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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Sialinsauren

Die ersten Hinweise fir die Existenz von Sialinsdure wurden im Jahr 1927 durch Land-
steiner, Levene und Walz entdeckt (Walz 1927) (Levene und Landsteiner 1927). Durch
weitere Studien, vor allem zwischen 1935 und 1970, konnten die chemischen und kon-
formativen Strukturen von Sialinsduren bestatigt, sowie weiterfihrend erforscht werden
(Sato und Kitajima 2013a). Insbesondere die Arbeiten von Gunnar Blix, Ernst Klenk und
Alfred Gottschalk gelten als wegweisend (Schauer und Kamerling 2018). Begriffshisto-
risch kommt das Wort Sialinsaure aus dem griechischen und leitet sich von "sialos" ab,
was Ubersetzt auf Deutsch "Speichel" bedeutet (Wang und Brand-Miller 2003).

Grundlegend besteht die Sialinsaure aus einem 9-Kohlenstoff-Grundgerist (Bornhofft et
al. 2018) und ist der Oberbegriff fir die Familie der N- und O-substituierten Derivate der
Neuraminsaure (Wang 2009). Die Sialinsdure-Familie umfasst derzeit tber 50 naturlich
vorkommende Mitglieder (Olaru et al. 2020). Sie sind in der Natur weit verbreitet und
kommen in einigen Bakterien, Viren, Protozoen, Pilzen sowie in Tieren der Deuterostom-
Linie und in niederen Wirbeltieren vor (Ghosh 2020). Sialinsauren treten in den meisten
Fallen als Monosialylreste ,an der nicht reduzierten Endposition der Glykanketten von
Glykoproteinen und Glykolipiden, auf (Huizing et al. 2021). Glykokonjugate gebundenen
Sialinsauren zeigen sich in der a-anomeren Form, wahrend die freien Formen haupt-
sachlich 3-anomere Ringstrukturen aufweisen (Kamerling und Gerwig 2006). Alle Sialin-
sauren haben an der ersten Kohlenstoff-Position ein Carboxylat, welches bei physiolo-
gischem pH-Wert typischerweise ionisiert ist (Varki 1997).

In der Natur zeichnen sich Sialinsauren durch eine grol3e chemische Vielfalt aus. Wah-
rend Variationen an C-5-Korpern die Sia-Kernstrukturen definieren, erzeugen Modifika-
tionen an C-4, C-7, C-8 und/oder C-9-Kohlenstoff-Position weitere Varianten in der Sia-
linsaure-Familie (Schnaar et al. 2014). Die drei wichtigsten Sialinsauren, die in der Natur
frei vorkommen, sind: N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac), N-Glycolylneuraminsaure
(Neu5Gc) und Desaminoneuraminsaure (KDN: 2-Keto-3-desoxy-D-glycero-D-galacto-
Nonoséure) (Abbildung 1) (Sato 2004). Neu5Ac bildet die vorherrschende Form in S&u-
getierzellen (Jakobsson et al. 2015). Neu5Gc wird infolge der Hydroxylierung am C5-
Korper der N-Acetylneuraminsaure gebildet (Barnard et al. 2020). Der Prozess wird
grundsatzlich durch die cytidine-5"-monophosphate (CMP) -Neu5Ac-Hydroxylase kata-
lysiert, die bei Menschen inaktiv sind (Yang et al. 2022). Im Vergleich zu Neu5Ac enthalt
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KDN in der C-5 Position, anstelle der Acetamidgruppe, eine Hydroxylgruppe (Kitajima et
al. 2015).

A. Grundgeriist der Sialinsduren C. Arten der Sialinsduren

NEUSAc
B. Modifizierungen
Acylierung Sulfatierung
0 HO\< N s
CH,—C— 1] NEU5Gc 3
3 1] HO—s— (@]
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0
Methylierung Lactylierung
CHz— CHy—CH—C—
| Il KDN
OH O

Abbildung 1: Struktur der Sialinséuren

(A)Sialinsauren bestehen aus einem 9-Kohlenstoff-Grundgerist. (B) Sie kdnnen durch chemische Verén-
derungen an C1, C4, C7, C8 oder C9-Positionen in verschiedenen Variationen vorkommen (hier in Valenz-
strichformel dargestellt). (C) Die Neu5Ac, Neu5Gc und KDN sind die drei in der Natur am h&ufigsten vor-
kommenden Sialinsdurearten. Das Grundgerdist ist in Haworth-Schreibweise und die Neu5Ac, Neu5Gc und

KDN in Sesselform abgebildet. Eigendarstellung, angelehnt an Sato et al. (Sato und Kitajima 2013a).

