehengelassen. Anschliessend wurden je 20 ul Folin konz. dazugegeben, mit
dem Vortex gut gemischt und nach 20 Minuten mit dem Spektralphotometer die
Extinktion bei 500 nm gemessen.
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225 Dinnschichtchromatographie

Prinzip

Die Dunnschichtchromatographie beruht auf der Trennung der Bestandteile
einer Probe durch unterschiedliche Adsorption der Bestandteile an einer
stationdren Phase und durch unterschiedliche Léslichkeit der Bestandteile in
der mobilen Phase. Stoffe, die stark von der stationaren Phase adsorbiert
werden oder die sich schlecht in der mobilen Phase l6sen, wandern langsamer
als Stoffe, die schlecht adsorbiert werden oder gut I6slich sind.

Durchflihrung

Eine HPTLC-Platte (10x10 oder 10x20 cm) mit Kieselgel als stationare Phase
wurde 5 Minuten bei 100°C aktiviert. Auf die abgekihlte Platte wurden je 5 pl
der Proben punktférmig aufgetragen und die Platte danach gefdnt.

Anschliessend wurde die Platte zuerst in eine Kammer mit Lésungsmittel 1 (s.
Kap. 2.1.2.3) als mobile Phase und danach in eine Kammer mit Mischsystem
als mobile Phase gestellt, wobei die Platte mit dem F&n getrocknet wurde,
nachdem das Lésungsmittel 1 4 cm gewandert war. Sobald das Mischsystem 7
cm gewandert war, wurde die Platte herausgenommen und getrocknet, bevor
sie mit dem Farbemittel gleichméassig bespriht wurde. Die trockene Platte
wurde 10 Minuten im 120°C vorgeheizten Ofen inkubiert, um die einzelnen
Banden sichtbar zu machen.

2.2.5.1  Sulfatid und Galactocerebrosid geldst in CHCI3;/CH3;0H (2:1)

Probenansatz:

10 pl Stammldsung (Sulfatid oder Galactocerebrosid, s. Kap. 2.1.2.3) oder je 5
ul Sulfatid- und Galactocerebrosid-Stammldsung
+ 90 pl Verdinnungslésung (CHCIz/CH3OH (2:1), s. Kap. 2.1.2.3)

Von den Probenansadtzen wurden entweder 5 uyl (Sulfatid oder
Galactocerebrosid) oder 10 ul (Sulfatid und Galactocerebrosid) aufgetragen.
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2.2.5.2 Galactocerebrosid und/ oder Sulfatid geldst in Na-acetatpuffer
25 mmol/l, pH 5 und CHCI3/CH3O0H (2:1)

Probenansaize:

50 pl Na-acetatpuffer 25 mmol/l
+ 50 pl Verdinnungslésung (CHCIz/CH3OH (2:1), s. Kap. 2.1.2.3)
+ 10 pl Stammlésung (Sulfatid oder Galactocerebrosid, s. Kap. 2.1.2.3) oder je

5 ul Sulfatid- und Galactocerebrosid-Stammlésung

Die Anséatze wurden gut gemischt und von der unteren lipophilen Phase je 5 pl
(Sulfatid oder Galactocerebrosid) oder 10 pl (Sulfatid und Galactocerebrosid)

aufgetragen.

2.2.5.3 Na-acetatpuffer 25 mmol/l und CHCI;/CH3;0H (2:1) mit oder ohne
Zugabe von Taurocholat 1%, Taurocholat 1% und Sulfatid oder
Taurocholat 1% und Galactocerebrosid

Probenanséaize:

50 ul Na-acetatpuffer 25 mmol/l

+ 50 pl Verdinnungslésung (CHCIs/CH3OH (2:1), s. Kap. 2.1.2.3)
+ 100 pl Taurocholat 1% geldst in Verdinnungslésung

+ 5 ul Galactocerebrosid- oder Sulfatid-Stammlésung

Es wurden alle Ansatze mit dem Vortex gut gemischt. Die obere hydrophile
Phase wurde verworfen, von der unteren lipophilen Phase je 5 pl aufgetragen.
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2.25.4 Messung des Umsatzes von 3-Sulfo-Galactocerebrosid zu
Galactocerebrosid durch rhASA (1,48 U/ml oder 14,8 U/ml) nach
4-stiindiger Inkubation bei 37°C in Taurocholat- und Albumin-/
Na-acetatpufferlésung

Probenansatze:

100 pl Taurocholat 1% geldst in Verdinnungslésung

+ 5 pl Sulfatid-Stammlésung (s. Kap. 2.1.2.3)

— unter Abzug fénen, bis Anséatze eingedampft sind
anschliessend Zugabe von:

25 pl Serumalbuminlésung 0,2%

+ 25 pl Na-acetatpuffer 25 mmol/l

+ 5 pl Aqua bidest oder rhASA verschiedener Konzentrationen

Alle Ansatze wurden vier Stunden im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und danach

je 5 pl auf die Dinnschichtchromatographie-Platte aufgetragen.

2.25.5 Messung des Umsatzes von 3-Sulfo-Galactocerebrosid zu
Galactocerebrosid durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-stiindiger
Inkubation bei 37°C in Taurocholat- und Na-acetatpuffer- oder

Taurocholat- und Albumin-/ Na-acetatpufferlésung

Probenanséaize:

100 pl Taurocholat 1% geldst in Verdiinnungslésung

+ 5 pl Sulfatid-Stammlésung (s. Kap. 2.1.2.3)

— unter Abzug fénen, bis Ansatze eingedampft sind

anschliessend Zugabe von:

+ 50 pl Na-acetatpuffer 25 mmol/l + 5 pl Aqua bidest (Ansatz 1)

+ 50 pl Na-acetatpuffer 25 mmol/l + 5 pl rhASA 14,8 U/ml (Ansatz 2)

+ 25 pl Na-acetatpuffer 25 mmol/l + 25 pl Serumalbuminlésung 0,2% + 5 pl
rhASA 14,8 U/ml (Ansatz 3)
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Alle Ansatze wurden zwei Stunden im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Danach
wurde jeder Probe 55 pl Verdiinnungslésung zugegeben. Die Proben wurden
auf dem Vortex gut gemischt und die obere, hydrophile Phase verworfen. Von
der unteren Phase jeder Probe wurden je 5 yl auf die Platte aufgetragen.

2.25.6 Messung des Umsatzes von 3-Sulfo-Galactocerebrosid zu
Galactocerebrosid durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-stiindiger
Inkubation bei 37°C in Na-acetatpuffer- oder Albumin-/ Na-
acetatpufferlésung

Referenzansatz:
5 pl Sulfatid-Stammlésung (s. Kap. 2.1.2.3)

+ 5 pl Galactocerebrosid-Stammldsung
+ 5 pl Aqua bidest
+ 50 pl Na-acetatpuffer 25 mmol/I

Probenansaize:

10 pl Sulfatid-Stammlésung
+ 5 ul rhASA 14,8 U/ml oder 5 pl Aqua bidest

+ 50 pl Na-acetatpuffer oder je 25 ul Na-acetatpuffer und Serumalbuminlésung

Nach der Zugabe von Sulfatid bzw. Sulfatid und Galactocerebrosid wurden die
Ansatze eingedampft. Danach wurden Aqua bidest bzw. rhASA 14,8 U/ml und
Na-acetatpuffer bzw. Na-acetatpuffer und Serumalbuminlésung 0,2%
zugegeben. Alle Ansatze wurden zwei Stunden bei 37°C inkubiert, wobei sie
alle 30 Minuten mit dem Vortex gemischt wurden. Anschliessend wurde jedem
Ansatz 55 ul Verdinnungslésung zugegeben. Die Ansatze wurden nochmals
mit dem Vortex gut gemischt und sowohl von der oberen, hydrophilen als auch
von der unteren, lipophilen Phase je 5 ul auf die Platte aufgetragen.
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2.2.5.7 Messung des Umsatzes von 350 umol/l Sulfatid geldst in 25
mmol/l Na-acetatpuffer pH 5,0, 5 mmol/l MgCl, und 0,3%
Taurocholat durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-stiindiger
Inkubation bei 37°C

Probenansatze:

200 pl Na-acetatpuffer 25 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l und 0,3% Taurocholat
+ 350 umol/I Sulfatid (s. Kap. 2.1.2.3)
+ 10 pl Aqua bidest oder rhASA 14,8 U/ml

Jeder Ansatz wurde zweimal angesetzt. Alle Ansatze wurden zwei Stunden bei
37°C inkubiert. Vor dem Auftragen von je 10 pl wurde den Proben entweder
Methanol (stoppt Reaktion) oder Verdinnungslésung zugegeben. Von den
Proben mit der Verdiinnungslésung wurde jeweils die obere Phase verworfen

und nur die untere lipophile Phase aufgetragen.

2.25.8 Messung des Umsatzes von 350 umol/l Sulfatid mit 5 mmol/l
MgCl, und Taurocholat sowie Na-acetatpuffer pH 5
verschiedener Konzentrationen durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-
stiindiger Inkubation bei 37°C

Probenansétze:

100 pl Sulfatid 350 umol/l (s. Kap. 2.1.2.3)

+ 100 ul Na-acetatpuffer 25 mmol/l mit MgClo 5 mmol/l und Taurocholat 0,3%
(Ansatz 1)

+ 100 pl Aqua bidest mit MgCl, 5 mmol/l und Taurocholat 0,3% (Ansatz 2)

+ 100 pl Aqua bidest mit MgCl, 5 mmol/I (Ansatz 3)

+ 10 pl rhASA 14,8 U/ml

Alle Ansatze wurden zwei Stunden bei 37°C inkubiert und von jedem Ansatz
der pH-Wert gemessen. Anschliessend wurde jeder Probe 200
Verdinnungslésung (s. Kap. 2.1.2.3) zugegeben und je 20 pl der unteren
(lipophilen) Phase aufgetragen.
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2.25.9 Messung des Umsatzes von Sulfatid gelost in Taurocholat 0,3%
(rein oder unrein), MgCl, 5 mmol/l und Na-acetatpuffer 25 mmol/I
durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-stiindiger Inkubation bei 37°C

Probenansaize:

100 pl Taurocholat 0,3% rein oder unrein gel6st in Na-acetatpuffer 25 mmol/l
mit MgClz 5 mmol/l

+ 100 pl Sulfatid 350 umol/l (s. Kap. 2.1.2.3)

+ 10 pl Aqua bidest oder rhASA 14,8 U/ml

Die Ansatze wurden zwei Stunden bei 37°C inkubiert, und nach Zugabe von
200 pl Verdinnungslésung (s. Kap. 2.1.2.3) wurden je 20 pl von jedem Ansatz
aufgetragen.

2.2.6 Isotachophorese
2.2.6.1 Grundlagen

Die Isotachophorese (ITP, s. Abb. 10) ist eine Methode, die speziell fur die
Trennung niedermolekularer ionischer Substanzen geeignet ist. Dabei wird die
elektrophoretische Mobilitdt der Substanzen unter der Wirkung eines
elektrischen Feldes genutzt. In der Regel werden dabei Kapillaren mit
Innendurchmessern von 200-300 um verwendet, um die durch den Stromfluss
erzeugte Joulsche Warme zu minimieren und dadurch eine méglichst gute
Trenneffizienz zu erzielen.

Charakteristisch fur die ITP ist die Verwendung eines diskontinuierlichen
Elektrolyt-Systems, das aus zwei wassrigen Elektrolyten, dem sog.
Leitelektrolyt (Ld, leading elekirolyte) und dem sog. Endelekirolyt (Tm,
terminating elektrolyte), besteht.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des ItaChrom Il (manuelle Version) (aus: Hins, 2003)

Konzept der Mobilitat

Die Kraft f;, welche in einem elektrischen Feld auf ein Teilchen wirkt, ist
proportional zur Ladung (e) des Teilchens und zur Starke des elektrischen
Feldes (E).

fi=zeE z: Ladungszahl des lons (1)
e: Elementarladung
E: Elektrische Feldstarke
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Dieser Kraft f{ entgegengesetzt ist die Reibungskraft Fg, die nach Stokes flr ein
kugelférmiges Teilchen in einer Flissigkeit durch die Gleichung 2 beschrieben

wird.

Fr=6-1'nTrVv n: Viskositat (2)
r: Radius des kugelférmigen Teilchens
v: Geschwindigkeit der ungestorten
Strémung = Geschwindigkeit des Teilchens

Im Gleichgewicht entspricht die Kraft f; der Reibungskraft Fr. Das Teilchen

bewegt sich somit mit der Geschwindigkeit v durch die Lésung.
vz (3)

Die Mobilitat () ist eine von apparativen Bedingungen unabhangige GréBe und
wird durch die Eliminierung der elektrischen Feldstarke in Gleichung 3

berechnet.
M="%mnr= "k u: Mobilitat (4)

Wie aus Gleichung 4 ersichtlich ist, besitzt jede lonenart eine spezifische
Mobilitéat, die eine charakteristische physikalische Grésse des lons darstellt.
Eine Trennung von lonen ist nur méglich, wenn unter bestimmten Bedingungen
die lonen unterschiedliche Mobilitaten besitzen.

Die absolute Mobilitat (uo) kennzeichnet ein isoliertes lon und gibt die Mobilitat
fir ein bestimmtes lon wieder, wenn keine Wechselwirkung mit anderen lonen
vorhanden ist. Sie wird aus den Aquivalentleitfdhigkeiten bei unendlicher

Verdinnung (Jp) nach Gleichung 5 berechnet.

o= "% F: Faradaykonstante (5)
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Aktuelle Mobilitat

In Wirklichkeit besteht eine Elektrolytldsung jedoch aus einer endlichen

Konzentration, und ein geladenes Teilchen wird in einer wassrigen Losung von
einer Hydrathille und einer diffusen lonenwolke aus lonen mit
entgegengesetzter Ladung umgeben. Weil das Teilchen durch die lonenwolke
des Gegenions des Elektrolyten abgeschirmt wird, wird die Bewegung im
elektrischen  Feld erniedrigt. Ausserdem wandert dieses Teilchen
entgegengesetzt zur Wanderungsrichtung der Gegenionen und wird durch
diesen sog. elektrophoretischen Effekt zusatzlich gebremst. Beide Effekte
verstarken sich bei zunehmender Konzentration des Elektrolyten.

Mathematisch wurde der Einfluss auf die Mobilitdt eines lons durch die
lonenstarke (J) eines Elektrolyten von Debye und Hickel beschrieben.

J = 1LY Cezg? ce: Konzentration des Elektrolyten (6)

ze: Ladungszahl des Elektrolyten

Neuere Untersuchungen flhren einen experimentell verifizierten Faktor zur

Berechnung der aktuellen Mobilitat (uac) ein.

Mact = K*Ho k: Korrekturfaktor (7)
Das Ausmass der lonisierung wird bei schwachen Elekirolyten durch den
Dissoziationsgrad (a) der Verbindung determiniert, der vom vorgegebenen pH-
Wert und vom pKs-Wert der Verbindung abhangig ist.

a = VqoPPH (8)

Das Produkt aus Dissoziationsgrad und aktueller Mobilitat fihrt zur effektiven
Mobilitat (Mef).

Meff = O"Mact (9)
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Die effektive Mobilitdt einer Substanz kann somit aus der absoluten Mobilitat
und dem pKs-Wert der Verbindung berechnet werden.

Meff = a-K-Ho (10)

Bei starken Sauren entspricht die effektive Mobilitéat der aktuellen Mobilitat, da

deren Dissoziation praktisch nicht durch den pH-Wert beeinflussbar ist.

Trennprinzip der Isotachophorese (s. Abb. 11)

Nach der Injektion befinden sich die lonen zwischen einem Leitelektrolyten mit
der héchsten Mobilitat im Gesamtsystem und einem Endelektrolyten mit der
geringsten Mobilitat. Bei angelegter Spannung wandern die Leitionen schneller
als die Analytionen und die Endionen. Da aber an allen Stellen des Systems der
gleiche Stromtransport besteht (das Gerat arbeitet bei eingestellter, konstanter
Stromstarke), kann keine lonenliicke entstehen. Dies kann nur dadurch erreicht
werden, dass auf lonen mit unterschiedlicher Mobilitdt verschiedene
Feldstarken einwirken. Deshalb trennen sich die Analytionen in homogene,
diskrete Zonen, die unmittelbar hintereinander mit uniformer Geschwindigkeit
folgen. Das Gegenion der beiden Elektrolyte puffert das System auf den

gewulnschten pH-Wert und gewahrleistet die Elektroneutralitat.
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Abbildung 11: Isotachophoretischer Trennprozess; Ld = Leitelektrolyt; Tm =

Endelektrolyt; A und B = Analytionen (aus: Meissner, 1998)

Voraussetzungen fir die Trennung in Abbildung 11:

Leit- und Folgeelektrolyt

Konstanter Kapillarinnendurchmesser
Gleiche Stromstarke und Temperatur an allen Stellen des Systems
Die Mobilitat von A ist grésser als die von B

Da nur Substanzen, die zwischen dem Leit- und dem Endelektrolyt wandern,

getrennt werden kdnnen, missen die Analytionen eine effektive Mobilitat

besitzen, die kleiner als die des Leitelekirolyten, aber grésser als die des

Endelektrolyten ist, um getrennt werden zu kénnen. Beide Elektrolyte und die

Analytionen muissen in die gleiche Richtung wandern, wodurch sich
anionisches bzw. kationisches ITP-System ergibt. Ausserdem sollte

Leitelektrolyt

entgegengesetzte Richtung wandert und dadurch die Elektroneutralitat

pufferndes  Gegenion enthalten,

ein
der
die
der

Zonen sowie die pH-Stabilitdt gewahrleistet. Die beiden Elektrolyte dirfen nicht

mit Probenbestandteilen reagieren und nicht im angelegten elekirischen Feld

zersetzt werden.
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Isotachophoretische Zonen (s. Abb. 12)

Im Gleichgewichtszustand wandern alle Zonen mit derselben Geschwindigkeit
und sind voneinander durch sehr scharfe Grenzflachen getrennt, wobei sich die
physikalischen Eigenschaften der Zonen an den Grenzflachen sprunghaft

andern. Die Wanderungsgeschwindigkeit (viso) aller Zonen ist konstant.

Viso = ML"EL = ya'Ea = pg'Eg = urEr (11)

L

Abbildung 12: Physikalische Eigenschaften isotachophoretischer Zonen; y = Mobilitat; J1 =
Leitfahigkeit; E = Elektrische Feldstarke; | = Temperatur (aus: Meissner, 1998)
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Da die Mobilitaten der beteiligten lonen unterschiedlich sind und das System
bei konstanter Stromstarke arbeitet, hat die elektrische Feldstarke (E) in jeder
Zone einen eigenen Wert, der treppenartig vom Leitelektrolyt Uber die
Analytzone bis zum gréssten Wert in der Zone des Endelektrolyten ansteigt. Bei
konstanter Stromstérke () verlauft die Leitfahigkeit (/1) der einzelnen Zonen

umgekehrt proportional zum elektrischen Feld.

N=% (12)

Zonenscharfungseffekt (s. Abb. 13)

Im stationaren Zustand existiert ein Potentialgradient (Diskontinuitat der

Feldstarke), der aufgrund der kleineren Mobilitdt des Endelektrolyten in dieser
Zone grosser ist als in der Zone des Leitelektrolyten. Dadurch wird eine durch
Diffusion oder  Konvektion auftretende  Vermischung in den
Zonengrenzbereichen verhindert.

Gelangt ein lon (L) des Leitelektrolyten in die Zone des Endelektrolyten (Tp),
kommt es hier unter den EinfluB eines starkeren elektrischen Feldes. Es wird
von seiner urspringlichen Geschwindigkeit vy = p_E. auf vo = prEr
beschleunigt, wodurch es seine eigene Zone des Leitelekirolyten (L4) wieder
einholt. Ebenso wird ein lon (T) des Endelektrolyten von v, = pt-Etauf vy = pr-EL
gebremst, bis es von seiner urspriinglichen Zone T, wieder eingeholt wird.
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o Tm
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des Zonenscharfungseffektes (aus: Meissner, 1998)

Leitfdhigkeitsdetektion

Da die Leitfahigkeit einer isotachophoretischen Zone proportional zur Mobilitat
des entsprechenden lons ist (Gleichung 5), hat die Leitfahigkeit in jeder Zone
einen individuellen Wert.

Die Leitfahigkeit (J1) einer isotachophoretischen Zone, die aus einem Analytion
(A) und einem Gegenion (R) besteht, ergibt sich fir starke, monovalente
Analyte aus Gleichung 13.

J1=cF(ya+uR) c: Konzentration (13)
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Far einen mehrwertigen Analyten wird die Leitfahigkeit (J1) mit Hilfe der
Gleichung 14 berechnet.

NN=czF-(uat+ur) z: Ladungszahl (14)

Die Leitféahigkeitsdetektion wird normalerweise zwischen zwei Messelektroden

in den Kapillarwanden, d.h. on-column mit einer Messzelle, realisiert.

UV/VIS-Detektion
Die UV-Detektion wird ebenso wie die Leitfahigkeitsdetektion mit Hilfe der

Kapillare als Messzelle durchgefuhrt. Wie bei der Photometrie erfolgt die
Messung mit Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes (s. Kap. 2.2.4.1).

UV-Detektoren kdnnen als spezifische Detektoren nur dort die Grenzen UV-
absorbierender Stoffe erkennen, wo diese an nichtabsorbierende oder Stoffe

mit anderen absorptiven Eigenschaften angrenzen.

