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Ein WGA-inhibierendes Oligosaccharid aus Blutgruppen-H- 
Substanz-~ 

Hans Tuppy* und Michael Wrann 

Institut ffir Biochemie, UniversitSot Wien, Ad090 Wien, 0sterreieh 

(Eingegangen 6. Oktober 1977) 

A WGA-Inhibiting Oligosaccharide From Blood Group H Sub~'tance 

Blood group H substance prepared from pig gastric mucosa is a potent 
inhibitor of the haemagglutinating action of WGA (wheat germ agglutinin). 
From the blood group substance, upon treatment with N~OH--NaBH4, a WGA- 
inhibiting oligosaecharide was detached, which was purified by gel filtration 
and paper chromatography and shown by gas chromatography to contain 
galaetose, N-aeetylglueosamine and N-aeetylgalaetosaminitol in a molar ratio 
of 2:3 : 1. Enzymatic release of a N-aeetylglucosamine residue destroyed the 
WGA-inhibitory activi ty of the otigosaeeharide. The importance of terminal N- 
acetylglucosamine residues Ibr the interaction with WGA is discussed. 

N a e h  T r a n s f o r m a t i o n  du rch  ein T u m o r v i r u s  werden  die Zel len 
ve r sch iedener  in vitro k u l t i v i e r t e r  t i e r i scher  Zellst /~mme d u t c h  WGA 
(wheat  ge rm agg lu t in in ,  We izenke iml ingsagg lu t i n in )  agg lu t in i e r t ,  
wS~hrend die Zel len ihrer  n i eh t  t r a n s f o r m i e r t e n  ElternstS~mme unter 
gleichen B e d i n g u n g e n  au f  WGA n ich t  ansp rechen  1-4. D u r c h  die 
T r a n s f o r m a t i o n  v e r u r s a e h t e  Ver~inderungen der  Z e l l m e m b r a n  werden  
fiir  die A g g l u t i n i e r b a r k e i t  du reh  WGA 5-7, abe r  aueh  ftir  das  ver~inderte 
soziale V e r h a l t e n  von Krebsze l l en  v e r a n t w o r t l i c h  gemaeh t .  D a r u m  
haben  die  Spez i f i t~ t  von WGA und  die  ehemisehe  N a t u r  der  WGA- 
R e z e p t o r e n  an der  Zelloberfl/~che grol3es In t e re s se  gefunden.  Der  
Befund ,  daft GlcNAc, N , N ' - D i a e e t y l e h i t o b i o s e  (GlcNAc~]--~GlcNAc) 
und  N , N ' , N " - T r i a c e t y l e h i t o t r i o s e  (GlcNAc ~ l ~  GlcNAc ~ 1-~ GlcNAc) in 

.t Verwendete Abktirzungcn: WGA = Wheat  germ agglutinin, Weizen- 
keimlingsagglutinin ; BGS-H = Blutgruppen H-Substanz ; F~c = Fucose ; 
Gal = Galactose; GalNAc = N-Acctylgalactosamin; GalNAc-ol = N- 
Acetylgalaetosaminitol ; GlcNA c = N-Aeetylglucosamin ; NeuNAc = N- 
AeetylneuraminsSoure; HU = HSomagglutinationseinheit; TFA = Trifluor- 
acetyl. 
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der Art  yon Haptenen  die Wirkung des WGA auf  Zellen inhibieren, 
deutete auf  eine wiehtige gol le  yon GlcNAc-Resten bei der Cytoaggluti-  
nation hin s 10. Von Zelloberfl/~ehen konnten versehiedene Substanzen, 
Glyeolipide n und Glyeoproteine 12-~1, welehe die WGA-bedingte Zell- 
agglutination hemmen, isoliert werden. Ihre Untersuehung vermittelte 
keine klare Vorstellung v o n d e r  ehemisehen Natur  der WGA- 
Rezeptoren. Einige Ergebnisse spraehen daffir, dag NeuNAc, die als 
Monosaeeharid keine Inhibit ion bewirkt, in glykosidiseh gebundener 
Form an der Cytoagglutination beteiligt ist s, 19-2t 