Mathematisches Modell der ITP
1897 entwickelte Kohlrausch die ,beharrliche Funktion“ (w) zur mathematischen

Beschreibung elektrophoretischer Prozesse. Diese Funktion basiert auf dem
Prinzip der Elektroneutralitdt und der Annahme konstanter Mobilitaten und
wurde als zeitunabhangige Lésung zur Beschreibung der Migration starker
Elektrolyte abgeleitet.

w = Y% = konst. (15)

Ci: Konzentrationen aller Komponenten
i : Mobilitaten aller Komponenten
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Das vereinfachte Modell der ITP ist eine Erweiterung der ,beharrlichen

Funktion“ und basiert auf folgenden Annahmen:

e Die Mobilitat des lons A ist grésser als die des lons B (ua>us)
e Das Gegenion R ist in allen Zonen gleich und hat die Mobilitat pg
e Alle lonen sind monovalent und vollstandig dissoziiert

e Die Stromstarke ist konstant

Die Anzahl der positiven und negativen lonen ist nach dem Prinzip der
Elektroneutralitdt in allen Zonen identisch. Ebenso haben alle Zonen
entsprechend  der isotachophoretischen  Bedingungen die  gleiche
Geschwindigkeit.

Da die Stromstéarke Uberall konstant ist, folgt aus dem Ohm’schen Gesetz:
| = konst. = E1-J'I1 = Eg'ng (16)

Die ,erweiterte beharrliche Funktion“ ergibt sich aus den Gleichungen 13 und
16:
a2 = a1 ("B UAHRY A B R) (17)

Die Konzentration aller Zonen wird also durch die Konzentration des
Leitelekirolyten (lon A in der Zone 1) bestimmt und h&ngt nur von den
Mobilitdten der beteiligten lonen ab.

Da jeweils die Konzentration der vorauswandernden Zone die Konzentration
der nachfolgenden Zone bestimmt, sind die Konzentrationen fir ein gegebenes
System konstant und werden zum Folgeion hin immer geringer. Daher sind die

Konzentrationen der einzelnen Zonen unabhangig von der urspringlichen

Zusammensetzung der Probe.
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Konzentrationsadaption

Eine isotachophoretische Analyse wird mit einem Leitelektrolyten mit konstant
vorgegebener Konzentration durchgefiihrt, und geméass Gleichung 17 werden
die Konzentrationen der Probenbestandteile unabhangig von ihrer
Ursprungskonzentration an einen konstanten Wert angeglichen. Proben mit
einer geringeren Konzentration als der des Leitelektrolyten werden demnach
aufkonzentriert, Proben mit einer grésseren Konzentration verdinnt. Das
Zonenvolumen der Probenbestandteile kann daher zur Quantifizierung

herangezogen werden.

Qualitative und quantitative Information (s. Abb. 14, Abb. 15)
Isotachophoretische Zonen unterscheiden sich nach der Trennung in ihren

physikalischen Eigenschaften und kénnen so identifiziert werden.

" A T
'+
he
— B
hg
A
N,
Lyg
h g
I Ig I t

Abbildung 14: Ideales Isotachopherogramm eines Leitfédhigkeitsdetektors;
h = individuelle charakteristische Messgrdsse (Leitfahigkeit, Potential oder
Temperatur) der Zonen des Analyten, dient als qualitatives MaB zur
Identifizierung der Substanzen; h, = Signalhéhe des Leitelektrolyten (Ly),
dient als Referenzlinie; t = Zonenlédnge, entspricht der Zeit, dient als

guantitatives MaB (Substanzmenge) (aus: Meissner, 1998)
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Abbildung 15: Ideales Isotachopherogramm eines UV/VIS-Detektors
h = individuelle charakteristische Messgrésse (Absorption) der Zonen
des Analyten; hy = Absorption des Leitelektrolyten (Ly) und
Endelektrolyten (T.,), dient als Referenzlinie; t = Zonenlange,
entspricht der Zeit; A und C = absorbieren das Licht bei der gewahlten
Wellenlange J1; B = absorbiert kein Licht bei der gewéhlten

Wellenlange J

Da die Konzentrationen der Analyte nach Erreichen des stationdren Zustandes
konstant sind (s. Konzentrationsadaptation), andert sich die Zonenlange eines
Analyten bei einer Mengenanderung desselben. Deshalb kdénnen die
Analytionen durch Aufzeichnung der Zonenlénge quantifiziert werden.

2.2.6.2 Untersuchungen mit der ITP

Durchflhrung der enzymatischen Versuche:

Alle Proben der enzymatischen Versuche wurden fir die Messung an der ITP
1:5 mit Aqua bidest (1 Teil Probe, 4 Teile Aqua bidest) verdiinnt. Die Proben
wurden bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, wobei die Anséatze jeweils 30 Minuten
vor Beginn der Inkubation (Zeitpunkt 0) und vor Zugabe von rhASA oder der
Leukozyten- bzw. Granulozytenextrakte ins Wasserbad gestellt wurden. RhASA
wurde jeweils erst nach Entnahme der Probe zum Zeitpunkt 0 zugegeben. Bis
zur Messung wurden die Proben bei -20°C eingefroren.
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Ausser den unten genannten Versuchen wurden die Ansdtze mit folgenden

Messeinstellungen gemessen:

Step 1 150 Sekunden 100 pA
Step 2 150 Sekunden 200 pA
Step 3 140 Sekunden 200 pA
Step4 330 Sekunden 50 pA
Step 5 50 pA

Messeinstellungen fir Kapitel 2.2.6.2.8 (Abbau einer Mischung von pNCS und
Galactose-6-sulfat durch Leukozytenextrakte):

0-h-Wert: Step 1 150 Sekunden 100 pA
Step 2 150 Sekunden 75 pA
Step3 140 Sekunden 75 pA
Step4 500 Sekunden 75 pA
Step 5 50 pA
20-h-Wert: Step 1 150 Sekunden 75 pA
Step2 150 Sekunden 75 pA
Step3 140 Sekunden 75 pA
Step4 500 Sekunden 75 pA
Step 5 50 pA

Bearbeitung der separierten Leukozyten fir die Versuche an der ITP:

Ein Pellet (enthalt ca. 54 Mio. Leukozyten) der mittels Dextransedimentation (s.
Kap. 2.2.2) isolierten Leukozyten wurde in 250 pl Aqua bidest resuspendiert
und danach mit dem Ultraschallgerat 5 Sekunden behandelt. Anschliessend
wurde das Pellet in zwei Portionen aufgeteilt, wovon eine zuerst in Trockeneis
und danach bei -20°C eingefroren, die andere fir die Reaktionsanséatze

verwendet wurde.
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Nach Zugabe der Leukozytenextrakte wurden die Anséatze vor der Entnahme
der Proben mit dem Vortex gut gemischt.

Vor der Messung wurden die Proben aufgetaut und je 400 pl Aqua bidest zu
100 pl Probe zugegeben. Anschliessend wurden die nun 1:5 verdinnten
Ansétze 5 Minuten bei 10000 g zentrifugiert und der so entstandene Uberstand
jedes Ansatzes in Milipore-Rdhrchen ultrafiltriert (Ausschlussgrésse: 5 kDa),
d.h. 10-15 Minuten bei 10000 g in der Eppendorfzentrifuge behandelt. Das so
entstandene Ultrafiltrat wurde bis zur Messung bei -20°C gelagert.

2.2.6.2.1 Abbau von pNCS oder Ascorbylsulfat durch rhASA

Ansatz mit 200 mmol/l pNCS bzw. 200 mmol/l Ascorbylsulfat:
62,2 mg pNCS (Ansatz 1) oder 66,4 mg Ascorbylsulfat (Ansatz 2)
+ 1 ml Aqua bidest

Reaktionsansatze mit 10 mmol/l pPNCS bzw. 10 mmol/l Ascorbylsulfat
50 pl pNCS oder Ascorbylsulfat 200 mmol/l

+ 1 ml Na-acetatpuffer pH 5 10 mmol/l, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l
+ 10 pl rhASA 14,8 U/ml oder 1,48 U/ml

Die Ansatze wurden bei 37°C inkubiert und je 200 ul pro gemessenem
Zeitpunkt (0-24 Stunden) entnommen, wobei rhASA erst nach der Enthahme
der Probe zum Zeitpunkt 0 zugegeben wurde.

2.2.6.2.2 Isotachogramme von Ascorbylsulfat und Ascorbat

Ascorbylsulfat 2 mmol/l:

3,32 mg Ascorbylsulfat
+ 5 ml Aqua bidest

Ascorbat 2 mmol/I:
3,52 mg Ascorbat
+ 10 ml Aqua bidest
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Far die Eichkurve wurden diese sowie die folgenden Ansatze jeweils 1:1 mit
Aqgua bidest verdinnt.

2.2.6.2.3 Stabilitat von Ascorbylsulfat, Ascorbat und Ascorbylphosphat
bei pH 5,0 und pH 7,4 oder in 100% FCS

1 ml (Na-acetatpuffer 10 mmo/I, NaCl 8 mmol/l) wurde mit CH3;COOH bis
pH 5,0 bzw. NaOH bis pH 7,4 titriert.

Ascorbylsulfat 50 mmol/I:

8,3 mg Ascorbylsulfat
+ 500 pl Aqua bidest

Ascorbat 50 mmol/l:

8,8 mg Ascorbat
+ 1 ml Aqua bidest

Ascorbylphosphat 50 mmol/I:

500 pl Ascorbylphosphat 100 mmol/l
+ 500 pl Aqua bidest

Ansatze mit je 1 mmol/l Substraten:
940 pl Na-acetatpuffer pH 5,08 oder pH 7,12 oder FCS
+ 20 pl Ascorbylsulfat 50 mmol/I

+ 20 pl Ascorbat 50 mmol/I
+ 20 pl Ascorbylphosphat 50 mmol/l

Alle Anséatze wurden bei 37°C inkubiert und zu den Zeitpunkten 0, 4 und 24
Stunden je 100 pl (Ansatz mit FCS) bzw. 250 pl (Ansatze mit Na-acetatpuffer)
fir die Messung entnommen. Vor der Messung wurden die Ansatze mit FCS
ultrafiltriert.
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2.2.6.2.4 Abbau von Ascorbylsulfat (4,76 mmol/l) durch a) rhASA oder b)
Leukozytenextrakte

Reaktionsansatz mit 4,76 mmol/l Ascorbylsulfat:
495 ul Na-acetatpuffer pH 5 10 mmol/Il, NaCl 8 mmol/l
+ 5 pl MgCl, 500 mmol/l
+ 12,5 pl Ascorbylsulfat 200 mmol/l
+ 20 pl rhASA 14,8 U/ml oder + 50 pl Leukozytenextrakt
(Extrakt aus 9,02x10° Leukozyten)

Zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 4 und 20 Stunden wurden je 50 pl vom Ansatz mit
rhASA oder zu den Zeitpunkten 0, 4 und 20 Stunden je 100 pl vom Ansatz mit

Leukozytenextrakt entnommen.

2.2.6.2.5 Abbau einer Mischung von pNCS und Ascorbylsulfat durch
rhASA

Reaktionsansatz mit je 4,76 mmol/l pNCS und Ascorbylsulfat
495 ul Na-acetatpuffer pH 5 10 mmol/Il, NaCl 8 mmol/l

+ 5 pl MgCl, 500 mmol/l

+ 12,5 ul pNCS 200 mmol/I

+ 12,5 pl Ascorbylsulfat 200 mmol/l

+ 20 pl rhASA 14,8 U/ml

Der Ansatz wurde bei 37 °C inkubiert, und zu den Zeiten 0, 30 Minuten, 1, 2, 3,
4 und 20 Stunden wurden je 50 ul des Reaktionsansatzes entnommen.

2.2.6.2.6 Abbau einer Mischung von pNCS, Ascorbylsulfat und
Galactose-6-sulfat durch a) rhASA oder b) Leukozytenextrakte

Galactose-6-sulfat 200 mmol/l:

28,2 mg Galactose-6-sulfat
+ 500 pl Aqua bidest
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Reaktionsansatz fir die Inkubation mit rhASA und je 1 mmol/l an Substraten:
495 pl Na-acetatpuffer pH 5 10 mmol/l, NaCl 8 mmol/I

+ 5 pl MgCl, 500 mmol/l

+ 2,5 pl pNCS 200 mmol/l

+ 2,5 ul Ascorbylsulfat 200 mmol/I

+ 2,5 ul Galactose-6-sulfat 200 mmol/l
+ 20 pl rhASA 14,8 U/ml

Der Ansatz wurde bei 37°C inkubiert. Zum Zeitpunkt 0 wurden 50 pl, zu den
Zeiten 2, 4 und 24 Stunden 100 pl vom Ansatz entnommen.

Reaktionsansatz fir die Inkubation mit Leukozytenextrakt und je 0,77 mmol/l an

Substraten:

495 ul Na-acetatpuffer pH 5 10 mmol/l, NaCl 8 mmol/I

+ 5 pl MgCl, 500 mmol/l

+ 2,5 ul pNCS 200 mmol/I

+ 2,5 ul Ascorbylsulfat 200 mmol/I

+ 2,5 ul Galactose-6-sulfat 200 mmol/l

+ 150 pl Leukozytenextrakt (aus 32,81x10° Leukozyten)

Das Pellet der separierten Leukozytenextrakte mit 54,68x10° Leukozyten wurde
fir den Reaktionsansatz wie bei den vorhergehenden Versuchen in 250 ul Aqua
bidest resuspendiert und im Ultraschallgerat behandelt. Vor der Zentrifugation
mit 10000 g in der Eppendorf-Zentrifuge wurde es jedoch zusatzlich kurz
eingefroren und wieder aufgetaut und der Uberstand ohne Ultrazentrifugation
fir den Reaktionsansatz verwendet. Der nicht fir diesen Versuch benutzte
Uberstand wurde wieder bei -20°C eingefroren.

Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4 und 24 Stunden wurden je 100 pl vom Ansatz

enthommen.
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2.2.6.2.7 Abbau von pNCS durch Leukozytenextrakte

Reaktionsansatz mit 4,76 mmol/l pNCS:

495 ul Na-acetatpuffer pH 5 10 mmol/Il, NaCl 8 mmol/l
+ 5 pl MgCl, 500 mmol/l

+ 12,5 ul pNCS 200 mmol/I

+ 50 pl Leukozytenextrakt (aus 10,94x10° Leukozyten)

Der Ansatz wurde bei 37 °C inkubiert und je 100 ul vom Ansatz zu den Zeiten 0,

4 und 20 Stunden enthommen.

Reaktionsansatz mit 500 umol/l oder 1 mmol/l pNCS:

198 pl Na-acetatpuffer pH 5 10 mmol/I, NaCl 8 mmol/I
+ 2 pl MgCl; 500 mmol/l

+ 75 pl Leukozytenextrakt (aus 16,40x10° Leukozyten)
+ 0,7 oder + 1,4 ul pNCS 200 mmol/l

Der pH im Reaktionsansatz mit 500 umol/l pPNCS wurde vor Inkubationsbeginn
mit pH-Indikatorstédbchen gemessen (pH ca. 5,5). Zu den Zeitpunkten 0 und 24

Stunden wurden je 100 yl enthommen.

2.2.6.2.8 Abbau einer Mischung von pNCS und Galactose-6-sulfat durch
Leukozytenextrakte

Ansatz fiir Leukozytenextrakt-LOsung:

1 Teil Na-acetatpuffer pH 5 10 mmol/l, NaCl 8 mmol/I
1 Teil Aqua bidest

— pH messen: pH sollte zwischen 4,5 und 5 sein; bei pH >5 Pipettenspitze mit
HCI 1 mol/l benetzen und danach in Ansatz (pH mit pH-Meter: 4,83)

Anschliessend wurde das Zell-Pellet mit isolierten Leukozytenextrakten (aus ca.

269 Mio. Leukozyten) in 300 pl des Ansatzes flr Leukozytenextrakt-Lésung
resuspendiert, mit dem Vortex gut gemischt und mit dem Ultraschallgerat
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behandelt. Das so vorbereitete Pellet wurde auf Eis gestellt und in drei
Portionen aufgeteilt. Eine Portion wurde finf Minuten bei 10000 g zentrifugiert

und der Uberstand fiir den Ansatz verwendet.

Reaktionsansatz mit je 2 mmol/l pNCS und Galactose-6-sulfat:
148,5 ul Na-acetatpuffer pH 5 10 mmol/l, NaCl 8 mmol/Il

+ 1,5 ul MgCl, 500 mmol/l

+ 2 pul pNCS 200 mmol/l

+ 2 ul Galactose-6-sulfat 200 mmol/l

+ 50 pl Uberstand (aus 44,9x10° Leukozyten)

Der Ansatz wurde bei 37°C inkubiert und zum Zeitpunkt 0 100 pl enthommen.

Der Ubrige Ansatz (ca. 65 ul) wurde nach 20 Stunden ebenfalls eingefroren.

2.2.6.2.9 Gemeinsame Inkubation von Ascorbylsulfat und Galactose-6-
sulfat mit Leukozyten- oder Granulozyten-Extrakten

Bearbeitung der Granulozyten:

1. Zugabe von 2,5 ml Aqua bidest zum Pellet mit 102,16x10® Granulozyten
(s. Kap. 2.2.3)

2. Zweimal je 5 Sekunden mit Ultraschallgerat behandeln

3. Zugabe von 1,5 ml Puffer pH 5 mit Na-acetat 10 mmol/l, NaCl 8 mmol/I,
MgCl> 5 mmol/l (s. Kap. 2.1.2.4)

4. Mit HCI 1 mol/l auf pH 5 einstellen, mit Puffer auf insgesamt 5 ml auffillen

5. 1 Teil der Granulozytenextrakte fur Versuch verwenden, Rest in 3
Portionen aufteilen und einfrieren bei -20°C
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Bearbeitung der separierten Leukozyten:

1. Zugabe von 140 pl Aqua bidest zum Pellet mit 289,74x10° Leukozyten (s.
Kap. 2.2.2)

2. Zweimal je 5 Sekunden mit Ultraschall behandeln

3. Zugabe von 100 ul Puffer pH 5 mit Na-acetat 10 mmol/l, NaCl 8 mmol/I,
MgCl> 5 mmol/l (s. Kap. 2.1.2.4)

4. Mit HCI 1 mol/l auf pH 5 einstellen, mit Puffer auf insgesamt 420 pl
auffullen

5. 1 Teil der Leukozytenextrakte flr Versuch verwenden, Rest in 1 Portion
einfrieren bei -20°C

Je 117 ul der so bearbeiteten Pellets wurden fir den Versuch verwendet.
Ansatze mit je 2 mmol/l Ascorbylsulfat und Galactose-6-sulfat:

350 ul Puffer pH 5 mit Na-acetat 10 mmol/I, NaCl 8 mmol/l, MgCl> 5 mmol/I
+ 117 pl Granulozyten- oder Leukozyten-Extrakt

+ 5 pl Ascorbylsulfat 200 mmol/I
+ 5 ul Galactose-6-sulfat 200 mmol/l

Vor Enthnahme der Proben wurden die Ansatze mit dem Vortex gut gemischt. Zu
den Zeiten 0, 90 und 180 Minuten wurden je 100 pl entnommen. Vor der
Messung wurden alle Proben ultrazentrifugiert (s. Kap. 2.2.6.2).

Der pH zum Zeitpunkt 0 betrug in beiden Ansatzen ca. 5 (pH-Papier).
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3 Ergebnisse

Einfihrung
Aufgabe dieser Doktorarbeit war es, die Aktivitdten der Arylsulfatase A (ASA)

aus Leukozytenextrakten und der rekombinanten humanen ASA (rhASA) zu

messen und miteinander zu vergleichen.

Zur Messung der ASA aus Leukozytenextrakten sind zwei Bezugssysteme

maoglich, ndmlich:

a) Umsatz bezogen auf die Leukozytenzahl
b) Umsatz bezogen auf die Proteinmenge

Als Standardsubstrat diente dabei pNCS.

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Messungen drei Methoden verwendet:

a) Photometrie (pNCS)
b) Dunnschichtchromatographie (Sulfatid)
c) Isotachophorese (PNCS, Ascorbylsulfat, Galactose-6-sulfat,

Ascorbylphosphat)

Die Abbildungen 16-19 zeigen die biochemischen Reaktionen, die dabei
stattfinden.

OH OH (0]
O
\303' ASA OoH 5. NaOH ©
— + SO4 —
NO, NO, NO,
p-Nitrocatecholsulfat p-Nitrocatechol p-Nitrocatechol-ortho-Chinon

Abbildung 16: Umsatz von p-Nitrocatecholsulfat (pNCS) zu p-Nitrocatechol durch
(rh)ASA oder Leukozytenextrakt und durch NaOH zu p-Nitrocatechol-ortho-Chinon. Im
Gegensatz zu p-Nitrocatechol-ortho-Chinon, das photometrisch bei 514 nm messbar ist,
kann pNCS nicht mittels Photometrie bei dieser Wellenlange bestimmt werden. Es ist

jedoch in der Isotachophorese nachweisbar.
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HO HO
O (0]
O O
HO — HO = i
- ASA_ B + 50,2
HO O\ HO OH
SO5
Ascorbylsulfat Ascorbinsaure

Abbildung 17: Umsatz von Ascorbylsulfat zu Ascorbinsdure und Sulfat.
Sowohl Ascorbylsulfat als auch Ascorbinsaure und Sulfat kénnen in der
Isotachophorese im Leitfahigkeits- und UV-Detektor (254 nm)

nachgewiesen werden.

O O
ASA 2
— + SO4
O\ HO
S04
3-Sulfo-Galactocerebrosid Galactocerebrosid

Abbildung 18: Sulfatabspaltung aus 3-Sulfogalactocerebrosid (Sulfatid) durch
(rh)ASA. Diese Reaktion wird bei den Untersuchungen mittels Dulnnschicht-

chromatographie sichtbar gemacht (genaue Sulfatid-Formel: s. Abb. 3).

SO,
@) OH

0 Sulfatasen 0 o.
—_—

Galactose-6-sulfat

. OH OH
SO,

O HO

(0] 3
O Sulfatasen + SO 42

Galactose-4-sulfat

Abbildung 19: Sulfatabspaltung aus Galactose-6-sulfat und
Galactose-4-sulfat durch Sulfatasen in Leukozyten. Als Substrat fir
die Messung an der ITP wurde Galactose-6-sulfat verwendet

(genaue Galactose-Formel: s. Abb. 2).
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3.1 Charakterisierung der Bezugssysteme

3.1.1 Vergleich der Siemens ADVIA 120-Blutbilder im Vollblut und

nach Dextransedimentation

Hintergrund
Eine Aufgabe dieser Arbeit war der Vergleich der Umsetzung verschiedener

Substrate durch die rhASA sowie durch Leukozytenextrakte, die, wie in Kapitel
2.2.2 beschrieben, mittels Dextransedimentation gewonnen wurden. Als
Bezugssystem der Leukozytenextrakie diente die Gesamtleukozytenzahl der
isolierten Leukozyten. Es ist daher von Interesse, das bei dieser Arbeit
erhaltene Differentialblutbild des Siemens ADVIA 120 genauer zu beschreiben.

Der Siemens ADVIA 120 ist fiir die Analyse von Vollblut entwickelt worden, was
bei der Interpretation der Mess-Ergebnisse nach Dextransedimentation
berlcksichtigt werden muss. Wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, wird im
Peroxidasekanal des ADVIA 120 die steigende Peroxidaseaktivitat (X-Achse)
gegen die steigende Streulichtintensitat (Y-Achse), die der Granulierung der
Zellen entspricht und proportional zu der Zellgrésse ist, aufgetragen. Im
Differentialblutbild von Vollblut zeigen sich Monozyten als grosse, schwach
peroxidasepositive Zellen und Lymphozyten als kleine peroxidasenegative
Zellen. Neutrophile Granulozyten lassen sich von diesen durch eine héhere
Peroxidase- und Streulichtaktivitdt abgrenzen. Die Abbildungen 20a und 21a
zeigen die Siemens ADVIA 120-Bilder des Peroxidase- und Basophilenkanals
der Blutprobe, die fir die Messungen der Zellextrakte verwendet wurde, vor (=
Vollblut) und die Abbildungen 20b und 21b nach Dextransedimentation (=
isolierte Leukozyten). Tabelle 8 zeigt die prozentuale Verteilung der Zellen des
Blutbildes im Vollblut und nach Dextransedimentation.
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Abbildung 20a: ADVIA 120 Bild einer Abbildung 20b: ADVIA 120 Bild einer

Vollblutprobe; Peroxidasekanal Blutprobe nach Dextransedimentation;
Peroxidasekanal; die Zellen haben durch
den mechanischen Stress einen Teil der
Myeloperoxidase in den Granula
verloren, weshalb eine Verschiebung in
den Monozytenbereich (4) stattfindet. Die
numerischen Angaben im Ausdruck sind
deshalb falsch.

1 = Rauschen (lysierte Erythrozyten, Thrombozyten); 2 = eosinophile Granulozyten (héchste
Peroxidase-Aktivitat); 3 = Lymphozyten und basophile Granulozyten (klein, peroxidase-negativ);
4 = Monozyten (gross, schwach peroxidasepositiv); 5 = LUC (gross, peroxidase-negativ, u.a.
Blasten und Plasmazellen); 6 = neutrophile Granulozyten (peroxidasepositiv)
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Abbildung 21a: ADVIA 120 Bild einer

Vollblutprobe; Basophilenkanal

Ergebnisse

Abbildung 21b: ADVIA 120 Bild ei einer
Blutprobe nach Dextransedimentation;
Basophilenkanal; Man sieht hier, dass
ein Grossteil der Zellen Granulozyten (3)
sind: da die Zellkerne der neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten (3) sowie
der Lymphozyten und Monozyten (2)
gemessen werden, ist hier die
Zuordnung der Zellen im Gegensatz zum

Peroxidasekanal eindeutig.

1 = Blasten; 2 = Mononukleére Blutzellen (MNBC); 3 = Polymorphkernige Blutzellen (PMBC); 4

= Basophile Granulozyten

Tabelle 8: Angaben des ADVIA 120 zur prozentualen Verteilung der Zellen des Blutbildes im

Vollblut und nach Dextransedimentation

Vollblut Nach  Dextransedimentation
(insgesamt 50 ml) | (insgesamt 11,4 ml)

Leukozyten insgesamt (10%/pl) 8,95 19,46

Neutrophile Granulozyten (%) 73,7 42,7

Eosinophile Granulozyten (%) 0,7 0,5

Basophile Granulozyten (%) 0,4 0,3

Lymphozyten (%) 20,4 7,1

Monozyten (%) 3,8 49,2

Erythrozyten (10°/ul) 4760 50

Thrombozyten (10°/ul) 235 728

95



Ergebnisse

Ergebnis
Durch die Dextransedimentation erhielt man die gesamte

Leukozytenpopulation, d.h. Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten, sowie
eine  Kontamination  durch  Erythrozyten. Weil auch nach der
Dextransedimentation ca. 2,5x so viele Erythrozyten wie Leukozyten (50x10°
Erythrozyten/ul vs. 19,46x10° Leukozyten/ul) in der Probe vorhanden sind (s.
Tab. 8), sind als Bezugssystem bei der Messung die Proteine Hamoglobin (Hb)
und Rinderserumalbumin (BSA) wichtig (s. Kap. 3.1.2 und 3.1.3).

Da die Granulozyten wahrend der Aufarbeitung einen Teil ihrer Granulainhalte,
darunter auch die Myeloperoxidase, in die Umgebung ausschitten, werden sie
im Peroxidasekanal teilweise in das Monozytenfenster verschoben und lassen
sich nicht mehr von der Monozytenwolke trennen. Der numerische
Monozytenwert des Siemens ADVIA 120 ist dadurch félschlicherweise erhéht
und kann nicht als Bezugssystem verwendet werden. Im Basophilenkanal 1&sst
sich jedoch nachweisen, dass es sich zum Grossteil um Granulozyten
(Polymorphkernige  Blutzellen)  handelt. Eine genaue  prozentuale
Verteilungsermittlung der Zellen ist allerdings nur mikroskopisch méglich.

3.1.2 Eichkurve der Standardlésungen fiir die Proteinbestimmung

Dieser Versuch diente dazu, die Extinktion definierter Mengen von BSA und
Hamoglobin zu vergleichen. Dazu wurden BSA- und Hamoglobin-
Standardlésungen hergestellt (s. Kap. 2.1.2.2.1), die als Ausgangslésung zur
Herstellung der Verdinnungslésungen fir die Eichkurve verwendet wurden.
Dabei zeigte sich, dass Hb bei gleicher Proteinmenge eine hdhere Extinktion
als BSA aufweist (s. Abb. 22).
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Abbildung 22: Proteinkurven unter Verwendung von BSA und H&moglobin

als Standard

3.13 Proteinbestimmung der isolierten Leukozyten nach
Dextransedimentation

Far diesen Versuch wurden die Leukozyten wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben
isoliert und mit dem ADVIA 120 die Zellzahl bestimmt (s. Kap. 2.2.1).

Da nach der Leukozytenisolierung mittels Dextransedimentation eine gewisse
Kontamination mit Erythrozyten in den Proben vorhanden war (s. Kap. 3.1.1,
Tab. 8), wurden sowohl Rinderserumalbumin als auch Hadmoglobin, das in den
Erythrozyten vorhanden ist, als Bezugsprotein bei der Erstellung der
Proteinkurve verwendet. Zur Proteinmessung wurden die Leukozytenextrakte
aufgetaut und je 0,8 ml Aqua bidest zugegeben, gut homogenisiert,
anschliessend gemessen (s. Kap. 2.2.4.5) und die Extinktion in Bezug zur BSA-
bzw. Hadmoglobin-Konzentration gesetzt. Tabelle 9 zeigt das Ergebnis.
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Tabelle 9: Proteingehalt von Leukozytenextrakten
unter Verwendung von BSA und Hamoglobin (Hb)

als Bezugsprotein

Probe
Leukozyten/ml| 19,5x10°
Erythrozyten/ml 50x10°
BSA (ug/20ul) 32,5
BSA (ug/10° Leukozyten) |83,6
Hb (ug/20 ul) 28,2
Hb (ug/10° Leukozyten) 72,4

Ergebnis
Die Proben mit einer definierten Menge an Hamoglobin zeigen bei gleicher

Proteinmenge eine etwas hdhere Extinktion an als die Proben mit einer
vorgegebenen Menge an BSA. Unabhangig vom Bezugsprotein (Hb oder BSA)
errechnet sich jedoch fast die gleiche Menge an Proteinen in den Proben (s.
Tab. 9).

3.2 Charakterisierung der ASA aus Extrakten von isolierten
Leukozyten im Vergleich zur rhASA mittels Photometrie

3.2.1 Eichkurve fir das Reaktionsprodukt p-Nitrocatechol

Der Umsatz von p-Nitrocatecholsulfat (obNCS) zu p-Nitrocatechol wird mit Hilfe
der Messung der Extinktion bei 514 nm bestimmt. Dazu wird das gebildete p-
Nitrocatechol durch Zugabe von NaOH zuvor in p-Nitrocatechol-Chinon
Uberfihrt, das dann bei 514 nm gemessen wird. Als Ausgangslésung flr die
Verdinnungsreihe diente die Produktlésung p-Nitrocatechol (s. Kap. 2.1.2.2),
die jeweils mit Na-acetatpuffer 0,5 mol/l weiter verdiinnt und zur Erstellung einer
Eichkurve (s. Abb. 23) =zuvor mit NaOH behandelt wurde. Die
Verdinnungslésungen der Leerwerte wurden ebenso hergestellt, wobei anstatt
der Produktlésung Substratlésung (s. Kap. 2.1.2.2) verwendet wurde.
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Abbildung 23: Eichkurve fir p-Nitrocatechol nach Uberfithrung zu p-Nitrocatechol-ortho-Chinon
mit NaOH

Ergebnis
Die Menge an p-Nitrocatechol-ortho-Chinon verlauft bis zu einer

Extinktionsdifferenz von etwa 3, was ca. 1,2x107 Molen p-Nitrocatechol
entspricht, linear und ist direkt am Diagramm ablesbar (s. Abb. 23).

3.2.2 Zeitabhangiger Abbau von pNCS durch Leukozytenextrakte bei
4°C und 37°C und verschieden langen Inkubationszeiten

Bei diesen Versuchen wurde die ASA-Aktivitat in isolierten Leukozytenextrakten
bei unterschiedlichen Umgebungsbedingungen bestimmt und verglichen.

Dazu wurden die Leukozyten mittels Dextransedimentation isoliert (s. Kap.
2.2.2) und die Enzymextrakte bei 37°C im Wasserbad oder 4°C im Kihlschrank
inkubiert und die ASA-Aktivitat gemessen (s. Kap. 2.2.4.3).

Erwartungsgemass stieg der Umsatz mit zunehmender Inkubationszeit an (s.
Abb. 24).
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Abbildung 24: Abbau von 2x10° Molen/Test pNCS (8 mmol/l) durch ASA (Extrakt aus

49x10* Leukozyten/250 ul Testansatz) bei verschiedenen Temperaturen und mit

verschieden langen Inkubationszeiten

3.23 Umrechnung der Extinktionsdifferenz in Mole Umsatz von
PNCS/Zeit/Zellzahl

Zur Berechnung des Umsatzes von pNCS durch Leukozytenextrakte dienten
die Eichkurve flr das Reaktionsprodukt p-Nitrocatechol (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23)
(zeitabhangiger Abbau von pNCS durch

sowie der vorherige Versuch

Leukozytenextrakte bei 4°C und 37°C, Kap. 3.2.2). Dabei wurde, ausgehend

von der Eichkurve, mit Hilfe der Extinktionsdifferenz bei 1- und 3-stlindiger
Inkubation mit ASA bei 37 °C sowie bei 48-stiindiger Inkubation mit ASA bei 4°C
der Umsatz von pNCS bzw. die Bildung von p-Nitrocatechol-ortho-Chinon

berechnet. Tabelle 10 zeigt das Ergebnis.

Tabelle 10: Umsatz von pNCS/Zeit/Zellzahl

Zeit, Temperatur

Extinktionsdifferenz

Umsatz (x10” Mole)

% Umsatz

Anzahl Leukozyten

1h, 37°C 0,1026 0,0413 0,21 49x10*
3h, 37°C 0,1619 0,0652 0,33 49x10*
48h, 4°C 0,5657 0,2267 1,13 49x10*
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Ergebnis
Nach 1-stindiger Inkubation bei 37°C sind 4,13 nMole pNCS umgesetzt

worden, in den folgenden 2 Stunden weitere 2,39 nMole (s. Tab. 10), was
einem Umsatz von insgesamt 0,33% der im Testansatz vorhandenen Menge an
PNCS entspricht. Der Umsatz von pNCS nimmt demnach bei 37°C mit
zunehmender Inkubationszeit ab. Nach 48-stindiger Inkubation bei 4°C wurden
insgesamt 22,67 nMole pNCS (1,13% der Ausgangsmenge an pNCS)
umgesetzt.

3.24 Abbau von pNCS durch rhASA

Ziel dieses Versuches war es, die Wirksamkeit der rhASA zu bestimmen. Die
Versuche wurden wie in Kapitel 2.2.4.2 beschrieben durchgeflhrt, mit dem
Unterschied, dass statt 50 pl Aqua bidest nur 40 pl Aqua bidest zugeflgt
wurden. Es wurden die Extinktionen bzw. der Umsatz von pNCS bei Zugabe
von 10 ul verschiedener Enzymkonzentrationen (rhASA 1,48 U/ml; 0,296 U/ml;
0,148 U/ml; 5,92 U/ml; 2,96 U/ml, s. Abb. 25a und 25b, Tab. 11a-c) bestimmt.
Um einen optimal messbaren Extinktionsbereich, der im linearen Bereich der
Eichkurve (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23) liegt, zu ermitteln, wurden die Anséatze dieser
Enzymkonzentrationen nach der Inkubation jeweils weiter verdinnt (1:5, 1:10,
1:50, 1:100, 1:200, 1:500 verdinnt) und gemessen, wobei jeweils zwei
unverdlinnte Anséatze inkubiert wurden, von denen einer unverdiinnt gemessen,
der andere zur Herstellung und Messung der weiteren Verdlinnungen
verwendet wurde. Dabei wurden die Ansatze zuerst mit der Verdiinnungslésung
(s. Kap. 2.1.2.2) verdinnt und erst danach 250 pl Natronlauge zu je 250 pl
verdinntem Ansatz zugegeben.

Die Berechnung des Umsatzes erfolgte mit Hilfe der Eichkurve (s. Kap. 3.2.1,
Abb. 23) und unter Berucksichtigung der jeweiligen Verdinnung. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 25a und 25b sowie in den Tabellen 11a,

11b und 11c gezeigt.
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Ergebnisse
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Abbildung 25a: Umsatz von 2x10° Molen/Test pNCS (8 mmol/l) bei verschiedenen rhASA-
Konzentrationen (10 pl rhASA/250 pl Testansatz) nach 1-stlindiger Inkubation bei 37°C;
Messung der unverdiinnten Probe sowie nach weiterer Verdiinnung (1:5, 1:10, 1:50, 1:100

verdiinnt) der Probe zur Ermittlung des optimal messbaren Extinktionsbereiches

Tabelle 11a: Berechnung des Umsatzes von 2x10° Molen/Test pNCS (8 mmol/l) bei
verschiedenen rhASA-Konzentrationen (10 pl rhASA/250 ul Testansatz) nach 1-stiindiger
Inkubation bei 37°C

rhASA 1,48 U/mi rhASA 0,296 U/ml rhASA 0,148 U/ml
Umsatz Umsatz Umsatz
Verdiinnung | % Umsatz | (x10” Mole) | % Umsatz | (x10” Mole) |% Umsatz | (x10”" Mole)
unverdinnt 1,87 0,37 1,40 0,28
1:5 1,80 0,36 1,57 0,32
1:10 41,80 8,36 1,71 0,34 1,52 0,30
1:50 41,75 8,35 1,74 0,35 1,57 0,31
1:100 43,70 8,74 1,67 0,33 0,04 0,01

Wie erwartet zeigte die grésste rhASA-Konzentration (1,48 U/ml) mit 42,42%
Umsatz (8,48x10” Mole) den hdchsten Abbau von pNCS (s. Abb. 25a, Tab.
11a), wobei die Extinktionen der unverdinnten und 1:5 verdiinnten Proben nicht
mehr im linearen Bereich lagen und deshalb nicht flr die Umsatzberechnung
verwendet werden konnten. Mit der rhASA 0,296 U/ml wurde ein Umsatz von
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1,76% (0,35x10 Mole), mit der rhASA 0,148 U/ml ein noch geringerer Umsatz
von ca. 1,22% (0,24x10”" Mole) erreicht.
Abbildung 25b und die Tabellen 11b und 11c zeigen den Umsatz von pNCS
durch héhere rhASA-Konzentrationen (5,92 U/ml; 2,96 U/ml) nach 1- und 2-
stindiger Inkubation bei 37 °C.
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Abbildung 25b: Umsatz von 2x10°® Molen/Test pNCS (8 mmol/l) bei verschiedenen rhASA-
Konzentrationen (10 pl rhASA/250 ul Testansatz) nach 1- und 2-stiindiger Inkubation bei 37 °C;
Messung der Proben nach weiterer Verdiinnung (1:50, 1:100, 1:200, 1:500 verdinnt)

Tabelle 11b: Berechnung des Umsatzes von 2x10® Molen/Test pNCS (8 mmol/l) durch rhASA
5,92 U/ml (10 pl rhASA/250 ul Testansatz) nach 1-und 2-stiindiger Inkubation bei 37°C

rhASA 5,92 U/ml

Inkubation 1h, 37°C 2h, 37°C

Verdiinnung | % Umsatz [Umsatz (x10” Mole) | % Umsatz |Umsatz (x10” Mole)
1:50 88,80 17,76 94,25 18,85

1:100 85,05 17,01 97,55 19,51

1:200 87,50 17,50 99,91 19,98

1:500 88,38 17,68 95,77 19,15
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Tabelle 11c: Berechnung des Umsatzes von 2x10° Molen/Test pNCS (8 mmol/l) durch rhASA
2,96 U/ml (10 pl rhASA/250 pl Testansatz) nach 1-und 2-stiindiger Inkubation bei 37°C

rhASA 2,96 U/ml

Inkubation 1h, 37°C 2h, 37°C

Verdiinnung | % Umsatz  |Umsatz (x10” Mole) | % Umsatz | Umsatz (x10” Mole)
1:50 58,11 11,62 83,81 16,76

1:100 55,18 11,04 81,37 16,27

1:200 51,99 10,40 84,30 16,86

1:500 58,72 11,75 85,03 17,01

Mit der rhASA 5,92 U/ml wurde bei 37°C ein grésserer Umsatz von pNCS 8
mmol/l, nadmlich 87,43% (17,49x107 Mole) nach 1 Stunde Inkubation und
96,87% (19,37x10” Mole) nach 2 Stunden Inkubation, erreicht als mit rhASA
2,96 U/ml, wo der Umsatz nach 1 Stunde mit 11,20x10” Molen 56,00% und
nach 2 Stunden 83,63% (16,73x10” Mole) betrug (s. Abb. 25b, Tab. 11b und
11c). Bei langerer Inkubation stieg die Extinktion und damit der Umsatz von
pNCS, wobei mit der rhASA 2,96 U/ml der Umsatz von pNCS auch nach 2
Stunden nur knapp den Umsatz der rhASA 5,92 U/ml nach 1 Stunde erreichte,
d.h. mit der doppelt so grossen Konzentration von rhASA wurde bereits nach
ca. 1 Stunde soviel umgesetzt wie mit der geringeren Konzentration nach 2
Stunden.

Im Vergleich zum Untersuch mit rhASA 0,296 U/ml, wo nach 1 Stunde 1,76%
(0,35x10” Mole) der Ausgangsmenge an pNCS umgesetzt wurden, zeigte sich
im Ansatz mit rhASA 2,96 U/ml mit einem Abbau von 11,20x10” Molen pNCS
(56,00%) ein ca. 32x héherer Umsatz in derselben Zeit.

3.3 Einfluss der rhASA-Enzymkonzentration auf den Umsatz von
PNCS unter verschiedenen Inkubationsbedingungen:
Optimierung der Testbedingungen

Hintergrund
Bisher wurde der Umsatz von pNCS bei Inkubation in einem gleich bleibenden

Medium, namlich in Puffer + Aqua bidest, untersucht. Bei den folgenden
Untersuchungen ging es darum, den Umsatz von pNCS durch rhASA unter
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Zugabe verschiedener Medien (Aqua bidest, Enzymextrakt aus Leukozyten,
humanes Serumalbumin, 50%iges Serum, 50%iges Heparinplasma) sowie
unterschiedlicher rhASA-Konzentrationen zu untersuchen und zu optimieren,
wobei die Aktivitat der zugrunde liegenden rhASA-Lésung 148 U/ml betrug. Die
Versuche wurden wie in Kapitel 2.2.4.2 beschrieben durchgefihrt.

Eine Extinktion von 1,0 entspricht dabei jeweils einem Umsatz von 0,39x10”
Molen pNCS (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23).