Wie in der vorliegenden Arbeit berichtet  wird, sind aus der 
Magensehleimhaut yon Schweinen gewonnene wasserl6sliche Blutgrup- 
pensubstanzen krgft ige Inhibi toren der zellagglutinierenden Wirkung 
des WGA. Dureh }-Eliminierung wurden yon H-akt iven  Substanzen 
diejenigen Kohlenhydra tke t ten  abgespalten, die mit  der Prote inket te  
O-glykosidiseh - -  fiber die Bindung GaINAc-Serin (oder -Threonin) - -  
verknfipft  waren. Aus dem erhaltenen Kohlenhydratgemiseh lief~ sich 
dureh Reinigung ant  Sephadex G-25 und dureh Papierehromatographie  
eine WGA-inhibierende Oligosaecharidfraktion isolieren. Ihre qualita- 
tive u n d  quantitative Zusammensetzung wurde gasehromatographisch 
ermittelt ,  die Abhgngigkeit  ihrer WGA-hemmenden Wirkung yon 
einem terminalen GlcNAc-Rest naehgewiesen. 

Material und Methoden 

WGA wurde aus Wheat Germ Lipase (Sigma Chemical Company, St. 
Louis) dutch Hitzeprgzipitation, Ammonsulfatfiillung 2 und durehAffinitgts- 
ehromat0graphie ant Ovoniucoid-Sepharose gereinigt 2e. 

Agglutinationsbestimmungen erfolgten durch serielle Verdiinnung (1:2) 
yon 50 #1 des Agglutinins auf einer Salkplatte und Zusatz yon je 50 t*l einer 2 
Erythroeytensuspension (in 0,9 ~o NaC1) zu jeder Verdfinnung. Eine Hgmagglu- 
tinati0nseinheit (H U) ist die Menge des Agglutinins, die imstande ist, 50 ~,1 einer 
2 % Erythrocytensuspension (Blutgruppe 0) vollstgndig zu agglutinieren. (Bei 
WGA Agglutinationszeit 3 oder 30Min., bei gelegentliehem Sehfitteln der 
Platte; bei Anti-//: 30 Min.) 

Agglutinationshemmungen wurden durch serielle Verd/innung yon 50 ~1 
eines Inhibit0rs auf einer S alkplatte, Zusatz yon j e 50 ~1 Agglutinin (gew6hnlieh 
2//U) zu jeder Verdfinnung, Inkubation (WGA : 10 Min., 22 ~ Anti-//: 30 Min., 
37 ~ und Zusatz yon je 50 ~1 2 ~o Erythrocytensuspension bestimmt. 

Bewertung der Agglutination : 4 (vollstgndige Agglutination), 3, 2, 1, +, - -  
(vSlliges Ausbleiben de r Agglutination). 

Anti-A(human) wurde yon den Behringwerken Marburg/Lahn bezogen, 
Anti-// (Ulex europaea) wurde yon Dr. //. Schenkel-Brunner zur Verffigung 
gestellt. 

Blutgruppen-H-Substanz (BGS-H) wurde aus friseher, yore Fleisehhauer 
bezogener Magenschleimhaut yon Sehweinen durch Autolyse, Alkoholfgllung, 
Phenolextraktion und erneute Alkoholfi*llung gereinigt~a und war vollkommen 
frei yon A -Aktivitgt. Noeh 0,1 tzg BGS-H war imstande, die dutch 2 HU Anti-H 



Ein WGA-inhibierendes Oligosaeeharid aus Blutgruppen-H-Substanz 705 

verursaehte vol|st/~ndige Agglutination von 50 ~l einer 2 ~o Erythroeytensus- 
pension zu verhindern. 

Reinigung der WGA-inhibierenden Oligosaccharidfr~ktion [if aus BGS-H: ~- 
Elimination: 1,5g BGS-H wurden in 30ml 0,2N:NaOH, die 1 ~o NaBH4 enthielt, 
gel6st und bei Raumtemp. untergelegentlichem Schtitteln aufbewahrt. Nach 
24 und nach 48 Stdn. wurde je ein weiteres Prozent NaBH4 zugesetzt. Nach 
72 Stdn. wurde die L6sung mit 102V-HCt vorsichtig neutralisiert, auf eine S/~ule 
(5 x 100 em) Sephadex G-25/H20 aufgetragen und mit Wasser eluiert. Fraktio-  
hen zu 7,5ml wurden gesammelt und auf WGA-H&magglutination getestet 
(Abb. 1). Die Fraktionen 130 his 140 wurden vereinigt, tyophilisiert, in Wasser 
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Abb. 1. Oelfiltration des bei der Behandlung von Blutgruppen-H-Substanz mit 
NaBH4/NaOH (~-Elimination) erhaltenen Reaktionsgemisehes auf einer 
Seph~dex G-25 S&ule (5 x 100 crn). Die Eluatfraktionen (je 7,5 ml) wurden auf 
Extinktion bei 280nm ( . . . . .  ) und Inhibition der WGA-Hgmagglutination 