3.3.1 Inkubation bei 4°C fiir 48 Stunden unter verschiedenen
Inkubationsbedingungen

Bei den folgenden Untersuchungen wurden die Reaktionsansatze mit
verschiedenen rhASA-Konzentrationen und Zugabe folgender
Inkubationszusatze gemischt:

a) 50 ul Aqua bidest + 10 yl rhASA
b) 50 ul Enzymextrakt aus Leukozyten + 10 ul rhASA
¢) 50 yl humanes Serumalbumin + 10 ul rhASA

3.3.1.1  Umsatz von pNCS durch rhASA unter Zugabe von Aqua bidest

Beim folgenden Versuch wurde der Umsatz von pNCS durch rhASA unter
Zugabe von Aqua bidest untersucht. Es wurde zuerst eine Versuchsreihe mit
zwischen 1:10 und 1:1000 verdinnter rhASA, danach eine Versuchsreihe mit
Verdinnungen der rhASA zwischen 1:500 und 1:10000 durchgeflhrt. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 26a-c gezeigt.
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Abbildung 26a: Inkubation von 2x10° Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit verschiedenen
rhASA-Konzentrationen (10 yl rhASA/260 pl Testansatz) unter Zusatz von Aqua bidest fiir 48
Stunden bei 4°C. Fir rhASA 1,48 U/ml und rhASA 14,8 U/ml ist keine genaue Umsatz-

Berechnung mdglich, da die Extinktionen >3 und damit nicht mehr im linearen Bereich waren.

Mit der rhASA 0,148 U/ml wurde mit ca. 0,33x10”" Molen pNCS, was ca. 1,65%
der Ausgangsmenge entspricht, nur ein geringer Umsatz von pNCS erreicht,
ohne rhASA wurde wie erwartet kein pNCS umgesetzt (s. Abb. 26a). Die
héheren rhASA-Konzentrationen (1,48 U/ml bzw. 14,8 U/ml) zeigten hier
scheinbar denselben Umsatz an, wobei die Extinktionen >3 und damit im nicht-
linearen Bereich lagen (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23). Deshalb kann nur sicher
angegeben werden, dass der Umsatz >>1,2x10” Mole (entspricht dem Umsatz
bei einer Extinktion von 3, s. Abb. 23) betrug. Es kann jedoch keine genaue
Aussage Uber den tatséchlichen Umsatz von pNCS gemacht werden.

Um den Abbau von pNCS durch rhASA unter denselben Bedingungen genauer
zu bestimmen, wurden Ansatze mit niedrigeren rhASA-Konzentrationen (0,0148
U/ml bis 0,296 U/ml) durchgefihrt. In den Abbildungen 26b und 26¢ sind die
Ergebnisse ersichtlich.
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Abbildung 26b: Inkubation von 2x10° Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit verschiedenen
rhASA-Konzentrationen (10 pl rhASA/260 pl Testansatz) unter Zusatz von Aqua bidest fiir 48
Stunden bei 4°C
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Abbildung 26c¢: Inkubation von 2x10° Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit verschiedenen
rhASA-Konzentrationen (10 pl rhASA/260 pl Testansatz) unter Zusatz von Aqua bidest fiir 48
Stunden bei 4°C

Der Umsatz stieg wie erwartet, je héher die Konzentration von rhASA war (s.
Abb. 26¢). Bei sehr geringen Konzentrationen von rhASA (< 0,148 U/ml) wurde
fast nichts umgesetzt, wobei auch mit der héchsten bei diesem Versuch
benutzten rhASA-Konzentration (0,296 U/ml) nur ein geringer Umsatz von
3,65% (0,73x10” Mole) erreicht wurde (s. Abb. 26b, 26c).
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3.3.1.2 Umsatz von pNCS durch rhASA unter Zugabe von Enzymextrakt
aus Leukozyten

In diesem Ansatz wurde rhASA zu einem Leukozytenextrakt gegeben, um
festzustellen, ob durch die Gegenwart anderer Faktoren, z.B. von
Aktivatorproteinen, die Aktivitdt des Enzyms (rhASA) in irgendeiner Form
modifiziert wird. Wie bei den Versuchen unter Zugabe von Aqua bidest (s. Kap.
3.3.1.1) wurden wieder zwei Versuchsreihen mit rhASA-Konzentrationen von
0,148 U/ml bis 14,8 U/ml und 0,0148 U/ml bis 0,296 U/ml durchgefihrt (s. Abb.
27a, 27b).
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Abbildung 27a: Inkubation von 2x10® Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit verschiedenen
rhASA-Konzentrationen (10 pl rhASA/260 pl Testansatz) unter Zugabe von Enzymextrakt
(Extrakt aus 5x1 0° Leukozyten) fiir 48 Stunden bei 4°C

Bereits der Enzymextrakt alleine ohne Zugabe von rhASA zeigte einen
Substratumsatz, namlich ca. 0,34x10”" Mole, was einer Extinktion von 0,87 und
einem Umsatz von ca. 1,70% entspricht (s. Abb. 27a). Unter Zugabe von rhASA
bereits in der geringsten Konzentration lag die Extinktion im nicht-linearen
Bereich (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23), und der Umsatz von pNCS unter Zugabe von
Enzymextrakt und verschiedenen rhASA-Konzentrationen konnte deshalb in
diesem Versuch nicht verglichen werden.
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Abbildung 27b zeigt die Ergebnisse der Versuchsreihe mit rhASA-
Konzentrationen von 0,0148 U/ml bis 0,296 U/ml, wobei der Umsatz nur im

linearen Bereich (Extinktion bis 3) berlcksichtigt wurde.
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Abbildung 27b: Inkubation von 2x10° Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit verschiedenen
rhASA-Konzentrationen (10 pl rhASA/260 pl Testansatz) unter Zugabe von Enzymextrakt
(Extrakt aus 5x10° Leukozyten) fiir 48 Stunden bei 4°C; Extinktionsergebnisse bei 514 nm mit
Berechnung des entsprechenden Umsatzes von pNCS, wobei nur Werte im linearen Bereich

berlcksichtigt wurden

Wie bei der vorherigen Versuchsreihe (s. Abb. 27a) wurden hier im Gegensatz
zum Umsatz von pNCS durch rhASA unter Zugabe von Aqua bidest bereits
ohne Zugabe von rhASA ca. 0,31x10” Mole p-Nitrocatechol-ortho-Chinon
gebildet (s. Abb. 27b), was daran liegt, dass durch den Enzymextrakt, der
Sulfatasen (ASA und andere) enthélt, bereits Substrat umgesetzt wird. Bei einer
Konzentration der rhASA >0,0592 U/ml war der Umsatz >>1,20x10” Mole
(entspricht dem Umsatz bei einer Extinktion von 3, s. Kap. 3.2.1, Abb. 23). Im
Vergleich zu den Anséatzen unter Zugabe von Aqua bidest (s. Kap. 3.3.1.1, Abb.
26a-c) kam es zu einer deutlichen Steigerung des Umsatzes der rhASA. Beim
Ansatz mit rhASA 0,0296 U/ml wurde unter Zugabe von Leukozytenextrakt mit
ca. 4,70%, was etwa 0,94x10” Molen entspricht, rund 16x mehr pNCS
umgesetzt als unter Zusatz von Aqua bidest, wo mit ca. 0,06x10” Molen nur ca.
0,30% pNCS umgesetzt wurde.
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3.3.1.3 Umsatz von pNCS durch rhASA unter Zugabe von humanem

Serumalbumin

In diesem Ansatz wurde untersucht, inwiefern sich die Aktivitat von rhASA unter
Zugabe von humanem Serumalbumin im Vergleich zur Aktivitdt unter Zugabe
von Enzymextrakt oder der Aktivitdt von rhASA unter Zusatz von Aqua bidest
unterscheidet. Im Gegensatz zu den Untersuchungen unter Zugabe von Aqua
bidest oder Enzymextrakt (s. Kap. 3.3.1.1, 3.3.1.2) wurde nur eine
Versuchsreihe mit rhASA-Konzentrationen von 0,0148 U/ml bis 0,296 U/ml
angesetzt (s. Abb. 28).
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Abbildung 28: Inkubation von 2x10°® Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit verschiedenen rhASA-
Konzentrationen (10 pl rhASA/260 ul Testansatz) unter Zugabe von humanem Serumalbumin
fir 48 Stunden bei 4°C; Extinktionsergebnisse bei 514 nm mit Berechnung des entsprechenden

Umsatzes von pNCS, wobei nur Werte im linearen Bereich berlcksichtigt wurden

Bei sehr geringen rhASA-Konzentrationen (< 0,0296 U/ml) wurde mit 0,07x10”
Molen (0,35%) praktisch dieselbe Menge an pNCS umgesetzt wie beim Ansatz
von rhASA 0,0296 U/ml unter Zugabe von Aqua bidest (0,06x10”7 Mole; 0,30%).
Allerdings stieg die Aktivitat der rhASA bereits bei geringeren Konzentrationen
an (humanes Serumalbumin: ab ca. 0,0296 U/ml) als unter Zugabe von Aqua
bidest (ab ca. 0,0592 U/ml). Mit der rhASA 0,0592 U/ml wurde unter Zusatz von
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humanem Serumalbumin mit ca. 0,82x10”7 Molen (4,10%) rund 7,5x mehr
pNCS umgesetzt als unter Zugabe von Aqua bidest, wo ca. 0,11x10” Mole
(0,55%) pNCS abgebaut wurden.

Zusammenfassung

Wie erwartet war der Umsatz von pNCS durch rhASA unter Zugabe von
Enzymextrakt am grdssten, da hier zusatzlich zur rhASA pNCS auch durch im
Enzymextrakt vorhandene Sulfatasen (ASA und andere) abgebaut wird. Aber
auch wenn diese Aktivitat abgezogen wird, war der Umsatz grésser als bei den
entsprechenden Anséatzen unter Zugabe von Aqua bidest oder humanem
Serumalbumin.

Durch rhASA unter Zugabe von Aqua bidest wurde am wenigsten pNCS, durch
den Enzymextrakt alleine (ohne rhASA) bereits mehr pNCS umgesetzt als mit
der rhASA 0,148 U/ml unter Zusatz von Aqua bidest (0,34x10” Mole vs.
0,28x10” Mole). Unter Zugabe von humanem Serumalbumin ohne rhASA fand
kein Umsatz von pNCS statt, die Aktivitat der rhASA war jedoch grésser als
unter Zusatz von Aqua bidest.

3.3.2 Inkubation von pNCS mit rhASA bei 37°C fiir 0-240 Minuten im
Serum und Plasma

Fir die folgenden Untersuchungen wurde die rhASA ebenso wie bei den in
Kapitel 3.3.1 beschriebenen Ansatzen in verschiedenen Konzentrationen mit
Aqua bidest verdiinnt und die Enzym-Aktivitat unter Zugabe folgender Medien

untersucht:

a) 50 pl 50%iges Serum + 10 uyl rhASA
b) 50 ul 50%iges Heparinplasma + 10 pl rhASA
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3.3.2.1  Umsatz von pNCS durch rhASA unter Zugabe von 50%igem
Serum bei 37°C

In diesem Ansatz (Ergebnisse s. Abb. 29a, 29b) wurde untersucht, ob der
Umsatz von pNCS in Serum, das zusatzlich verschiedene Enzyme enthalt,
grésser ist als unter anderen Umgebungsbedingungen wie z.B. Heparinplasma.
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Abbildung 29a: Zeitabhangigkeit des Umsatzes von 2x10® Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit
verschiedenen rhASA-Konzentrationen (10 pyl rhASA/260 pl Testansatz) unter Zugabe von
50%igem Serum bei 37°C
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Abbildung 29b: Zeitabhangigkeit des Umsatzes von 2x10°® Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit
verschiedenen rhASA-Konzentrationen (10 pyl rhASA/260 pl Testansatz) unter Zugabe von
50%igem Serum bei 37°C; Berechnung des Umsatzes von pNCS im linearen Bereich (s. Kap.
3.2.1, Abb. 23)

Wie in den Abbildungen 29a und 29b zu sehen ist, fand ohne Zugabe von
rhASA und mit Zugabe von rhASA 0,0296 U/ml kein sichtbarer Umsatz statt.
Erst ab einer Zugabe von rhASA in einer Konzentration = 0,148 U/ml wurde p-
Nitrocatechol-ortho-Chinon im messbaren Bereich gebildet.

Der Umsatz von pNCS durch rhASA 0,296 U/ml nach 4 Stunden lag im nicht-
linearen Bereich der Eichkurve von p-Nitrocatechol (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23) und

war >>1,2x10”7 Mole. Er konnte deshalb hier nicht genau berechnet werden.
3.3.2.2 Umsatz von pNCS durch rhASA unter Zugabe von 50%igem
Heparinplasma bei 37°C

Heparin hat viele Sulfate gebunden. Beim folgenden Versuchsansatz wurde
deshalb untersucht, ob diese gebundenen Sulfate die Aktivitat der rhASA bzw.
den Umsatz von pNCS beeinflussen (s. Abb. 30a, 30b).

113



Ergebnisse

Ergebnisse

4.5

4 1 /A
3.5

3
2.5 1

—a— ohne Zugabe von rhASA
—o—rhASA 0,148 U/ml
——rhASA 0,296 U/ml

1.5

Extinktion (514 nm)

I S R O I

Inkubationszeit (Minuten)

Abbildung 30a: Zeitabhangigkeit des Umsatzes von 2x10°® Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit
verschiedenen rhASA-Konzentrationen (10 pl rhASA/260 pl Testansatz) unter Zugabe von
50%igem Heparinplasma bei 37°
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Abbildung 30b: Zeitabhangigkeit des Umsatzes von 2x10°® Molen/Test pNCS (7,7 mmol/l) mit
verschiedenen rhASA-Konzentrationen (10 pl rhASA/260 pl Testansatz) unter Zugabe von
50%igem Heparinplasma bei 37 °C; Berechnung des Umsatzes von pNCS im linearen Bereich
(s. Abb. 23, Kap. 3.2.1)

Wie erwartet fand ohne Zugabe von rhASA im Heparinplasma kein Umsatz statt
(s. Abb. 30a und 30b), das Ergebnis ist ahnlich zu den Untersuchungen von
rhASA unter Zugabe von 50%igem Serum (s. Abb. 29a, 29b, Kap. 3.3.2.1).
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Unter Zugabe von rhASA 0,296 U/ml war der Umsatz von pNCS im
Heparinplasma insgesamt héher, unter Zusatz von rhASA 0,148 U/ml jedoch
geringer als im Serum. Insgesamt wurde also pNCS sowohl in 50%igem Serum

als auch in 50%igem Heparinplasma ungefahr gleich gut abgebaut.

3.4 Umsatz von pNCS durch rhASA 14,8 U/ml und 5,92 U/ml bei
37°C fir 0-120 Minuten

Dieser Versuch wurde wie in Kapitel 2.2.4.2 beschrieben durchgeflhrt, wobei
statt 50 pl Aqua bidest nur 40 pl zugefligt wurden. Es kamen dabei zwei
Verdinnungen der rhASA mit Aqua bidest, namlich 14,8 U/ml und 5,92 U/ml,
zur Anwendung. Die Ansatze wurden bei 37°C inkubiert und vor der Messung
und vor Zugabe von NaOH nochmals 1:50 mit Verdinnungslésung (s. Kap.
2.1.2.2) verdunnt. Abbildung 31 und Tabelle 12 zeigen das Ergebnis, wobei die
Berechnung des Umsatzes mit Hilfe der Eichkurve fir p-Nitrocatechol (s. Kap.
3.2.1, Abb. 23) berechnet und dabei der Verdinnungsfaktor berlicksichtigt

wurde.
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Abbildung 31: Umsatz von 2x10°® Molen/Test pNCS (8 mmol/l) durch rhASA 14,8 U/ml und
5,92 U/ml (10 pl/250 pl Ansatz) bei 37°C fir 0-120 Minuten. Die Messung erfolgte mit 1:50

verdinnten Proben.
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Tabelle 12: Umsatz von 2x10® Molen/Test pNCS (8 mmol/l) durch rhASA 14,8 U/ml und 5,92
U/ml bei 37°C far 0-120 Minuten.
Nitrocatecholsulfat. Die gemessenen Extinktionswerte wurden dafir mit 50 multipliziert
(Verdinnungsfaktor) und unter der Annahme E 1,0=0,39x10” Mole (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23)
hochgerechnet. Somit ergab eine Extinktion von E=1,0 einen Umsatz von 19,68x10'7 Molen

Numerische Berechnung des Umsatzes von p-

pNCS.

rhASA 14,8 U/ml rhASA 5,92 U/ml
Zeit Umsatz Umsatz Umsatz Umsatz
(Minuten) | Extinktion | (x10” Mole) | (%) Extinktion | (x107 Mole) | (%)
0 -0,0021 0,04 0,21 -0,0027 0,05 0,27
5 0,7815 15,38 76,91 0,4334 8,53 42,65
10 0,9284 18,27 91,37 |0,4119 8,11 40,54
15 0,9974 19,68 98,41 0,5634 11,09 55,45
30 1,0684 21,03 105,14 [0,7568 14,90 74,48
45 1,0684 21,03 105,14 |0,8894 17,51 87,53
60 1,1341 22,32 111,61 [0,9229 18,17 90,83
90 1,0174 20,03 100,13 [1,0587 20,84 104,19
120 1,0815 21,29 106,43 |[1,0808 21,27 106,37

Mit der rhASA 14,8 U/ml wurde bereits nach 15 Minuten ein nahezu 100%iger
Umsatz von pNCS erreicht, mit der rhASA 5,92 U/ml nach 90 Minuten (s. Abb.
31, Tab. 12).

Nach 5 Minuten wurde unter Zugabe von rhASA 14,8 U/ml fast die doppelte
Menge an pNCS umgesetzt als mit rhASA 5,92 U/ml, nach 10 Minuten mehr als
doppelt soviel. Danach nimmt die Differenz des Umsatzes beider rhASA-
Konzentrationen immer mehr ab, wobei mit rhASA 14,8 U/ml nach 15 Minuten
bereits 98% pNCS abgebaut wurden, mit rhASA 5,92 U/ml nach 60 Minuten
rund 90%. Nach 90 und 120 Minuten Inkubationszeit ist insgesamt in beiden
Probenansétzen praktisch gleich viel Substrat, ndmlich rund 100%, umgesetzt
worden bzw. p-Nitrocatechol entstanden.

116



Ergebnisse

3.5 Verfolgung des Umsatzes von 3-Sulfo-Galactocerebrosid zu
Galactocerebrosid durch rhASA mit Hilfe der
Dinnschichtchromatographie

Hintergrund
Bei den photometrischen Bestimmungen der Aktivitat der rhASA wurde pNCS

als Substrat verwendet, das ein kinstliches Substrat der rhASA darstellt und
dessen Umsatz anhand der Extinktion gemessen werden kann. Es gibt
allerdings kein photometrisches Verfahren, das den Abbau des naturlichen
Substrats der ASA, 3-Sulfo-Galactocerebrosid (Sulfatid), messen kann. Um
auch den Umsatz von 3-Sulfo-Galactocerebrosid untersuchen zu kénnen,
wurden deshalb Versuche mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie (s. Kap.
2.2.5) durchgefuhrt.

3.5.1 Sulfatid und Galactocerebrosid geldst in CHCI3/CH3;OH (2:1)

Der folgende Ansatz wurde wie in Kapitel 2.2.5.1 beschrieben durchgefihrt,
wobei es die Aufgabe war, die sichtbaren Banden Sulfatid oder
Galactocerebrosid zuzuordnen und so zu identifizieren. Abbildung 32 zeigt das

Ergebnis.

Galactocerebrosid

Sulfatid

Auftragungsstelle

Abbildung 32: Duinnschichtchromatogramm von Sulfatid 0,12
mmol/l (1); Sulfatid 0,06 mmol/l, Galactocerebrosid 0,5 mmol/l (2);
Galactocerebrosid 1 mmol/l (3) geldést in CHCI;/CH;OH (2:1). Es
wurden entweder 10 pl Sulfatid und Galactocerebrosid (2) oder 5 pl

Sulfatid (1) bzw. 5 yl Galactocerebrosid (3) aufgetragen.
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Ergebnis
Man sieht in den jeweiligen Ansatzen die Banden von Sulfatid und

Galactocerebrosid (s. Abb. 32), die sich sehr gut voneinander abgrenzen und
identifizieren lassen.

3.5.2 Galactocerebrosid und/ oder Sulfatid gelost in Na-acetatpuffer
25 mmol/l, pH 5 und CHCI3/CH30H (2:1)

Ziel dieses Versuchs war es, herauszufinden, ob sich Galactocerebrosid und

Sulfatid unter Zugabe von Na-acetatpuffer anders verhalten bzw. wie sie sich in

der lipophilen Phase, die aufgetragen wurde, I6sen (s. Abb. 33).

alactocerebrosid

Sulfatid

uftragungsstelle

Abbildung 33: Dilnnschichtchromatogramm von Sulfatid 0,11
mmol/l (1); Sulfatid 0,06 mmol/l, Galactocerebrosid 0,46 mmol/l (2);
Galactocerebrosid 0,91 mmol/l (3) geldst in Na-acetatpuffer 25
mmol/l, pH5 und CHCIs/CH3;OH (2:1). Es wurden entweder 10 pl
Sulfatid und Galactocerebrosid (2) oder 5 ul Sulfatid (1) oder 5 pl
Galactocerebrosid (3) aufgetragen.

Ergebnis
Bei diesem Versuch lassen sich sowohl Galactocerebrosid als auch Sulfatid gut

voneinander abgrenzen (s. Abb. 33) und Iésen sich auch im Beisein von Na-
acetatpuffer 25 mmol/I gut in der lipophilen Phase.
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3.53 Na-acetatpuffer 25 mmol/l und CHCI3;/CH3;OH (2:1) mit oder ohne
Zugabe von Taurocholat 1%, Taurocholat 1% und Sulfatid oder
Taurocholat 1% und Galactocerebrosid

Mit den folgenden Ansétzen, die wie in Kapitel 2.2.5.3 beschrieben durchgefihrt
wurden, wurde untersucht, wie sich Taurocholat 1% in 25 mmol/l Na-
acetatpuffer und CHCI3/CH3;OH (2:1) (Verdinnungslésung) verhalt und ob
Galactocerebrosid und Sulfatid unter Zugabe von Taurocholat immer noch
identifizierbar sind. Das Ergebnis ist in Abbildung 34 gezeigt.

Taurocholat?

Galactocerebrosid?
Sulfatid?
Taurocholat?

Taurocholat?

Auftragungsstelle

Abbildung 34: Dinnschichtchromatogramm von Na-acetatpuffer 25
mmol/l und CHCI3/CH;0OH (2:1) mit oder ohne Zugabe von Taurocholat
1%, Taurocholat 1% und Sulfatid 0,03 mmol/l oder Taurocholat 1%
und Galactocerebrosid 0,24 mmol/l. Es wurden jeweils 5 ul pro Probe
aufgetragen.

1 = Puffer und CHCI;/CHsOH (2:1); 2 = Taurocholat, Puffer und
CHCI3/CH30OH (2:1); 3 = Taurocholat, Galactocerebrosid, Puffer und
CHCI3/CH3sOH  (2:1); 4 = Taurocholat, Sulfatid, Puffer und
CHCI3/CH30H (2:1)

Ergebnis

Unter Zugabe von Taurocholat sind weder Galactocerebrosid noch Sulfatid
einer bestimmten Bande zuzuordnen (s. Abb. 34). Es ist anzunehmen, dass
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hier Taurocholat in seine Bestandteile aufgetrennt wird und diese in der
Dunnschichtchromatographie sichtbar werden.

3.54 Messung des Umsatzes von 3-Sulfo-Galactocerebrosid zu
Galactocerebrosid durch rhASA (1,48 U/ml oder 14,8 U/ml) nach
4 Stunden bei 37°C in Taurocholat- und Albumin-/ Na-
acetatpufferlosung

Der folgende Versuch wurde wie in Kapitel 2.2.5.4 beschrieben durchgefihrt.
Es wurde dabei untersucht, ob das natlrliche Substrat der ASA, 3-Sulfo-
Galactocerebrosid, von der rhASA auch messbar umgesetzt wird (s. Abb. 35).

Taurocholat?

"« Taurocholat?

<« Taurocholat?

< Taurocholat?

« Taurocholat?

1 2 w, 3 ]

S S A e —Y..... <« Auftragungsstelle

Abbildung 35: Diinnschichtchromatogramm von Sulfatid 0,1
mmol/l und Taurocholat 1% nach 4-stindiger Inkubation bei
37°C gelést in Na-acetatpuffer und Serumalbumin ohne
Zugabe von rhASA (1) oder mit Zugabe von rhASA 1,48
U/ml (2) oder rhASA 14,8 U/ml (3). Es wurden je 5 pl

aufgetragen.

Ergebnis
Es sind in jedem Ansatz dieselben Banden sichtbar (s. Abb. 35), so dass nicht

erkannt werden kann, ob Sulfatid von der rhASA umgesetzt wurde oder nicht.
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3.55 Messung des Umsatzes von 3-Sulfo-Galactocerebrosid zu
Galactocerebrosid durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-stindiger
Inkubation bei 37°C in Taurocholat- und Na-acetatpuffer- oder
Taurocholat- und Albumin-/ Na-acetatpufferlésung

Bei den folgenden Ansatzen wurde untersucht, ob Sulfatid durch rhASA
umgesetzt wird und ob es in Na-acetatpuffer 25 mmol/l gleich gut abgebaut wird
wie in Albumin-/ Na-acetatpufferlésung. Die Proben wurden wie in Kapitel
2.2.5.5 beschrieben angesetzt, das Ergebnis wird in Abbildung 36 gezeigt.

Sulfatid

= :—.- - - Auftragungsstelle
Abbildung 36: Dinnschichtchromatogramm von Sulfatid

0,1 mmol/l und Taurocholat 1% geldst in Na-acetatpuffer

und Aqua bidest (1), Na-acetatpuffer und rhASA 14,8 U/ml

(2) oder Na-acetatpuffer/Albumin und rhASA 14,8 U/ml (3)

nach 2-stindiger Inkubation bei 37°C. Es wurden jeweils 5

ul aufgetragen.

Ergebnis
Im Ansatz 1 lasst sich ev. 3-Sulfo-Galactocerebrosid (Sulfatid) abgrenzen (s.

Abb. 36). Galactocerebrosid ist in den Ansatzen 2 und 3 nicht mit Sicherheit

bestimmbar, so dass unsicher ist, ob Sulfatid umgesetzt wurde.
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3.5.6 Messung des Umsatzes von 3-Sulfo-Galactocerebrosid zu
Galactocerebrosid durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-stindiger
Inkubation bei 37 °C in Na-acetatpuffer- oder Albumin-/ Na-
acetatpufferlésung

Beim folgenden Versuch wurde der Umsatz von Sulfatid durch rhASA bei
verschiedenen Umgebungsbedingungen (Na-acetatpuffer oder Albumin-/ Na-
acetatpuffer) ndher untersucht. Da Sulfatid sowohl hydrophile als auch lipophile
Anteile besitzt, wurden die lipophile und hydrophile Phase aufgetragen, um zu
sehen, ob es unter diesen Versuchsbedingungen in der hydro- oder lipophilen
Phase sichtbar ist. Der Versuch wurde wie in Kapitel 2.2.5.6 beschrieben
durchgefthrt. Abbildung 37 zeigt das Ergebnis.

Abbildung 37: Dunnschichtchromatogramm von Sulfatid 0,2 mmol/l geldst in Na-

acetatpuffer oder Na-acetatpuffer/Aloumin nach 2-stiindiger Inkubation bei 37°C mit 5 pl
Aqua bidest oder 5 pl rhASA 14,8 U/ml. Es wurden jeweils 5 pl aufgetragen.
1+2 = Referenzansatz (Sulfatid 0,11 mmol/l, Galactocerebrosid 0,91 mmol/l): hydrophile
(1) und lipophile (2) Phase; 3+4 = Puffer/Albumin und rhASA 14,8 U/ml: hydrophile (3)
und lipophile (4) Phase; 5+6 = Puffer und rhASA 14,8 U/ml: hydrophile (5) und lipophile
(6) Phase; 7+8 = Puffer/Albumin und Aqua bidest: hydrophile (7) und lipophile (8) Phase

Ergebnis
In den hydrophilen Phasen ist bei allen Ansatzen weder Galactocerebrosid

noch Sulfatid zu sehen, da sich beide Substanzen in der lipophilen Phase I6sen
(s. Abb. 37). Galactocerebrosid ist nur im Test-Ansatz (Ansatze 1+2) und dort
auch nur in der lipophilen Phase (2) sichtbar, Sulfatid, das in der lipophilen
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Phase aller Ansatze sichtbar ist, wird somit in dieser Versuchsanordnung von
der rhASA nicht abgebaut.

3.5.7 Messung des Umsatzes von 350 umol/l Sulfatid gelést in 25
mmol/l Na-acetatpuffer pH 5,0, 5 mmol/l MgCl, und 0,3%
Taurocholat durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-stiindiger
Inkubation bei 37°C

Dieser Versuch wurde wie in Kapitel 2.2.5.7 beschrieben durchgefuhrt. Dabei
wurde untersucht, ob Sulfatid von der rhASA abgebaut wird, wenn es in Na-
acetatpuffer geldst ist (s. Abb. 38).

-|Auftragungsstelle

Abbildung 38: Dlnnschichtchromatogramm von 350 pmol/l Sulfatid oder Aqua bidest

geldst in 25 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5,0, 5 mmol/l MgCl, und 0,3% Taurocholat nach
2-stindiger Inkubation bei 37 °C mit rhASA 14,8 U/ml. Es wurden je 10 pl der Ansatze 1-3
und je 10 ul der lipophilen Phase der Ansatze 4-6 aufgetragen.

1-83 = Zugabe von Methanol; 4-6 = Zugabe von CHCI3/CH;0H (2:1); 1+4 = Taurocholat
und Puffer ohne Sulfatid; 2+5 = Reaktionsansatz (mit Sulfatid) und Aqua bidest; 3+6 =
Reaktionsansatz (mit Sulfatid) und rhASA 14,8 U/ml; S = Sulfatid; G = Galactocerebrosid

Ergebnis
Im Reaktionsansatz ohne rhASA (2+5) ist Sulfatid (S) sichtbar (s. Abb. 38).

Davon unterscheidet sich der Reaktionsansatz nach Inkubation mit rhASA
(3+6), in dem kein Sulfatid, dafiir Galactocerebrosid (G) sichtbar ist, was den
Abbau des Substrats durch rhASA beweist.
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3.5.8 Messung des Umsatzes von 350 umol/l Sulfatid mit 5 mmol/l
MgCl, und Taurocholat sowie Na-acetatpuffer pH 5
verschiedener Konzentrationen durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-
stindiger Inkubation bei 37°C

Ziel der folgenden Ansatze, die wie in Kapitel 2.2.5.8 beschrieben durchgefihrt
wurden, war es zu untersuchen, ob unterschiedliche Konzentrationen an Na-

acetatpuffer und Taurocholat den Umsatz von Sulfatid durch rhASA

beeinflussen. Das Ergebnis ist in Abbildung 39 gezeigt.

1 2 3 4 5

e e e e SR Y ~umenn <= Auftragungsstelle

Abbildung 39: Dinnschichtchromatogramm von 350 pymol/l Sulfatid (70 nMole) gelést in
Na-acetatpuffer und Taurocholat verschiedener Konzentrationen und 5 mmol/l MgCl,
nach 2-stiindiger Inkubation mit 10 pl rhASA 14,8 U/ml

1+2 = 25 mmol/l Na-acetatpuffer, 5 mmol/l MgCl,, 0,3% Taurocholat, pH bei 37°C:
5,11; 1 = ohne rhASA, 2 = Zugabe von rhASA 14,8 U/ml;

3+4 = 12,5 mmol/l Na-acetatpuffer, 5 mmol/l MgCl,, 0,3% Taurocholat, pH bei 37°C:
5,22; 3 = ohne rhASA, 4 = Zugabe von rhASA 14,8 U/ml

5+6 = 12,5 mmol/l Na-acetatpuffer, 5 mmol/l MgCl,, 0,15% Taurocholat, pH bei 37°C:
5,11; 5 = ohne rhASA, 6 = Zugabe von rhASA 14,8 U/ml

S = Sulfatid; G = Galactocerebrosid; es wurden je 20 pl der lipophilen Phase aufgetragen.

Ergebnis
Sulfatid (S) wird zwar zu Galactocerebrosid (G) umgesetzt (s. Abb. 39),

allerdings nicht so gut wie beim vorausgehenden Versuch (s. Kap. 3.5.7, Abb.
38), bei dem die Na-acetatpuffer-Konzentration mit 25 mmol/l konstant war. Es
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stellt sich jetzt die Frage, ob auch Taurocholat von der rhASA umgesetzt wird
durch Abspaltung von Sulfat und somit in Konkurrenz zu Sulfatid tritt.

3.5.9 Messung des Umsatzes von Sulfatid gel6st in Taurocholat 0,3%
(rein oder unrein), MgCl, 5 mmol/l und Na-acetatpuffer 25 mmol/I
durch rhASA (14,8 U/ml) nach 2-stiindiger Inkubation bei 37°C

Die bisherigen Versuche wurden jeweils mit Taurocholat in unreiner Form
durchgefthrt. Um zu untersuchen, ob rhASA auch die dadurch in den Proben
vorhandenen Verunreinigungen von Taurocholat umsetzt, indem Sulfat
abgespalten wird, wurden die in Abbildung 40 gezeigten Anséatze wie in Kapitel
2.2.5.9 beschrieben angesetzt und aufgetragen. Dabei sollten die Proben mit

Taurocholat in unreiner und reiner Form miteinander verglichen werden.

Abbildung 40: Dinnschichtchromatogramm von 0,3% Taurocholat rein oder unrein mit
oder ohne 350 pymol/l Sulfatid oder rhASA 14,8 U/ml. Es wurden je 20 pl der lipophilen
Phase aufgetragen.

1 = Taurocholat unrein mit Aqua bidest; 2 = Taurocholat unrein mit rhASA; 3 = Taurocholat
unrein und Sulfatid mit Aqua bidest; 4 = Taurocholat unrein und Sulfatid mit rhASA; 5 =
Taurocholat rein und Sulfatid mit Aqua bidest; 6 = Taurocholat rein und Sulfatid mit rhASA;
7 = Taurocholat rein; S = Sulfatid; G = Galactocerebrosid

Ergebnis
Sulfatid (S) ist nur in den Ansétzen sichtbar, denen es tatséchlich zugefligt

wurde (s. Abb. 40). Im Ansatz 4 kénnte Galactocerebrosid (G) sichtbar sein,
was darauf hinweisen wirde, dass Sulfatid in diesem Ansatz tatsdchlich
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abgebaut wurde, wobei in den Ansatzen mit reinem Taurocholat kein

Galactocerebrosid zu erkennen ist.

Zusammenfassung

In der Dunnschichtchromatographie ist sowohl 3-Sulfo-Galactocerebrosid
(Sulfatid), das natlrliche Substrat der ASA, als auch Galactocerebrosid, das
durch Sulfat-Abspaltung aus Sulfatid entsteht, sichtbar. Es kann mit dieser
Methode der Abbau von Sulfatid durch rhASA nachgewiesen werden, wobei in
den Versuchen mit Taurocholat als Zusatz die Bildung von Galactocerebrosid
nicht mit Sicherheit festzustellen ist, da sich die verschiedenen Substanzen

dann in den DlUnnschichtchromatogrammen nicht mehr unterscheiden lassen.

3.6 Untersuchungen mit der Isotachophorese

Aufgabe der folgenden Untersuchungen war es, den Umsatz verschiedener
Substanzen durch rhASA sowie Sulfatasen aus Leukozyten- und
Granulozytenextrakt mit Hilfe der analytischen Isotachophorese (ITP) zu
untersuchen. Dabei sollte die Anwendung der Isotachophorese fir Versuche mit
der rhASA etabliert und der Umsatz verschiedener Substanzen durch rhASA
bzw. Leukozytenextrakte miteinander verglichen werden.

Mit Ausnahme des Versuchs zur Adaptation der Reaktionsansatze im Hinblick
auf die anschliessende Messung mit der ITP (s. Kap. 3.6.1), der mit Hilfe der
Photometrie (s. Kap. 2.2.4) durchgefihrt wurde, wurden alle folgenden
Versuche wie im Kapitel zur Isotachophorese beschrieben durchgefihrt (s. Kap.
2.2.6).

3.6.1 Adaptation der Reaktionsansatze im Hinblick auf die
anschliessende Messung mit der ITP

Hintergrund
Der fur die ITP verwendete Leitelektrolyt enthdlt 10 mmol/l HCI, der

Endelektrolyt 10 mmol/l Capronsaure (s. Kap. 2.1.2.4). Die zu analysierende
Komponente sollte nach Md&glichkeit in einem Konzentrationsbereich von 0,1
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mmol/l bis ca. 5 mmol/l vorliegen. Aus diesem Grund sollten auch die anderen
ionischen Komponenten des Reaktionsansatzes nicht viel héher als 5 mmol/l
sein. Die Konzentrationen von Na-acetat und NaCl im Inkubationspuffer fiir die
standardmassig durchgefiihrten photometrischen Bestimmungen mit pNCS sind
jedoch héher, so dass diese Konzentrationen fir die ITP drastisch reduziert
werden mussen. Bei diesem Versuch wurde untersucht, ob der Umsatz von
pPNCS auch bei veradnderten Konzentrationen von Na-acetatpuffer in einem
vergleichbaren AusmafB ablauft, und es sollten die Bedingungen im Hinblick auf
ein geeignetes Testsystem fir die ITP optimiert werden.

In den Versuchsansatzen, die wie in Kapitel 2.2.4.4 beschrieben angesetzt
wurden, befanden sich folgende Konzentrationen: NaCl 8 mmolll,
Natriumpyrophosphat 5 mmol/l und p-Nitrocatecholsulfat 10 mmol/l.

Die Abbildungen 41a-c sowie Tabelle 13 zeigen das Ergebnis.

m Leukozytenextrakt mit

5 - Aqua bidest

@ Leukozytenextrakt mit
rhASA 0,148 U/ml

— O Leukozytenextrakt mit
rhASA 1,48 U/ml

Umsatz (x10”7 Mole)
N

I I [ — I
15 Minuten 60 Minuten 12 Stunden

Inkubationszeit

Abbildung 41a: Photometrische Messung des Umsatzes von 2 pMolen/Ansatz pNCS
(7,69 mmol/l) durch Leukozytenextrakt (Extrakt aus 49x10* Leukozyten/Test) und
rhASA (10 pl/260 ul Ansatz) gelést in verschieden hoch konzentrierten Acetatpuffern
bei 37°C-

Essigsaure und Na-acetat je 500 mmol/l: Berechnung des Umsatzes von pNCS. Der
Umsatz wurde mit Hilfe der Eichkurve (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23) berechnet und bei den
Ansatzen unter Zugabe von rhASA 0,148 U/ml und 1,48 U/ml mit 10

(Verdinnungsfaktor) multipliziert.
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4.5
4 —1 |
o 3.5 —_
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'§ 1.5 || |OLeukozytenextrakt mit
£ rhASA 1,48 U/mi
=) 1 —_
0.5 —_
. . __I
15 Minuten 60 Minuten 12 Stunden
Inkubationszeit

Abbildung 41b: Photometrische Messung des Umsatzes von 2 puMolen/Ansatz pNCS
(7,69 mmol/l) durch Leukozytenextrakt (Extrakt aus 49x10* Leukozyten/Test) und
rhASA (10 ul/260 pl Ansatz) geldst in verschieden hoch konzentrierten Acetatpuffern
bei 37°C.

Essigsaure und Na-acetat je 50 mmol/l: Berechnung des Umsatzes von pNCS. Der
Umsatz wurde mit Hilfe der Eichkurve (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23) berechnet und bei den
Ansétzen unter Zugabe von rhASA 1,48 U/ml mit 10 (Verdlinnungsfaktor) multipliziert.

4.5
4
o 3.5 1 -
° m Leukozytenextrakt mit Aqua
= 37 bidest
',c_’ 2.5 | |mLeukozytenextrakt mit rhASA
x5 || 0,148 U/ml
N
8 15 O Leukozytenextrakt mit rhASA
£ 1,48 U/ml
S5 11 —
0.5 -
0 i | — 4|
15 Minuten 60 Minuten 12 Stunden
Inkubationszeit

Abbildung 41c: Photometrische Messung des Umsatzes von 2 pMolen/Ansatz pNCS (7,69
mmol/l) durch Leukozytenextrakt (Extrakt aus 49x10* Leukozyten/Test) und rhASA (10 pl/260
ul Ansatz) geldst in verschieden hoch konzentrierten Acetatpuffern bei 37 °C.

Essigsaure und Na-acetat je 10 mmol/l: Berechnung des Umsatzes von pNCS. Der Umsatz
wurde mit Hilfe der Eichkurve (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23) berechnet und bei den Ansatzen unter
Zugabe von rhASA 1,48 U/ml mit 10 (Verdinnungsfaktor) multipliziert.
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Tabelle 13: Abhangigkeit des Umsatzes von 2 pMolen/Ansatz pNCS (7,69 mmol/l) durch
Leukozytenextrakt (Extrakt aus 49x10* Leukozyten/Test) und rhASA (10 pl/260 pl Ansatz)
geldst in verschieden hoch konzentrierten Na-acetatpuffern bei 37°C (Umsatz x107 Mole

gebildetes p-Nitrocatechol)

Aqua bidest rhASA 0,148 U/ml |rhASA 1,48 U/ml

Umsatz Umsatz Umsatz Essigsaure-,
Inkubations- | (x107  |Umsatz |(x107 |Umsatz |(x107 |Umsatz |Na-acetatpuffer-
zeit Mole) (%) Mole) (%) Mole) (%) Konzentration

0,004 0,02 0,10 0,50 0,87 4,35 500 mmol/l

0,007 0,035 0,08 0,40 0,79 3,95 50 mmol/l

15 Minuten 0,006 0,03 0,08 0,40 1,04 5,20 10 mmol/l

0,020 0,10 0,25 1,25 2,78 13,90 500 mmol/l

0,013 0,07 0,14 0,70 2,16 10,80 50 mmol/l

60 Minuten 0,006 0,03 0,13 0,65 2,05 10,25 10 mmol/l

0,076 0,38 0,62 3,10 6,79 33,95 500 mmol/l

0,041 0,21 0,35 1,75 4,11 20,55 50 mmol/l

12 Stunden 0,048 0,24 0,34 1,70 3,96 19,80 10 mmol/l

Ergebnis
Die Ansatze mit Leukozytenextrakt und Aqua bidest (ohne rhASA) zeigten

erwartungsgemass den geringsten Umsatz, die Ansatze mit Leukozytenextrakt
und rhASA 1,48 U/ml den gréssten Abbau von pNCS (s. Abb. 41a-c, Tab. 13).
Insgesamt wurde in den Ansatzen mit 500 mmol/l Na-acetatpuffer am meisten
PNCS umgesetzt (ca 34% nach 12 Stunden), wobei auch in den anderen Na-
acetatpuffer-Konzentrationen ein Abbau von pNCS bzw. die Entstehung von p-
Nitrocatechol nachweisbar war. Daraus folgt, dass auch bei einer Na-
acetatpuffer-Konzentration von 10 mmol/l der Umsatz von pNCS gentgend
hoch ist und dieser Reaktionsansatz fiir die ITP geeignet ware.
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3.6.2 Untersuchungen des Abbaus verschiedener Substrate
(Sulfate) durch rhASA

Hintergrund
Aufgabe der folgenden Untersuchungen, die wie in den Kapiteln 2.2.6.2.1-

2.2.6.2.6 beschrieben durchgefiihrt wurden, war es, den Abbau verschiedener
Substrate durch rhASA mit Hilfe der Isotachophorese nachzuweisen.