( x - -  x ) gepr/ift 

gel6st, auf Whatman 3-MM-Papier aufgetragen und mit dem Laufmittel n 
Butano l - -Pyr id in - -Wasser  (6:4:3) chrom~tographiert; Laufzeit 48 Stdn. Die 
WGA dnhibierende Oligosaccharidfraktion Hf, die sich auf den Chromatogram- 
men in einem Bereich von RLa c = 0,16--4),18 befand, wurde mit Wasser eluiert. 

Die Neutral- und Aminozucker sowie die aus ihnen dureh Reduktion 
entstehenden Alditole wurden nach 18Stdn. Methanolyse bei 80 ~ in 1,5N- 
methanol. HCI gaschromatographisch als O- bzw: N,O-TFA-Deriv~te be- 
s t immt 24. 

Reinigung der Glycosidasen von Trichomonas foetu.s': 250 mg lyophilisierte 
Trichomonas foetu&Zellen (zur Verfiigung gestellt yon Dr. R. Prohaska, 
Ins t i tu t  f/ir Bioehemie, Universit/~t Wien) wurden mit 10ml 0,02M-Na- 
phosphat, pH 7,0, extruhiert ; der E x t m k t  wurde auf eine Sepharose 6 B-S~ule 
(2,5 x l l 0em)  in 0,02M-Na-phosphat aufgetragen und mit demselben Puffer 
eluiert. Eluatvolumina von je 5,7ml wurden gesammelt, mit den ent- 
sprechenden p-Nitrophenylglykosiden als Substraten bei pH7,0 auf ~-N- 
Acetylglucosaminidase-, ~-N-Acetylglueosaminidase- und ~-Galactosidase-Akti- 
vit&t geprtift (Abb. 2) und zu den Fraktionen T1, T2, T3, T4, T5 und T6 
vereinigt. 
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Enzymatiseher Abbau der Oligosaeeharidfraktion Hf: Je 100 txg der WGA- 
inhibierenden Oligosaccharidfraktion Hf wurden in j e 100 t*l der Enzymfraktio- 
nen T 1, T 2, T 3, T 4, T 5 und T 6 gel6st und 24 Stdn. bei 37 ~ inkubiert. Aliquote 
(10i~l) der Inkubationsgemisehe wurden mit Mesoinositol als internem 
Standard versetzt und die abgespaltenen Zueker in Form ihrer TFA-Derivate 
g~sehromatographiseh naehgewiesen. Weitere Aliquote (50 tzl) wurden x, or und 
naeh der Inkubation auf WGA-Inhibition untersueht. Nur die Frakt ion T2 
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Abb. 2. Gelfiltration der Trichomonas foetus-Glyeosidasen auf einer Sepharose 
6B-S~ule (2,5 x 110 era). Die Fraktionen (5,7 ml) wurden auf Extinktion bei 
280nm (o . . . .  o) und wie folgt auf ~-N-Acetylglucosaminidase, ~-N- 
Aeetylglueosaminidase (x  x)  und auf ~-Galaetosidase ( ) 
getestet: 50 ~1 jeder Enzymfraktion wurden mit je 50 t*l einer 10 mM-L6sung 
des entspreehenden p-Nitrophenylglyeosides als Substrat  bei pH = 7,0 und 
Raumtemp. inkubiert. Nach 10Min. wurde die Reaktion durch Zugabe yon 
1,0 ml 0,2M-Natriumearbonat beendet und das freigesetzte p-Nitrophenol bei 
420 nm gemessen. ~-N-Acetylglueosaminidase war aueh nach Verlbmgerung der 

Inkubationszeit  auf 100 Min. nicht nachzuweisen 

verursachte eine Abspaltung yon GlcNAc (Tab. 2) sowie eine Verminderung der 
WGA-inhibierenden Wirkung yon Hf (Tab. 1). 