3.6.2.1  Abbau von pNCS durch rhASA

Ziel dieser Versuche, die wie in Kapitel 2.2.6.2.1 beschrieben durchgefiihrt
wurden, war es, den Abbau von pNCS durch rhASA mit Hilfe der ITP
nachzuweisen und mit den photometrischen Versuchen unter denselben
Bedingungen (s. Kap. 3.6.1) zu vergleichen. Dazu wurden 2 Reaktionsansatze,
namlich mit rhASA 1,48 U/ml und rhASA 14,8 U/ml, angesetzt und der Abbau
nach 0, 2 und 20 Stunden (rhASA 1,48 U/ml) bzw. nach 0, 1, 2, 4 und 24
Stunden (rhASA 14,8 U/ml) untersucht. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen
42a und 42b, die Isotachogramme nach 0, 4 und 24 Stunden Inkubationszeit in
den Abbildungen 43a-f gezeigt.
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Ergebnisse der Inkubation mit rhASA 1.48 U/ml

120

100

80 -

40 -

pNCS (%)

20 -

0
0 2 20

Inkubationszeit (Stunden)

Abbildung 42a: Inkubation von 10” Molen/Ansatz pNCS (10 mmol/l) gelést in 10 mmol/l Na-
acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l mit 10 yl rhASA 1,48 U/ml bei 37°C. Zum
Zeitpunkt 0 wurden 200 pl (von insgesamt 1050 pl Ansatz) entnommen und 10 pl rhASA 1,48
U/ml zugeflgt. Fur die Messung mit der Isotachophorese wurden jeweils 30 ul der Proben mit

120 pl Aqua bidest verdiinnt. Mess-Ergebnisse des UV-Detektors (254 nm).

Mit der ITP liess sich kein Abbau von pNCS durch rhASA 1,48 U/ml
nachweisen. Auch nach 20 Stunden Inkubation zeigte sich hier, im Gegensatz
zu den photometrischen Untersuchungen unter den gleichen Bedingungen (s.
Kap. 3.6.1), wo ein Abbau von pNCS von ca. 20% festgestellt wurde, kein
Umsatz von pNCS (s. Abb. 42a).
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Ergebnisse der Inkubation mit rhASA 14.8 U/ml

120

100

80 -

40 -

pNCS (%)

20 -

0
0 1 2 4 24

Inkubationszeit (Stunden)

Abbildung 42b: Inkubation von 10" Molen/Ansatz pNCS (10 mmol/l) gelést in 10 mmol/l Na-
acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l mit 10 yl rhASA 14,8 U/ml bei 37°C. Zum
Zeitpunkt 0 wurden 200 pl (von insgesamt 1050 pl Ansatz) entnommen und 10 pl rhASA 14,8
U/ml zugefligt. Entnahme weiterer 200 ul zu den Zeitpunkten 1, 2, 4 und 24 Stunden. Fir die
Messung mit der Isotachophorese wurden jeweils 30 pl der Proben mit 120 yl Aqua bidest
verdinnt. Mess-Ergebnisse des UV-Detektors (254 nm). Die Isotachogramme nach 0, 4 und 24

Stunden Inkubation sind in den Abbildungen 43a-f gezeigt.
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Abbildung 43a: Leitfahigkeitssignal nach
0 Stunden Inkubation

Abbildung 43b: UV-Signal (254 nm) nach
0 Stunden Inkubation
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Abbildung 43c: Leitfahigkeitssignal nach
4 Stunden Inkubation

Abbildung 43d: UV-Signal (254 nm) nach
4 Stunden Inkubation
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Abbildung 43e: Leitfahigkeitssignal nach
24 Stunden Inkubation

Abbildungen 43a-f: Isotachogramme des Umsatzes von 10° Molen/Ansatz pNCS (10 mmol/l)
geldst in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l mit rhASA 14,8 U/ml
bei 37°C nach 0, 4 und 24 Stunden. Zum Zeitpunkt 0 wurden 200 ul (von insgesamt 1050 pl
Ansatz) entnommen und 10 pl rhASA 14,8 U/ml zugefiigt. Entnahme weiterer 200 pl zu den

Zeitpunkten 1, 2, 4 und 24 Stunden. Fir die Messung mit der Isotachophorese wurden jeweils

Abbildung 43f: UV-Signal (254 nm) nach
24 Stunden Inkubation

30 pl der Proben mit 120 pl Aqua bidest verdinnt.
L = Leitelektrolyt; T = Endelektrolyt; 1 = pNCS; 2 = Na-acetatpuffer
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Durch Inkubation mit rhASA 14,8 U/ml zeigte sich nach 24 Stunden eine
Abnahme von pNCS auf 16,75% (von 10x10® Molen auf ca. 1,7x10® Mole), es
wurden also rund 83% des Substrates abgebaut (s. Abb. 42b, 43a-f). Im
Vergleich zu den photometrischen Untersuchungen unter denselben
Bedingungen (s. Kap. 3.6.1) ist eine hdhere pNCS-Abnahme nétig (ca. >5%),
um den Umsatz von pNCS durch rhASA mittels ITP nachzuweisen, was
vermutlich daran liegt, dass zwar pNCS, nicht jedoch das Produkt p-
Nitrocatechol in der ITP messbar ist und dass SO,* eine sehr dhnliche Mobilitat
zu CI" hat und deshalb schlecht detektierbar ist.

3.6.2.2 Abbau von Ascorbylsulfat durch rhASA

Bei den folgenden Versuchen wurde die Stabilitdt von Ascorbylsulfat, Ascorbat
und Ascorbylphosphat sowie der Abbau von Ascorbylsulfat durch rhASA mittels
ITP untersucht.

3.6.2.2.1 Isotachophorese von Ascorbylsulfat und Ascorbat

Hintergrund
RhASA kann Ascorbylsulfat zu Ascorbat und Sulfat (SO4*) umsetzen.

Grundsatzlich sind alle 3 Komponenten mit Hilfe der ITP messbar.

Aufgabe des folgenden Versuches war es, die Nachweisbarkeit von
Ascorbylsulfat und Ascorbat mit Hilfe der ITP zu zeigen sowie die Stabilitat
beider Substanzen zu untersuchen und eine Eichkurve zu erstellen. Dafir
wurden die Versuchsansatze wie in Kapitel 2.2.6.2.2 beschrieben angesetzt,
wobei die Ansatze vor der Messung nicht verdinnt wurden. Die Abbildungen
44a-d zeigen exemplarisch die Isotachogramme der Ansétze mit Ascorbat und
Ascorbylsulfat je 0,5 mmol/l und 0,25 mmol/l und Abbildung 45 die Eichkurve.
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Abbildung 44b: Ascorbat und Ascorbylsulfat
je 0,5 mmol/l; UV-Signal (254 nm)

Abbildung 44a: Ascorbat und Ascorbylsulfat

je 0,5 mmol/l; Leitfahigkeitssignal
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Abbildung 44d: Ascorbat und Ascorbylsulfat

je 0,25 mmol/l; UV-Signal (254 nm)

Abbildung 44c: Ascorbat und Ascorbylsulfat

je 0,25 mmol/l; Leitfahigkeitssignal

Abbildungen 44a-d: Isotachogramme einer Mischung von Ascorbat und Ascorbylsulfat gelést

Ascorbat

Endelektrolyt; 1 = Ascorbylsulfat; 2

= Leitelektrolyt; T =

in Aqua bidest; L
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Abbildung 45: Eichkurve einer Mischung von Ascorbat und Ascorbylsulfat gelést in Aqua
bidest. Messergebnisse an der ITP (Leitfahigkeitsdetektor, Lange in Sekunden).

Ergebnis
Die Eichkurven von Ascorbat und Ascorbylsulfat verlaufen beide linear, wobei

die Lange von Ascorbat bei gleicher Konzentration etwas klrzer als diejenige
von Ascorbylsulfat ist (s. Abb. 45). In den exemplarisch dargestellten
Isotachogrammen von Ascorbat und Ascorbylsulfat ist deutlich die
Langenabnahme beider Substanzen sichtbar, die sich auf ca. die Halfte
verklrzt bei einer Halbierung der Konzentration beider Substanzen von 0,5
mmol/I auf 0,25 mmol/l (s. Abb. 44a-d).

3.6.2.2.2 Stabilitat von Ascorbylsulfat, Ascorbylphosphat und
Ascorbinséaure

Hintergrund
Far die Untersuchungen des Abbaus von Ascorbylsulfat durch rhASA mit Hilfe

der Isotachophorese kann einerseits die Abnahme des Substrats
(Ascorbylsulfat), andererseits aber auch die Bildung der Reaktionsprodukte
Ascorbat und Sulfat herangezogen werden. Wahrend die Messung von
Ascorbylsulfat problemlos ist, kann es aber bei der Messung der beiden
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Produkte zu Problemen kommen: bei den gewdahlten Leit- und
Endelektrolytsystemen (Chlorid/Capronsaure) unterscheidet sich die Mobilitat
des Sulfates nur unwesentlich von der des Chlorides, wodurch eine eindeutige
Signalzuordnung sehr erschwert ist. Andererseits muss bertcksichtigt werden,
dass das freie Ascorbat sehr leicht autoxidiert und daher, insbesondere bei
langeren Inkubationszeiten, teilweise abgebaut wird, bevor die Messung mit
Hilfe der Isotachophorese stattfindet. In diesem Versuchsblock wurde deshalb
die Stabilitdt von Ascorbat, Ascorbylsulfat und im Vergleich dazu auch von
Ascorbylphosphat unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Die Proben
wurden dafiir wie in Kapitel 2.2.6.2.3 beschrieben angesetzt. Die Abbildungen
46a-c zeigen die Ergebnisse, in den Abbildungen 47a-f sind die dazugehdrigen
Isotachogramme der Inkubation von Ascorbat, Ascorbylsulfat und
Ascorbylphosphat geldst in Na-acetatpuffer pH 7,12 bei 37 °C abgebildet.

Ergebnisse
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Abbildung 46a: Abbau von 10° Molen/Ansatz Ascorbylsulfat, Ascorbylphosphat und Ascorbat
(je 1 mmol/l) gelést in Na-acetatpuffer pH 5,08 nach Inkubation bei 37°C. Entnahme von je 250
pl (von insgesamt 1000 pl Reaktionsansatz) zu den Zeitpunkten 0, 4 und 24 Stunden. Es
wurden die Messwerte des UV-Detektors (254 nm) zur Auswertung benutzt. Vor der Messung

wurden die Ansatze jeweils 1:5 mit Aqua bidest verdinnt.

137



Ergebnisse

120

100 -

(o]
o
!

O nach 0 Stunden Inkubation
O nach 4 Stunden Inkubation
m nach 24 Stunden Inkubation

Substrat (%)
D
o

N
o
Il

n
o
!

Ascorbylsulfat ~ Ascorbylphosphat Ascorbat

Abbildung 46b: Abbau von 10"® Molen/Ansatz Ascorbylsulfat, Ascorbylphosphat und Ascorbat
(je 1 mmol/l) geldst in Na-acetatpuffer pH 7,12 nach Inkubation bei 37°C. Entnahme von je 250
gl (von insgesamt 1000 ul Reaktionsansatz) zu den Zeitpunkten 0, 4 und 24 Stunden. Es
wurden die Messwerte des UV-Detektors (254 nm) zur Auswertung benutzt. Vor der Messung

wurden die Ansatze jeweils 1:5 mit Aqua bidest verdinnt.
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Abbildung 46¢: Abbau von 10°® Molen/Ansatz Ascorbylsulfat, Ascorbylphosphat und Ascorbat
(je 1 mmol/l) geldst in FCS nach Inkubation bei 37°C. Entnahme von je 100 pl (von insgesamt
1000 ul Reaktionsansatz) zu den Zeitpunkten 0, 4 und 24 Stunden. Es wurden die Messwerte
des UV-Detektors (254 nm) zur Auswertung benutzt. Vor der Messung wurden die Ansatze

jeweils 1:5 mit Aqua bidest verdiinnt und ultrafiltriert.
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Abbildung 47a: Leitfahigkeitssignal nach

0 Stunden Inkubation
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Abbildung 47c: Leitfahigkeitssignal nach

4 Stunden Inkubation
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Abbildung 47e: Leitféhigkeitssignal nach

24 Stunden Inkubation

Abbildung 47a-f: Abbau von 10 Molen/Ansatz Ascorbylsulfat, Ascorbylphosphat und Ascorbat
(je 1 mmol/l) gelést in Na-acetatpuffer pH 7,12 nach Inkubation bei 37°C. Entnahme von je 250

gl (von insgesamt 1000 pl Reaktionsansatz) zu den Zeitpunkten 0, 4 und 24 Stunden. Vor der

Ergebnisse

9.885 Volt

9.355
8.825
8.295
7.765
7235 .
6.706
6.176
5646
5116
4586

sec

1600.00

2100.00

Abbildung 47b: UV-Signal (254 nm)

nach 0 Stunden Inkubation
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Abbildung 47d: UV-Signal (254 nm)

nach 4 Stunden Inkubation
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Abbildung 47f: UV-Signal (254 nm) nach

24 Stunden Inkubation

Messung wurden die Ansatze jeweils 1:5 mit Aqua bidest verdiinnt.

L = Leitelektrolyt; T = Endelektrolyt; 1 = Ascorbylsulfat; 2 = Ascorbylphosphat; 3 = Ascorbat; 4 =

Na-acetatpuffer
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Unter allen drei Bedingungen sieht man eine starke Abnahme der
Ascorbatkonzentration mit zunehmender Inkubationszeit (s. Abb. 46a-c, 47a-f).
Im Gegensatz dazu sind die Ascorbylsulfatwerte sehr stabil, lediglich im sauren
Bereich kommt es zu einer gewissen Abnahme (ca. 20%; leichte saure
Hydrolyse?). Das gleiche gilt fir Ascorbylphosphat, wobei man hier zusatzlich
noch einen relativ starken Abbau bei Inkubation in FCS feststellen kann. Das ist
wahrscheinlich auf die Gegenwart verschiedener Phosphatasen im Serum

zuriuckzufiahren.

3.6.2.2.3 Kinetik des Abbaus von Ascorbylsulfat durch rhASA

Aufgabe der folgenden Untersuchungen, die wie in den Kapiteln 2.2.6.2.1 und
2.2.6.2.4 Dbeschrieben durchgefihrt wurden, war es, den Abbau von
Ascorbylsulfat durch rhASA und die Bildung von Ascorbat, das dabei entsteht,
mittels ITP nachzuweisen. Dazu wurden 2 Reaktionsansatze, namlich mit
rhASA 1,48 U/ml und rhASA 14,8 ml, angesetzt und der Abbau nach 0, 2 und
20 Stunden (rhASA 1,48 U/ml) bzw. nach 0, 0,5, 1, 2, 3, 4 und 20 Stunden
(rhASA 14,8 U/ml) untersucht. Die Ergebnisse werden in den Abbildungen 48a
und 48b gezeigt.
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Ergebnisse der Inkubation mit rhASA 1.48 U/ml
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Abbildung 48a: Abbau von 10”° Molen/Ansatz Ascorbylsulfat (10 mmol/l) gelést in 10 mmol/l
Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/I mit rhASA 1,48 U/ml bei 37°C nach 0-20-
stlindiger Inkubation. Zum Zeitpunkt 0 wurden 200 pl (von insgesamt 1050 pl Reaktionsansatz)
entnommen und 10 pl rhASA 1,48 U/ml zugeflgt. Entnahme von je 200 pl nach weiteren 2 und
20 Stunden. Fir die Messung mit der Isotachophorese wurden jeweils 30 pl der Proben mit 120
pl Aqua bidest verdiinnt. Mess-Ergebnisse des UV-Detektors (254 nm).

Wie bei den Untersuchen zum Abbau von pNCS durch rhASA 1,48 U/ml (s.
Kap. 3.6.2.1, Abb. 42a) lasst sich auch hier kein Umsatz des Substrates
(Ascorbylsulfat) durch rhASA 1,48 U/ml nachweisen (s. Abb. 48a).
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Ergebnisse der Inkubation mit rhASA 14.8 U/ml
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Abbildung 48b: Abbau von 10° Molen/Ansatz Ascorbylsulfat (10 mmol/l) gelést in 10 mmol/l
Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l mit 10 pl rhASA 14,8 U/ml bei 37°C nach
0-20-stindiger Inkubation. Zum Zeitpunkt 0 wurden 200 pl (von insgesamt 1050 ul
Reaktionsansatz) entnommen und 10 pl rhASA 14,8 U/ml zugefligt. Fir die Messung mit der
Isotachophorese wurden jeweils 30 ul der Proben mit 120 yl Aqua bidest verdinnt. Mess-
Ergebnisse des UV-Detektors (254 nm)

X = Messfehler

Abbildung 48b zeigt, dass bei Verwendung von rhASA 14,8 U/ml eine Abnahme
der Ascorbylsulfatkonzentration auf ca. 70,3% (7,03x10° Mole) gemessen
werden konnte.

Die dazu erhaltenen Isotachogramme sind exemplarisch fir die Zeitpunkte nach
0 und 20 Stunden Inkubation in den Abbildungen 49a-d gezeigt.
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Abbildung 49a: Isotachogramm der
Inkubation von Ascorbylsulfat mit rhASA
14,8 U/ml bei 37 °C; Leitfahigkeitssignal
nach 0 Stunden Inkubation

Abbildung 49b: Isotachogramm der
Inkubation von Ascorbylsulfat mit rhASA
14,8 U/ml bei 37°C; UV-Signal (254 nm)

nach 0 Stunden Inkubation
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Abbildung 49c: |sotachogramm der
Inkubation von Ascorbylsulfat mit rhASA 14,8  Inkubation von Ascorbylsulfat mit rhASA 14,8
U/ml bei 37 °C: Leitféhigkeitssignal nach 20 U/ml bei 37°C; UV-Signal (254 nm) nach 20

Stunden Inkubation Stunden Inkubation

Abbildung 49d: Isotachogramm der

Abbildungen 49a-d: Abbau von 10 Molen/Ansatz Ascorbylsulfat (10 mmol/l) geldst in 10
mmol/I Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l mit 10 yl rhASA 14,8 U/ml nach 0-
20 Stunden Inkubation bei 37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 200 pl (von insgesamt 1050 ul
Reaktionsansatz) enthommen und 10 pl rhASA 14,8 U/ml zugefugt. Fir die Messung mit der
Isotachophorese wurden jeweils 30 pl der Proben mit 120 pl Aqua bidest verdunnt.
Isotachogramme nach der Messung mit dem Leitfahigkeitsdetektor und UV-Detektor nach 0 und
20 Stunden Inkubation.

L = Leitelektrolyt; T = Endelektrolyt; 1 = Ascorbylsulfat; 2 = Na-acetatpuffer; 3 = Ascorbat
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Wie aus den Abbildungen 48b und 49a-d zu entnehmen ist, kam es im
Gegensatz zum Ansatz mit rhASA 1,48 U/ml (s. Abb. 48a), wo wie bei den
Untersuchungen zum Abbau von pNCS durch rhASA 1,48 U/ml kein Umsatz
nachweisbar war (s. Kap. 3.6.2.1, Abb. 42a), durch die 20-stindige Inkubation
mit rhASA 14,8 U/ml zu einer Abnahme von Ascorbylsulfat auf 70,3%, wodurch
29,7% Ascorbat (2,97 mmol/l) entstanden. Der tatsdchliche Ascorbatwert
betragt hier aber nur 18,5% (1,85 mmol/l, s. Kap. 3.6.2.2.1, Abb. 45), woraus
geschlossen werden kann, dass das gebildete Ascorbat teilweise bereits
oxidierte und daher nicht mehr mit Hilfe der ITP erfasst werden konnte.

Um den Abbau von Ascorbylsulfat durch rhASA optimal mittels Isotachophorese
nachweisen zu koénnen, wurde nochmals Ascorbylsulfat in einer anderen
Konzentration, namlich 4,76 mmol/l, mit der doppelten Menge an rhASA (20 ul
rhASA 14,8 U/ml, s. Kap. 2.2.6.2.4) bei 37°C inkubiert. Das Ergebnis ist in
Abbildung 50 gezeigt.
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Abbildung 50: Abbau von 2,5x10° Molen/Ansatz Ascorbylsulfat (4,76 mmol/l) geldst in 10
mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l mit 20 pyl rhASA 14,8 U/ml bei
37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 50 ul (von insgesamt 512,5 pl Reaktionsansatz) entnommen und
20 pl rhASA 14,8 U/ml zugefligt. Fir die Messung mit der Isotachophorese wurden jeweils 30 pl
der Proben mit 120 pl Aqua bidest verdinnt. Mess-Ergebnisse des UV-Detektors (254 nm).
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Bereits nach 1 Stunde zeigte sich eine Abnahme von Ascorbylsulfat auf 78,4%
(s. Abb. 50), nach 2 Stunden auf 65,8%, und nach 4 Stunden auf 47,1%. Nach
20 Stunden Inkubation bei 37°C waren nur noch 19,8% der im Reaktionsansatz
zum Zeitpunkt 0 vorhandenen Menge an Ascorbylsulfat nachweisbar.
Insgesamt wurden somit innerhalb von 20 Stunden rund 2,0x10° Mole
Ascorbylsulfat abgebaut.

3.6.2.3 Abbau einer Mischung von pNCS und Ascorbylsulfat durch
rhASA (14,8 U/ml) bei 37°C

Ziel dieses Versuchs war es, den Abbau einer Mischung von pNCS und
Ascorbylsulfat durch rhASA 14,8 U/ml bei 37°C zu untersuchen und zu
vergleichen. Die Versuche wurden wie in Kapitel 2.2.6.2.5 beschrieben
durchgefuhrt. Abbildung 51 zeigt das Ergebnis, die Abbildungen 52a-d die
dazugehdrigen Isotachogramme nach 0 und 20 Stunden Inkubationszeit.
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Abbildung 51: Zeitlicher Verlauf des Abbaus einer Mischung von je 2,5x10° Molen/Ansatz
pNCS und Ascorbylsulfat (je 4,76 mmol/l) gelést in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8
mmol/l, MgCl, 5 mmol/l mit 20 ul rhASA 14,8 U/ml bei 37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 50 pl
(von insgesamt 525 ul Reaktionsansatz) entnommen und 20 pl rhASA 14,8 U/ml zugeflgt. Fir
die Messung mit der Isotachophorese wurden jeweils 30 pl der Proben mit 120 yl Aqua bidest
verdiinnt. Mess-Ergebnisse des UV-Detektors (254 nm). X = Messfehler
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Abbildung 52a: Leitfahigkeitssignal der
Inkubation von pNCS und Ascorbylsulfat
mit rhASA 14,8 U/ml nach 0 Stunden

Abbildung 52b: UV-Signal (254 nm) der
Inkubation von pNCS und Ascorbylsulfat
mit rhASA 14,8 U/ml nach 0 Stunden
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Abbildung 52c: Leitfahigkeitssignal der
Inkubation von pNCS und Ascorbylsulfat
mit rhASA 14,8 U/ml nach 20 Stunden

Abbildung 52d: UV-Signal (254 nm) der
Inkubation von pNCS und Ascorbylsulfat
mit rhASA 14,8 U/ml nach 20 Stunden

Abbildungen 52a-d: Isotachogramme des Abbaus einer Mischung von 2,5x10°® Molen/Ansatz
pNCS und Ascorbylsulfat (je 4,76 mmol/l) gelést in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8
mmol/l, MgCl, 5 mmol/l mit 20 ul rhASA 14,8 U/ml bei 37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 50 pl
(von insgesamt 525 pl Reaktionsansatz) entnommen und 20 uyl rhASA 14,8 U/ml zugefligt. Fir
die Messung mit der Isotachophorese wurden jeweils 30 pl der Proben mit 120 pl Aqua bidest
verdinnt. Isotachogramme nach 0 und 20 Stunden Inkubation.

L = Leitelektrolyt; T = Endelektrolyt; 1 = Ascorbylsulfat; 2 = pNCS; 3 = Na-acetatpuffer; 4 =

Ascorbat

Abbildung 51 zeigt deutlich, dass pNCS weitaus schneller als Ascorbylsulfat
durch rhASA abgebaut wird. Bereits nach 30 Minuten sind ca. 85,87% pNCS
abgebaut worden, wahrend in derselben Zeit scheinbar kein Ascorbylsulfat
umgesetzt wurde. Erst nach 20 Stunden konnte auch fir Ascorbylsulfat eine
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Abnahme auf ca. 72,5% (1,81x10® Mole) nachgewiesen werden, von pNCS
waren nach derselben Inkubationszeit nur noch rund 3,2% (0,08x10° Mole)
vorhanden. In den Isotachogrammen der Proben nach 0 und 20 Stunden
Inkubation sieht man die Konzentrationsabnahme von Ascorbylsulfat und pNCS
sowie die Bildung von Ascorbat, wovon ca. 27,1% (von 27,5%) mittels ITP
nachgewiesen werden konnten (s. Abb. 52a-d).

3.6.2.4 Abbau einer Mischung von pNCS, Ascorbylsulfat und
Galactose-6-sulfat durch rhASA (14,8 U/ml) bei 37°C

Hintergrund
In Weiterfihrung der in Kapitel 3.6.2.3 gezeigten Versuche mit einer Mischung

aus pNCS und Ascorbylsulfat, die beide Substrate der rhASA sind, wurde in
diesem Versuchsblock, der wie in Kapitel 2.2.6.2.6 beschrieben durchgefiihrt
wurde, zu der Mischung noch Galactose-6-sulfat zugegeben. Aus der Literatur
war bekannt, dass Galactose-6-sulfat kein Substrat der ASA ist. Es wurde
daher erwartet, dass Galactose-6-sulfat im Gegensatz zu pNCS und
Ascorbylsulfat nicht von der rhASA abgebaut wird. Wie aus den Abbildungen 53
und 54a-h ersichtlich, konnte das bestatigt werden.
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Ergebnisse
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Abbildung 53: Abbau von je 0,5x10°® Molen/Ansatz pNCS, Ascorbylsulfat und Galactose-6-
sulfat (je 1 mmol/l) geldst in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l
nach Inkubation mit 20 yl rhASA 14,8 U/ml bei 37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 50 pl (von
insgesamt 507,5 pl Reaktionsansatz) entnommen und 20 pl rhASA 14,8 U/ml zugeflgt.
Entnahme von je 100 pl nach 2, 4 und 24 Stunden Inkubation. Flir die Messung mit der
Isotachophorese wurden jeweils 30 pl der Proben mit 120 pl Aqua bidest verdiinnt. Mess-

Ergebnisse des Leitfahigkeitsdetektors.

Abbildung 53 zeigt wie erwartet den Abbau von pNCS und Ascorbylsulfat durch
rhASA 14,8 U/ml, wobei pNCS schneller abgebaut wurde als Ascorbylsulfat und
nach 20 Stunden von beiden Substanzen nur noch rund 4% im
Reaktionsansatz vorhanden waren. Ein Umsatz von Galactose-6-sulfat konnte
nicht nachgewiesen werden.

Die dazugehérigen Isotachogramme sind in den Abbildungen 54a-h gezeigt.
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Abbildung 54a: nach 0 Stunden Inkubation Abbildung 54b: nach 0 Stunden Inkubation
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Abbildung 54e: nach 4 Stunden Inkubation Abbildung 54f: nach 4 Stunden Inkubation
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Abbildung 549g: nach 24 Stunden Inkubation  Abbildung 54h: nach 24 Stunden Inkubation

Abbildung 54a-h: Isotachogramme des Abbaus von je 0,5x10°® Molen/Ansatz Ascorbylsulfat,
pNCS und Galactose-6-sulfat (je 1 mmol/l) geldst in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8
mmol/l, MgCl, 5 mmol/l nach Inkubation mit rhASA 14,8 U/ml bei 37 °C.

Abbildungen 54a,c,e,g = Leitfahigkeitssignal; Abbildungen 54b,d,f,h = UV-Signal (254 nm)
L = Leitelektrolyt; T = Endelektrolyt; 1 = Ascorbylsulfat; 2 = pNCS; 3 = Galactose-6-sulfat; 4 =
Na-acetatpuffer; 5 = Ascorbat
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3.6.3 Untersuchungen des Abbaus verschiedener Substrate (Sulfate)
durch Leukozytenextrakte

In der Routinediagnostik zur Bestimmung der MLD werden Leukozytenextrakte
verwendet. Nachdem im Kapitel 3.6.2. die Wirkung von rhASA auf verschiedene
Sulfate (pNCS, Ascorbylsulfat, Galactose-6-sulfat) untersucht wurde, war das
Ziel dieser Versuchsreihe, die Wirkung der in den Leukozytenextrakten
vorhandenen Sulfatasen (in ihrer Gesamtheit) auf die verschiedenen Sulfate zu
charakterisieren. Dabei wurden in den entsprechenden Versuchsreihen immer
unterschiedliche Mengen an Extrakten eingesetzt, um die Menge der
Leukozytenextrakte herauszufinden, die eingesetzt werden muss, um einen
vernlnftig messbaren Umsatz zu erzielen. Die hier dargestellten Ergebnisse
haben also primar zum Ziel, die qualitativen Unterschiede in Hinblick auf die
Substratspezifitaten zwischen der rhASA (positiv fir pNCS und Ascorbylsulfat,
negativ fir Galactose-6-sulfat) und der Sulfatasenmischung in den

Leukozytenextrakten zu zeigen.

3.6.3.1  Abbau von pNCS durch Leukozytenextrakte

Von pNCS wurde der Umsatz durch Leukozytenexirakte bereits mittels
Photometrie bewiesen (s. Kap. 3.2.2 und 3.2.3). Ziel dieses Versuchs, der wie
in Kapitel 2.2.6.2.7 beschrieben durchgefihrt wurde, war es nun, die
Versuchsbedingungen, d.h. die Konzentration und Menge des Substrates sowie
des Leukozytenextrakts, zu optimieren, um auch mit der ITP den Abbau von
pNCS durch Leukozytenextrakte nachweisen zu kénnen. Aus diesem Grund
wurden 2 Reaktionsansatze mit unterschiedlichen pNCS-Konzentrationen (500
pgmol/l und 1 mmol/l) mit derselben Menge an Leukozytenextrakten bei 37°C
inkubiert. Abbildung 55 zeigt das Ergebnis.
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Abbildung 55: Abbau von 0,14x10° Molen/Ansatz pNCS (500 pumol/l) oder 0,28x10°
Molen/Ansatz pNCS (1 mmol/l) geldést in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8
mmol/l, MgCl, 5 mmol/l nach Inkubation mit 75 pl Leukozytenextrakt (aus 16,23x106
Leukozyten/75 pl) bei 37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 100 pl (von insgesamt 200 pl

Reaktionsansatz) entnommen. Mess-Ergebnisse des UV-Detektors (254 nm).

Ergebnis
In beiden Reaktionsansatzen (pNCS 500 pmol/l und 1 mmol/l) ist nach 24

Stunden eine Abnahme von pNCS auf 0,10x10® Mole (69,4% beim Ansatz mit
pNCS 500 pmol/l) bzw. auf 0,15x10° Mole (54,8% beim Ansatz mit pNCS 1
mmol/l) sichtbar (s. Abb. 55). Die Menge der Leukozytenextrakte (16,23x10°
Leukozyten) reicht demnach aus, um gentigend pNCS abzubauen und dessen

Umsatz mittels ITP nachzuweisen.

3.6.3.2 Abbau von Ascorbylsulfat durch Leukozytenextrakte

Wie aus der Literatur bekannt ist Ascorbylsulfat ein Substrat der rhASA. Mit
dem folgenden Reaktionsansatz, der wie in Kapitel 2.2.6.2.4 beschrieben
durchgefihrt wurde, sollte der Abbau von Ascorbylsulfat durch

Leukozytenextrakte naher untersucht werden. Abbildung 56 zeigt das Ergebnis.
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Abbildung 56: Abbau von 2,5x10° Molen/Ansatz Ascorbylsulfat (4,76 mmol/l) geldst in 10
mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l nach Inkubation mit 50 pl
Leukozytenextrakt (aus 9,02x10° Leukozyten/50 pl) bei 37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 100 pl
entnommen (von insgesamt 512,5 ul Reaktionsansatz). Fir die Messung wurden die Proben
1:5 mit Aqua bidest verdinnt. Mess-Ergebnisse des UV-Detektors (254 nm).

Ergebnis
Unter den gewahlten Reaktionsbedingungen ist auch nach 20 Stunden kein

Abbau von Ascorbylsulfat mit Hilfe der Isotachophorese sichtbar (s. Abb. 56).
Es ist anzunehmen, dass der Umsatz mit dieser Leukozytenanzahl (9,02x10°
Leukozyten) nicht ausreicht, um in der Isotachophorese gemessen werden zu

kdnnen.

3.6.3.3 Abbau einer Mischung von pNCS und Galactose-6-sulfat durch
Leukozytenextrakte

Wie bereits bekannt ist, wird Galactose-6-sulfat nicht von der rhASA umgesetzt
(s. Kap. 3.6.2.4). Mit diesem Versuch wurde der Abbau einer Mischung von
PNCS und Galactose-6-sulfat durch Leukozytenextrakte untersucht. Der
Reaktionsansatz wurde dabei wie in Kapitel 2.2.6.2.8 beschrieben durchgeflhrt.
Das Ergebnis ist in den Abbildungen 57 und 58a-d zu sehen.
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Abbildung 57: Abbau von je 0,4x10°® Molen/Ansatz pNCS und Galactose-6-sulfat (je 2 mmol/l)
geldst in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l nach Inkubation mit
Leukozytenextrakt (aus 44,9x106 Leukozyten/50 pl) bei 37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 100 pl
(von insgesamt 194 ul Reaktionsansatz) entnommen. Fir die Messung wurden die Proben 1:5

mit Aqua bidest verdinnt. Mess-Ergebnisse des Leitfahigkeitsdetektors.

Im Gegensatz zur rhASA, die spezifisch nur bestimmte Substrate umsetzt, sind
in Leukozytenextrakten viele andere zusatzliche Sulfatasen, die auch
Galactose-6-sulfat abbauen, vorhanden.

Wie erwartet wurden deshalb in diesem Reaktionsansatz sowohl pNCS als
auch Galactose-6-sulfat durch Leukozytenextrakte umgesetzt (s. Abb. 57).
Nach 20 Stunden waren im Ansatz lediglich 10,3% pNCS (0,04x10° Mole) und
5,0% Galactose-6-sulfat (0,02x10° Mole) nachweisbar. In den dazugehdrigen
Isotachogrammen (s. Abb. 58a-d) ist nach 20 Stunden die Abnahme der
Streckenldange sowohl von pNCS als auch von Galactose-6-sulfat, was den
Abbau beider Substrate durch Leukozytenextrakte beweist, sichtbar.
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Abbildung 58a: Leitfahigkeitsignal nach Abbildung 58b: UV-Signal ( 254 nm) nach
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Abbildung 58c: Leitfahigkeitssignal nach Abbildung 58d: UV-Signal (254 nm) nach
20 Stunden Inkubation 20 Stunden Inkubation

Abbildungen 58a-d: Isotachogramme des Abbaus von je 0,4x10°® Molen/Ansatz pNCS und
Galactose-6-sulfat (je 2 mmol/l) gelést in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl,
5 mmol/l nach 0-20-stiindiger Inkubation mit Leukozytenextrakt (aus 44,9x10° Leukozyten/50
pl) bei 37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 100 pl (von insgesamt 194 ul Reaktionsansatz)
entnommen.

L = Leitelektrolyt; T = Endelektrolyt; 1 = pNCS; 2 = Galactose-6-sulfat; 3 = Na-acetatpuffer

3.6.3.4 Abbau einer Mischung aus Ascorbylsulfat und Galactose-6-
sulfat durch Leukozytenextrakte und Granulozytenextrakte

In den bisherigen Versuchsansatzen wurde der Abbau verschiedener Substrate
durch rhASA oder Leukozytenextrakte untersucht. Mit dem folgenden

Reaktionsansatz wurde der Umsatz einer Mischung aus Ascorbylsulfat und

154



Ergebnisse

Galactose-6-sulfat durch Leukozytenexirakte oder Granulozytenextrakte
miteinander verglichen. Die Versuche wurden wie in Kapitel 2.2.6.2.9
beschrieben durchgeflhrt.

Abbildung 59 zeigt das Ergebnis der Inkubation mit Leukozytenextrakten,
Abbildung 60 das Ergebnis der Inkubation mit Granulozytenextrakten.
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Abbildung 59: Abbau von je 10° Molen/Ansatz Ascorbylsulfat und Galactose-6-sulfat (je 2
mmol/l) gelést in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/ll, MgCl, 5 mmol/l nach
Inkubation mit Leukozytenextrakt (aus 80,71x10° Leukozyten/117 ul) bei 37°C. Zu den
Zeitpunkten 0, 1,5 und 3 Stunden wurden je 100 pl (von insgesamt 477 pl Reaktionsansatz)
entnommen. Fir die Messung wurden die Proben 1:5 mit Aqua bidest verdinnt und zur

Berechnung des Umsatzes die Messergebnisse des Leitféahigkeitsdetektors benutzt.
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Abbildung 60: Abbau von von je 10® Molen/Ansatz Ascorbylsulfat und Galactose-6-sulfat (je 2
mmol/l) gelést in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l nach
Inkubation mit Granulozytenextrakt (aus 2,39x10° Granulozyten/117 pl) bei 37°C. Zu den
Zeitpunkten 0, 1,5 und 3 Stunden wurden je 100 pl (von insgesamt 477 pl Reaktionsansatz)
entnommen. Fir die Messung wurden die Proben 1:5 mit Aqua bidest verdinnt und zur

Berechnung des Umsatzes die Messergebnisse des Leitféahigkeitsdetektors benutzt.

Sowohl durch Leukozyten- als auch durch Granulozytenextrakte ist ein Abbau
beider Substrate sichtbar (s. Abb. 59, 60).

Durch Leukozytenextrakte zeigt sich eine Abnahme von Galactose-6-sulfat auf
68,0% nach 1,5 Stunden und 39,3% nach 3 Stunden Inkubation und von
Ascorbylsulfat auf 78,5% nach 3 Stunden (99,2% nach 1,5 Stunden).
Demgegenlber wird Galactose-6-sulfat durch Granulozytenextrakte in
derselben Zeit weniger gut abgebaut (79,4% nach 1,5 Stunden bzw. 73,2%
nach 3 Stunden), wobei der Umsatz von Ascorbylsulfat durch
Granulozytenextrakte besser ist (83,6% nach 1,5 Stunden, 66,0% nach 3
Stunden).
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3.6.3.5 Abbau einer Mischung aus pNCS, Ascorbylsulfat und
Galactose-6-sulfat durch Leukozytenextrakte

Wie bekannt wird sowohl pNCS als auch Ascorbylsulfat von der rhASA
abgebaut. Galactose-6-sulfat ist demgegenlber kein Substrat der ASA und wird
auch durch rhASA nicht umgesetzt.

Im folgenden Reaktionsansatz wurde der Abbau einer Mischung von pNCS,
Ascorbylsulfat und Galactose-6-sulfat durch Leukozytenextrakie, die viele
andere, zusatzliche Sulfatasen nebst ASA enthalten, untersucht. Die Versuche
wurden dabei wie in Kapitel 2.2.6.2.6 beschrieben durchgefihrt.

Abbildung 61 zeigt das Ergebnis, die Abbildungen 62a-h die dazugehdrigen

Isotachogramme.
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Abbildung 61: Abbau von je 0,5x10°® Molen/Ansatz pNCS, Ascorbylsulfat und Galactose-6-
sulfat (je 0,77 mmol/l) geldst in 10 mmol/l Na-acetatpuffer pH 5, NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l
nach Inkubation mit Leukozytenextrakt (aus 32,46x10° Leukozyten/150 pl) bei 37°C. Zu den
Zeitpunkten 0, 2, 4 und 24 Stunden wurden 100 pl (von insgesamt 657,5 ul Reaktionsansatz)
entnommen. Fir die Messung wurden die Proben 1:5 mit Aqua bidest verdlinnt.

Umsatzberechnung anhand der Messergebnisse des Leitfahigkeitsdetektors.
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Abbildung 62e: nach 4 Stunden Inkubation
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Abbildung 62h: nach 24 Stunden Inkubation

Abbildung 62a-h: Isotachogramme der Inkubation von je 0,5x10® Molen/Ansatz pNCS,

Ascorbylsulfat und Galactose-6-sulfat (je 0,77 mmol/l) geldst in 10 mmol/I Na-acetatpuffer pH 5,
NaCl 8 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l mit Leukozytenextrakt (aus 32,46x10° Leukozyten/150 pl) bei
37°C. Zum Zeitpunkt 0 wurden 100 pl (von insgesamt 657,5 yl Reaktionsansatz) entnommen.