~-N-Acetylglucosaminidase yon Aspergillus niger wurde aus Rhozyme HP- 
150 (Rohm and Haas, Philadelphia) dureh Ammonsulfatfgllung, Gelfiltration 
auf Sephadex G-15025 sowie auf Hydroxyapat i t  26 gereinigt; das Pr/~parat 
enthielt 20,4 I. E. des Enzyms/mg Protein und war fast frei von ~-Galaetosidase 
und ~-Fucosidase (Verunreinigung < 0,1 ~). EnzymaktivitS~ten wurden beim 
jeweiligen pH-Optimum mit den entspreehenden p-Nitrophenylglycosiden als 
Substraten in 0,01M~Na-Citratpuffer bei 37 ~ bestimmt. 100~zg WGA-in- 
hibierende Oligosaeeharidfraktion Hf wurden mit 0,63 I .E .  dieses EnzymprS~- 
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parers 18Stdn. bei 37 ~ in 0,01M-Na-Citrat pH5,0 inkubiert. Jim In- 
kub~tionsgemisch konnte jedoch n~ch der Methode yon Reissig u. ~.~7 kein 
~bgespaltenes GlcNAc nachgewiesen werden. 

Ergebnisse und Diskussion 

Wie aus Tab. 1 ersiehtlich ist, hemmen blutgruppen-H-~kt ive  
Glyeoproteine, die aus der Magensehleimhaut von Sehweinen gewonnen 
worden sind, die dureh W G A  verursaehte H~magglut inat ion wesenttich 
stS.rker als N,N' ,N"-Triaeetylchitotr iose,  die bisher als wirksamster  

Tabelle 1. Inhibition der WGA-Hgmagglutination dutch Blutgruppen-H 
S~bstanz ( BGS- H ) , 5T,2V'- Diacetylchitobio~se ( I I ) ,  N ,N',N"- TriacetylchitotT'iose 
(111) und die Oligo~accharidfraktion Hf  vor (Hf)  und nach 24Stdn. Inku- 
bation bei 37 ~ mit der Enzymflaktion T 2  yon Trichomonas Jbetus (Hf -T2) .  

tnhibitorkonzent~-ation jeweils 0,1% 

Agglutination 
nach 3 Min. nach 30 Min. 

Verdfinnung: 1:2 1:4 l :8usw. 1:2 1:4 l :8usw. 

BGS H 4 4 4 4 
II  - -  3 4 4 4 4 3 4 4 4 4 4 
I I I  3 4 4 4 1 3 4 ~ 4 4 
Hf  2 4 ~ 3 r 4 
Hf-T2  ] 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Inhibi tor  galt  und v o n d e r  mit  gr6gter Wahrscheinliehkeit  an- 
genommen wurde, dab sie der determinierende Bestandteil  der W G A -  
Rezeptoren in ZelloberflS~ehen sei 1~ Aus der Blutgruppen-H-Substanz  
lieg sieh durch ~-Eliminierung mittels N a O H - - N a B H 4  eine W G A -  
inhibierende Oligosaecharidfraktion H f  abspalten und dureh Gel- 
filtration auf  Sephadex Go25 sowie Papierehromatographie  reinigen. 
H f  erwies sieh ebenfalls als ein st/irkerer W G A - I n h i b i t o r  als Triaeetyl- 
chitotriose. Es war jedoeh bemerkenswert ,  dab die inhibitorisehe 
Wirkung, die yon beiden Oligosaeehariden auf die Agglutination yon 
Ery throeyten  dutch W G A  ausgeiibt wurde, bei 15roger dauernder 
Beobachtung der H~magglut inat ion abnahm (Tab. 1 ) ; offenbar haben 
die Oligosaeeharide eine kteinere AffinitS~t zu W G A  als die Glyeopro- 
teine und werden daher naeh und naeh yon den Erythroeyten aus ihrer 
Verbindung mit  d e m  Agglutinin verdrSmgt. 

[ I f  enth~lt Gal, GlcNAc  und GalNA c-ol in einem molaren Verh/iltnis 
yon ungef~hr 2 :3 :1 ;  eine geringe Menge yon Fuc  dtirfte auf  eine 
Verunreinigung zur/ickzuf/ihren sein. I m  Hydro lysa t  yon H f  liel~ sieh 



708 H. Tuppy und M. Wrann: 

GalNAc-ol als einziger bei der ~-Eliminierung unter  reduktiven 
Bedingungen ents tandener  Zuekeralkohol naehweisen; dies best/itigt, 
dab Hf fiber die Bindung GalNAc--Hydroxyaminoss mit  der 
Prote inket te  verbunden war*. 