Far die Messung wurden die Proben 1:5 mit Aqua bidest verdinnt.
Abbildungen 62a,c,e,g = Leitfahigkeitssignal; Abbildungen 62b,d,f,h = UV-Signal (254 nm);
L = Leitelektrolyt; T = Endelektrolyt; 1 = Ascorbylsulfat; 2 = pNCS; 3 = Galactose-6-sulfat; 4 =

Na-acetatpuffer; 5 = Ascorbat
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Es konnte sowohl der Abbau aller drei Substrate (pNCS, Ascorbylsulfat,
Galactose-6-sulfat) nachgewiesen (s. Abb. 61) als auch die Bildung von
Ascorbat (durch den Umsatz von Ascorbylsulfat) beobachtet werden, wobei bis
4 Stunden nach Inkubationsbeginn ein Konzentrationsanstieg von Ascorbat
sichtbar war (s. Abb. 62a-h). Wie bisher beobachtet wurde pNCS am besten
abgebaut: nach 24 Stunden konnten nur noch 25,8% (0,13x10® Mole) pNCS
mittels ITP nachgewiesen werden, wahrend Galactose-6-sulfat noch zu 89,3%
(0,45x10° Mole), Ascorbylsulfat zu 94,4% (0,47x10°® Mole) in der Probe

vorhanden waren.
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4 Diskussion
4.1 Photometrische Untersuchungen der ASA (Leukozytenextrakte
und rhASA)

Die Messung der ASA-Aktivitdt mit Hilfe photometrischer Verfahren gehdrt zu
den Standarduntersuchungen in der Diagnostik der MLD. Bei der vorliegenden
Arbeit wurde diese Methode benutzt, um die rhASA naher zu charakterisieren,
d.h. ihre Aktivitat anhand des Umsatzes des kiinstlichen Substrats pNCS unter
unterschiedlichen Inkubationsbedingungen (Enzymkonzentration, Inkubations-
temperatur, -zeit und —zusatze) zu untersuchen und mit der Aktivitat der
Sulfatasen in Leukozytenextrakten zu vergleichen. Dazu wurde eine Eichkurve
fur das Reaktionsprodukt p-Nitrocatechol angefertigt (s. Kap. 3.2.1, Abb. 23),
mit deren Hilfe der Substrat-Umsatz im linearen Bereich, d.h. bei 514 nm bis zu
einer Extinktion von ca. 3, berechnet werden konnte, was der Bildung von etwa
1,2x107 Molen p-Nitrocatechol entspricht. Der Substrat-Umsatz durch
Leukozytenextrakte kann entweder auf die Leukozytenzahl oder auf die
Proteinmenge bezogen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Substrat-
Abbau auf die in der Probe vorhandene Leukozytenzahl bezogen. Die
Proteinbestimmung von Rinderserumaloumin und Hamoglobin der mittels
Dextransedimentation isolierten Leukozyten zeigte jedoch, dass trotz der
Kontamination mit Erythrozyten (s. Kap. 3.1.1) sich unabh&ngig vom
Bezugsprotein fast die gleiche Menge an Proteinen errechnet (s. Kap. 3.1.3), so
dass hier die Berechnung des Substrat-Umsatzes bezogen auf die
Proteinmenge auch mdglich ware.

Wie erwartet stieg der Substrat-Umsatz mit zunehmender Inkubationszeit an,
wobei der Abbau gleichzeitig an Geschwindigkeit (Umsatz pro Zeit) abnahm.
Dabei wurde bei Verwendung von 0,148 U/ml rhASA nach 1-stlindiger
Inkubation bei 37°C etwa der Umsatz erzielt, der einer ASA-Aktivitédt eines
Extraktes von 49x10* Leukozyten nach 48-stiindiger Inkubation bei 4°C
entspricht (0,24x10”7 Mole vs. 0,23x10” Mole, s. Kap. 3.2.1-3.2.4).
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Bei den Ansatzen, die mit rhASA und verschiedenen Zuséatzen (Aqua bidest,
Enzymextrakt aus Leukozyten, humanes Serumalbumin, Serum bzw. Plasma)
inkubiert wurden, wurde der héchste Umsatz in der Probe mit Zugabe von
Enzymextrakt aus Leukozyten — nach Abzug der endogenen Aktivitat -
beobachtet. Die Steigerung der rhASA-Aktivitdt ist wahrscheinlich durch
verschiedene Cofaktoren bedingt, die in Leukozytenextrakten vorhanden sind.

Unter Zugabe von humanem Serumalbumin war die rhASA-Aktivitat grosser als

unter Zusatz von Aqua bidest, was darauf deutet, dass Serumalbumin ebenfalls
den pNCS-Abbau durch rhASA beginstigt (s. Kap. 3.3.1.1-3.3.1.3). Ohne
rhASA fand kein Abbau von pNCS statt, was belegt, dass im verwendeten
Serumalbumin keine Kontaminationen mit Sulfatasen vorhanden waren.

Der Einfluss von Serum bzw. Heparinplasma flUhrte zu einer &ahnlichen

Steigerung der rhASA-Aktivitat im Vergleich zu den Ansatzen mit nur Aqua
bidest (s. Kap. 3.3.2.1 und 3.3.2.2).

4.2 Verfolgung des Umsatzes von 3-Sulfo-Galactocerebrosid zu
Galactocerebrosid durch rhASA mit Hilfe der
Dinnschichtchromatographie

Raghavan et al. [1981] entwickelten ein dinnschichtchromatographisches
Verfahren, um den Abbau des natirlichen Substrats der ASA, 3-Sulfo-
Galactocerebrosid, in Leukozyten zu messen und mit dem sie sowohl Patienten
mit MLD als auch heterozygote Trager eines MLD-Allels und gesunde
Probanden unterscheiden konnten. Sie inkubierten dazu 90-120 ug Protein von
mittels Dextransedimentation isolierten Leukozyten mit 70 nmol radioaktiv-
markiertem Sulfatid gel6st in 200 pl 25 mmol/l Na-acetatpuffer, pH 5,0, 5 mmol/I
MnCl, und 0,3% Na-Taurodeoxycholat wahrend 2 Stunden und stoppten dann
die Reaktion durch 1 ml Methanol. Dabei zeigten sich folgende

Reaktionseigenschaften:

161



Diskussion

e pH-Optimum bei 5,0

e Abbau von Sulfatid nur méglich unter Zugabe von Na-Taurodeoxycholat;
maximale Hydrolyse bei einer Endkonzentration von 0,3% Na-
Taurodeoxycholat

e Gesteigerte Hydrolyse unter Zugabe von Metall-lonen; grésster Effekt bei
MnCl> 5 mmol/l

Um den Umsatz von nicht-radioaktiv-markiertem Sulfatid durch rhASA mit Hilfe
der Dinnschichtchromatographie zu untersuchen, wurden die Inkubations-
bedingungen von Raghavan et al. [1981] etwas modifiziert Gbernommen. Im
Dinnschichtchromatogramm liessen sich Sulfatid und Galactocerebrosid gut
unterscheiden, und es konnte sichergestellt werden, dass sich sowohl Sulfatid
als auch Galactocerebrosid, die beide amphiphil sind, in der lipophilen Phase,
die jeweils aufgetragen wurde, I6sen.

Der Abbau von Sulfatid durch rhASA kann mit dieser Methode nachgewiesen
werden, wobei allerdings keine genaue quantitative Berechnung des Substrat-
Umsatzes mdglich ist. Bei den durchgefiihrten Versuchen konnte — semi-
quantitativ — der héchste Umsatz bei einer Na-acetatpuffer-Konzentration von

25 mmol/l und 0,3% ,technischem® (= nicht hoch gereinigtem) Taurocholat

erreicht werden, was mit den Ergebnissen von Raghavan et al. [1981]
Ubereinstimmt. Unter Zugabe von Albuminlésung =zusatzlich zum Na-
acetatpuffer und Taurocholat konnte der Abbau von Sulfatid ebenso wie unter
Zugabe von reinem Taurocholat nicht sicher nachgewiesen werden (s. Kap.
3.5.5, 3.5.6, Abb. 36, 37 und Kap. 3.5.9, Abb. 40).

Es fiel auf, dass sich die verschiedenen Substanzen unter Zugabe von
unreinem Taurocholat nur schwer unterscheiden lassen und die Bildung von
Galactocerebrosid deshalb zum Teil nur schwer festzustellen ist (s. Kap. 3.5.3-
3.5.5, Abb. 34-36). Dies kdénnte daran liegen, dass Taurocholat in seine
Bestandteile aufgetrennt wird und diese dann im Dinnschichtchromatogramm

sichtbar sind.
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4.3 Untersuchungen mit der Isotachophorese

Die analytische Isotachophorese (ITP) erlaubt die Trennung vor allem
niedermolekularer ionischer Substanzen. Aus diesem Grund wurde diese
Methode in der vorliegenden Arbeit dazu verwendet, den Abbau verschiedener
Substrate (pNCS, Ascorbylsulfat, Galactose-6-sulfat) durch rhASA oder
Leukozytenextrakte nachzuweisen bzw. die Substratspezifitdt von rhASA und
Leukozytenextrakten zu bestimmen und dadurch verschiedene Enzymdefekte
zu unterscheiden. Ausserdem wurde der Abbau von Galactose-6-sulfat und
Ascorbylsulfat durch Leukozyten- und Granulozytenextrakte miteinander
verglichen. Mittels Photometrie konnte sichergestellt werden, dass pNCS durch
rhASA und Leukozytenextrakte auch unter den Inkubationsbedingungen, die fir
die Messung an der ITP nétig sind, abgebaut wird (s. Kap. 3.6.1). Es zeigte sich
allerdings, dass fir die Untersuchung an der ITP eine Mindestmenge an
Substrat (ca. >5%) umgesetzt werden muss, um den Abbau sicher detektieren
zu kénnen (s. Kap. 3.6.2.1 und 3.6.2.2.3). Dies ist darauf zurtckzuflhren, dass
in dem gewahlten ITP-System die Substrate, nicht jedoch die entstehenden
Produkte nachgewiesen werden: Galactose und p-Nitrocatechol sind in den
Isotachogrammen als ungeladene Molekile nicht bestimmbar, Ascorbat
autoxidiert sehr leicht und eignet sich wegen der dadurch bedingten
Konzentrationsabnahme nicht gut zum Umsatz-Nachweis mittels ITP (s. Kap.
3.6.2.2.2). Das durch die Sulfatasen abgespaltene Sulfat ist zwar in der ITP
nachweisbar, wegen seiner Mobilitdt, die sich nur unwesentlich von der des
Chlorides im Leitelektrolyt unterscheidet, ist die Signalzuordnung jedoch sehr
erschwert. Um Sulfat mit Hilfe der ITP gut messen zu kénnen, misste deshalb
ein  anderes Leit-, Endelektrolytsystem als das hier verwendete
(Chlorid/Capronsaure) gewahlt werden. Das System Chlorid/Citrat ist z.B. dazu
in der Lage.

Um die Spezifitat und Aktivitat der rhASA mit Hilfe der ITP zu untersuchen und
mit derjenigen von Sulfatasen in Leukozytenextrakten zu vergleichen, missen
Substanzen gewahlt werden, die eindeutig einem Signal zugeordnet werden
kébnnen. So zeigte sich z.B., dass es durch Zugabe von

Chondroitindisaccharidsulfat oder Sulfatase aus Helix pomatia sehr schwierig

163



Diskussion

ist, die einzelnen Substrate vor allem mittels Leitfahigkeitsdetektor voneinander
zu unterscheiden, weshalb Untersuchungen mit diesen Substanzen nicht
weitergefihrt wurden. Es wurden schliesslich pNCS, Ascorbylsulfat und
Galactose-6-sulfat verwendet, um die rhASA naher zu charakterisieren und mit
Leukozytenextrakten zu vergleichen. Alle 3 Substrate sind in den
Isotachogrammen gut bestimmbar und eignen sich daher fir Untersuchungen
an der ITP, wobei Galactose-6-sulfat im Gegensatz zu pNCS und Ascorbylsulfat
bei 254 nm kein UV-Signal zeigt und deshalb der Abbau mittels
Leitféahigkeitsdetektor nachgewiesen werden muss. PNCS wurde sowohl durch
rhASA als auch durch Leukozytenextrakte schneller abgebaut als Ascorbylsulfat
und Galactose-6-sulfat (s. Kap. 3.6.2.3, 3.6.2.4, 3.6.3.3 und 3.6.3.5), durch
Leukozytenextrakte wurde Galactose-6-sulfat jedoch etwas besser umgesetzt
als Ascorbylsulfat (s. Kap. 3.6.3.4 und 3.6.3.5). Im Vergleich zur Inkubation mit
Granulozytenextrakt wurde Galactose-6-sulfat durch Gesamt-Leukozytenextrakt
besser, Ascorbylsulfat hingegen weniger gut abgebaut (s. Kap. 3.6.3.4), was
dadurch erklart werden kdnnte, dass die Aktivitat der Sulfatasen nicht in allen
Leukozytenfraktionen gleich hoch ist. Die Aussage, dass die Verteilung
bestimmter lysosomaler Enzyme (Hexosaminidase, a- und B-Glucosidase, a-
Mannosidase, B-Galactosidase, ASA) in den Leukozyten unterschiedlich ist,
stimmt mit den Ergebnissen von Nakagawa et. al [1978; 1980] und Strobel
[2005] Uberein.

Wie erwartet wurden pNCS und Ascorbylsulfat durch rhASA und
Leukozytenextrakte, Galactose-6-sulfat durch Leukozytenextrakte, aber nicht
durch rhASA abgebaut, da in Leukozytenextrakten nebst ASA viele andere
Sulfatasen vorhanden sind (s. Kap. 3.6.2.4 und 3.6.3.5). Die Resultate zeigen
auch, dass die rhASA die gleiche Substratspezifitdt wie die nattrliche Form
aufweist. Die ITP eignet sich also, um Enzymdefekte nachzuweisen. Durch
Kombination von in der ITP gut bestimmbaren Substraten ist es dabei mdglich,
verschiedene Sulfatase-Defekte, insbesondere auch den Multiplen Sulfatase-
Mangel, schnell zu erkennen. Tabelle 14 zeigt zusammenfassend die in dieser
Arbeit verwendeten Substrate und die durch den fehlenden Abbau bedingten

Krankheiten.
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Tabelle 14: Ausgewdhlte Substrate von Sulfatasen

und durch fehlenden Abbau bedingte Krankheiten

MLD MPS IVA | MSD

pNCS - + -

Ascorbylsulfat - + -

Galactose-6-sulfat + - -

+ = Abbau findet statt

- = kein Abbau

MLD = Metachromatische Leukodystrophie (Defekt der ASA)

MPS IVA = Mucopolysaccharidose IVA = Morbus Morquio IVA
(Defekt der Galactose-6-sulfatase)

MSD = Multipler Sulfatase-Mangel (Defekt aller Sulfatasen)

Ein Vorteil der ITP im Vergleich zu anderen Methoden wie z.B. der Photometrie
besteht also in der Mdglichkeit, den Abbau mehrerer Substrate simultan in
einem Reaktionsansatz nachzuweisen und so mehrere Enzymdefekte mit
derselben Probe und Messung erkennen zu kdnnen. So ist mit den 3
Substraten pNCS, Ascorbylsulfat und Galactose-6-sulfat — wie in Tabelle 14
gezeigt - bereits eine Unterscheidung der metachromatischen Leukodystrophie,
dem Morbus Morquio IVA und dem multiplen Sulfatase-Mangel mdéglich. Die
Messung weiterer Sulfatase-Aktivitaten mittels der ITP ist mdglich, sofern die zu
verwendenden Substrate geladene Moleklle (Anionen) mit hydrophilem
Charakter sind. In Tabelle 15 sind verschiedene Sulfatasen mit ihren méglichen
Substraten zusammengefasst, wobei diejenigen, die grundsétzlich fur
isotachophoretische Bestimmungen geeignet sind, markiert hervorgehoben

wurden.
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Tabelle 15: Ubersicht der verschiedenen Sulfatasen, ihrer Substrate und der durch einen
Defekt verursachten Krankheiten (modifiziert nach: Hanson et al., 2004; Buono et Cosma,
2010)

Sulfatase Lokalisation | Sekretion |Substrat Krankheit
Arylsulfatase A (ASA) |Lysosomal Ja 4MUS* MLD
pNCS*
Ascorbinsaure-2-
sulfat

Cerebrosid-3-sulfat
Seminolipid-3-sulfat
Psychosin-3-sulfat
Tyrosin-sulfat

Arylsulfatase B (ASB) |Lysosomal Ja 4MUS™ MPS VI

= N-Acetyl- GalN4S-(CS/DS)

galactosamin-4- Tyrosin-sulfat

sulfatase

Arylsulfatase C (ASC), | Mikrosomal Nein 4MUS™

Isoenzym S (Steroid- pNPS* X-chromosomale
Sulfatase) Ostron-sulfat Ichthyose

Pregnolon-sulfat
Cholesterin-sulfat
DHEA-sulfat
Testosteron-sulfat
Vitamin D3-sulfat

Arylsulfatase D (ASD) |ER k. D. 4MUS*
Arylsulfatase E (ASE) | Golgi Apparat | k. D. 4MUS* Chondrodysplasia
punctata
Arylsulfatase F (ASF) |ER k. D. 4MUS™
Arylsulfatase G (ASG) |ER ja 4MUS™
Arylsulfatase H (ASH) | k. D. k. D. 4MUS™
Arylsulfatase | (ASI) ER k. D. 4MUS*
Arylsulfatase J (ASJ) |ER k. D. 4MUS*
Arylsulfatase K (ASK) | k. D. k. D. 4MUS™
N-Acetyl- Lysosomal Ja 4MUS* MPS IVA
Galactosamin-6-sulfat- GalNAc6S-(CS)
sulfatase = Galactose- Gal6S-(KS)
6-sulfatase
N-Acetyl-Glucosamin- | Lysosomal Ja 4MUS* MPS [lIID
6-sulfatase GIcNAc6S-(HS)
GIcNAc6S-(KS)
GIcNAc6S
Iduronat-2-sulfatase Lysosomal Ja 4MUS* MPS II
IdoA2S-(HS)
Heparan N-sulfatase = | Lysosomal Ja 4MUS* MPS I[I1A
Sulfamidase = N- GalNS (HS)
sulfoglucosamin- GalNS-ldoA2S
sulfohydrolase GalNS
(SGSH)
Sulfatase 1 (SULF 1) | Zelloberflache | Ja 4MUS*
GIcN6S (endo)
Sulfatase 2 (SULF 2) | Zelloberflache | Ja 4MUS*

GIcN6S (endo)

Abklrzungen, Begriffserklarungen: siehe nachste Seite
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CS = Chondroitinsulfat

HS = Heparansulfat

KS = Keratansulfat

DHEA = Dehydroepiandrosteron
GalNAc6S = N-acetylgalactosamin-6-sulfat
GalNS = N-Galactosaminsulfat

GalNS = N-Galactosaminsulfat

Gal6S = Galactose-6-sulfat

GIcNAC6BS = N-Acetylglucosamin-6-sulfat
GIcN6S = a-N-Glucosamin-6-sulfat

[doA2S = Iduronsaure-2-sulfat

4MUS = 4-Methylumbelliferonsulfat

pNCS = p-Nitrocatecholsulfat

pNPS = p-Nitrophenolsulfat

MLD = Metachromatische Leukodystrophie
MPS = Mucopolysaccharidose

ER = Endoplasmatisches Reticulum

endo = endosomal

fett markiert = als ITP-Substrate geeignet

* = synthetische Substrate

k. D. = keine Daten vorhanden

Die ITP ist eine exzellente kapillarelektrophoretische Trennmethode, die
aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit und der simultanen Messung mehrerer
Substanzen eine ideale Methode zur Trennung und Quantifizierung
niedermolekularer lonen darstellt. Der Nachteil der ITP liegt in den relativ
langen Analysezeiten (ca. 40 Minuten). Ausserdem sind fur die ITP bisher keine
automatischen Auftragesysteme im Angebot, so dass die Proben einzeln in das
Gerat injiziert werden mussen. Aus diesem Grund wird die ITP relativ selten
eingesetzt, obwohl sie sich — wie schon erwdhnt - ideal zur Messung
niedermolekularer Substanzen und damit auch zum Nachweis von Sulfatase-
Defekten und insbesondere zur Unterscheidung verschiedener Sulfatase-
Mangelkrankheiten eignet.
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5 Zusammenfassung

Die metachromatische Leukodystrophie (MLD) ist eine lysosomale
Speicherkrankheit, die durch den Funktionsverlust des Enzyms Arylsulfatase A
verursacht wird und zur Anreicherung von 3-Sulfo-Galactocerebrosid (Sulfatid)
in den Geweben, insbesondere in Oligodendrozyten und Schwann-Zellen, flhrt.
Als Therapie der MLD wird neben der Stammzelltransplantation versuchsweise
auch die Enzymersatztherapie mit der rekombinanten humanen Arylsulfatase A
(rhASA) eingesetzt. Aufgabe dieser Arbeit war es, die Aktivitdt und Spezifitat
der rhASA mit Hilfe der analytischen Isotachophorese (ITP) zu untersuchen und
mit derjenigen von Sulfatasen in Leukozytenextrakten, die mittels
Dextransedimentation gewonnen wurden, zu vergleichen. Dazu wurden zuerst
Untersuchungen zum Abbau des klnstlichen Substrats p-Nitrocatecholsulfat
(pPNCS) durch rhASA unter verschiedenen Inkubationsbedingungen mit Hilfe der
Photometrie, einem Standardverfahren zur Diagnose von Speicherkrankheiten,
durchgefihrt und danach der Abbau von Sulfatid durch rhASA anhand der
Dlannschichtchromatographie nachgewiesen. Schliesslich wurde der Umsatz
verschiedener Substrate durch rhASA und Leukozytenextrakte mit Hilfe der ITP
miteinander verglichen und so die Spezifitdt der rhASA untersucht.

Mit Hilfe der ITP wurde der Umsatz der 3 Substrate pNCS, Ascorbylsulfat und
Galactose-6-sulfat durch rhASA und Leukozytenextrakte untersucht. Mit dieser
Methode konnte nachgewiesen werden, dass pNCS und Ascorbylsulfat sowohl
durch rhASA als auch durch Leukozytenextrakte, Galactose-6-sulfat jedoch nur
durch Leukozytenextrakte abgebaut wird, was darauf zurtickzuflihren ist, dass
Galactose-6-sulfat kein Substrat der Arylsulfatase A ist, von anderen
Sulfatasen, die in den Leukozytenextrakten vorhanden sind, jedoch sehr wohl
umgesetzt wird. Die ITP erlaubt also durch die Auswahl geeigneter Substrate
(Sulfate) die Charakterisierung der Aktivitat verschiedener Sulfatasen und kann
so z.B. durch Verwendung der oben angefiihrten Substrate in einem einzigen
Analysenlauf eine Differenzierung zwischen metachromatischer
Leukodystrophie (MLD) und multiplem Sulfatase-Mangel (MSD) ermdglichen,
da mit ihr der Abbau mehrerer Substrate simultan verfolgt werden kann.
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