Die als 2/'2 bezeiehnete Enzymfrakt ion,  eine yon drei bei der 
Reinigung von Trichomona8 foetus-Glyeosidasen auf Sepharose 6B er-  
haltenen Fraktionen mit ~-N-Aeetylglueosaminidase-Aktivit~t (Abb. 2), 
war imstande, aus Hf GlcNAc freizusetzen; da ein Drittel des in Hf 
enthaltenen GlcNAc abgespalten werden konnte (Tab. 2), ohne dag 
dabei entsprechende Mengen anderer Zueker abgelSst wurden, mug sieh 
einer der drei GlcNAc-Reste des Hf an einem niehtreduzierenden Ende 
der Kohlenhydra tgruppierung befinden. 

Tabelle 2. Gaschromatographische Kohlenhydratanalysen. A. Kohlenhydratzu- 
sammensetzung der WGAdnhibierenden Oligosaeeharidfraktion Hr. B. Aus 
der Oligosaceharidfraktion Hf mit N-Acetylglucosaminidase (Enzymfral{tion 

T 2) yon Trichomonas foetus abgespMtene Zueker 

:xmoM mg Hf 
Fuc ( ;a/ Glc N A c GalN A c-ol 

A. 0,25 1,66 2,61 0,81 
B. 0,07 0,19 0,85 - -  

Mit der Abspal tung dieses terminalen GlcNAc-Restes verliert Hf 
seine WGA-Inhibitoraktivit~t (Tab. 1). Dieser Naehweis der Wichtig- 
keit eines endst&ndigen GlcNAc-Restes f~r die Wechselwirkung mit  
WGA s t immt  mit  dem Befund yon Goldstein u.a .  1~ demzufolge der 
terminale GlcNAc-Rest yon Chitin-oligosacehariden ftir die WGA- 
Inhibit ion bedeutungslos sei, nicht fiberein ; diese Autoren verwendeten 
allerdings als Mag ftir die inhibitorisehe Aktivit/ i t  der Oligosaeeharide 
nieht die Hemm ung  der WGA-bedingten H~magglut inat ion,  sondern 
die der WGA-bedingten Pr/tzipitation eines synthetisehen Glyeopro- 
teins (p- Azophen yl-~-D-GlcN A c- Rinderserumalbumin ). 

Ob der terminale GlcNAc-Rest, der ffir die WGA-Inhibition yon [If 

* Ebenso stark wie die Blutgruppen-H-Substanz hemmt auch die aus 
Schweinemggen isolierte A-Substanz die Agglutination yon Erythroeyten 
dureh WGA. Aus der A-Substanz konnte durch ~-Eliminierung gleiehfalls eine 
WGA-inhibierende Oligosaecharidfraktion gewonnen werden; diese unter- 
sehied sieh yon Hf dadureh, dag sie GalNAc zus~Ltzlieh zu Gal, GlcNAc, 
GalNAc-ol und Fuc enthielt. 
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erforderlieh ist, ~- oder ~-glyeosidiseh gebunden  ist, ls sieh auf  Grund  
unserer  Ergebnisse  n ieht  entseheiden. Obwohl die E n z y m f r a k t i o n  T 2 
p-Nitrophenyl-~-I)-GlcNAc, nieht  jedoch p-Nitrophenyl-~-D-GlcNAe 
spaltet ,  kSnnte  sie dennoch  eine ~-N-Aeetylglueosaminidase en tha l ten  ; 
es ist bekannt ,  dal3 manehe  Glykosidasen,  so z. B. die ~.-Fueosidase yon  
Trichomonas foetus, einfaehe p-Ni t rophenyl -~-glykos id-Subs t ra te  nieht  
spalten. Eine ~-N-Aeetylglueosaminidase von Aspergillu8 niger, die 
imstande  ist, Chit in-oligosaeeharide zu spalten 25, setzte aus H f  kein 
GIeNAe frei ; dies deu te t  da rau f  hin, dal3 H f  kein terminMes GleNAe in 
der B indung  GlcNAc ~ ~-~ GleNAe enth~lt .  Die Frage  naeh der ~- oder ~- 
glykosidisehen Verknf ipfung der ffir die WGA-Inh ib i t i on  verantwort l i -  
then  te rminalen  GleNAc-Res te  wurde dadureh  besonders  aktuell ,  dab 
Koehetkov u. a. 2s kfirzlieh - -  wi~hrend die vorliegende Un te r suehung  im 
Gange war - -  beriehteten,  dab in Oligosaeehariden, die ebenfalls aus 
Blu tgruploen-H-Subs tanz  gewonnen worden waren,  ~-glykosidiseh 
gebundene  terminale  GlcNAc-Reste  vorkommen .  
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