1.1.1 Vorkommen und Funktion

Die Existenz von Sialinsauren ist in der Natur weit verbreitet und erstreckt sich von Bak-
terien bis hin zum Menschen (Fliniaux et al. 2022). Ihr Vorkommen ist in der Abstam-
mungslinie der Neumunder starker ausgepragt als in anderen Gruppen wie Bakterien
oder Viren (Schnaar et al. 2014). In Pflanzen dagegen kdnnen keine Sialinsduren nach-
gewiesen werden (Spichtig et al. 2010). Als endstandige Einheiten von Glykokonjugate
sind Sialinsauren beim Menschen ubiquitar verteilt (Zhang et al. 2019). So kommen sie
beispielweise in vielen menschlichen Korperflissigkeiten wie Speichel, Magensaft
(Jahan et al. 2016), Serum, Urin, Tranen, Liquor (Ji et al. 2017) und in Muttermilch vor
(Wang und Brand-Miller 2003). Die hochste Neu5Ac-Konzentration ist bei Menschen im
Gehirn vorhanden. In der neuralen Zellmembran ist beispielweise eine in etwa 20-fach
hohere Sialinsdurekonzentration als in anderen Zellmembranen enthalten (Wang 2009).
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Im Jahr 1986 gelang es der Gruppe von Inoue et al. erstmalig KDN in Spermien von
Fischeiern nachzuweisen (Nadano et al. 1986). Ihr Vorkommen scheint jedoch_auf Wir-
beltiere beschrankt zu sein (Tiralongo und Martinez-Duncker 2013). Bei Menschen be-
tragt das KDN-Expressionsniveau ungefahr 0,01 mol% von Neu5Ac (Inoue et al. 2010).
Neu5Gc wird weitestgehend in Saugetieren exprimiert (Kitajima et al. 2015) und sind
insbesondere in einigen Milchprodukten und im roten Fleisch enthalten (Wang 2012). Im
Gegensatz dazu ist die Synthese von Neu5Gc bei Menschen nicht méglich (Jahan et al.
2016). Trotz allem wurden auf humaner Epithelien und in GefalRendothelien eine geringe
Menge an Neu5Gc nachgewiesen (Diaz et al. 2009). Die Studien belegen zudem, dass
Menschen Antikorper gegen Neu5Gc enthalten (Dhar et al. 2019). Nach aktuellem
Kenntnisstand wird davon ausgegangen, dass die entstehenden Antigen-Antikérper-In-
teraktionen zu chronischen Entziindungen, Tumorbildung sowie zur Abstol3ung von Xe-
notransplantaten beitragen (Samraj et al. 2015). KDN wurde auch in einer erhéhten Kon-
zentration in einer Reihe humaner Malignitaten, wie z.B. Eierstock-, Hals-, Brust- und
Lungenkrebs, sowie Gebarmutter- und Leberkrebs nachgewiesen (Ji et al. 2017). Der
Einsatz von Sialinsauren, als Biomarker fur einige Krebsarten, ist aufgrund der genann-
ten Aspekten ein wichtiger Ansatz der heutigen Forschung (Kitajima et al. 2015). Laut
Pasek et al. ist ein erneutes Auftreten von Krebszellen und Metastasen, durch die Ana-
lyse von Sialinsduren, zeitlich friiher erkennbar als klinische oder radiologische Diagnos-
tik (Passek et al. 2021).

Aufgrund ihrer negativen Ladung und ihrer terminalen Position tiben Sialinsauren viele
wichtige biologische Funktionen aus, die von der Embryogenese Uber die neuronale
Plastizitat bis hin zu den Interaktionen mit Krankheitserregern reichen (Castilho 2015).
Sie vermitteln u.a. Zell-Zell-Wechselwirkungen (Ghosh 2020), Zellproliferation und -dif-
ferenzierung (Ji et al. 2017) und nehmen eine entscheidende Rolle in der Immunologie,
Tumorwachstum und Metastasierung sowie in der Reproduktions- und in der Neurobio-
logie (Huang et al. 2014) ein. Durch die Regulierung der Sekundar- und Tertiarstruktur
von Glykoproteinen lben sie einen positiven Einfluss auf die Halbwertszeit von Gly-
koproteinen im Blut aus (Nie et al. 2012). Zudem beeinflussen Sialinsauren die Stabilitat
und die Funktionen von Hormonen und Enzymen, wie beispielweise das follikelstimulie-
rende Hormon (FSH) und das humane Choriongonadotropin (hCG) (Ghosh 2020).

Die besondere Stellung der Sialinsdure nimmt im Bereich der heutigen Schulmedizin
zunehmend eine relevante Rolle ein. Es ist bereits bekannt, dass eine Entfernung der
Sialinsauren von Erythrozyten zur Verkirzung ihrer Lebensdauer, von urspringlich etwa
120 Tagen, auf nur wenige Stunden fuhren kann (Schauer und Kamerling 2018). Im
Fachbereich der Kardiologie konnte nachgewiesen werden, dass Sialinsdure an der Pa-
thogenese von koronare Herzerkrankungen beteiligt ist (Zhang et al. 2018). Die Studien
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von Li et al. zeigen eine relevante Korrelation zwischen der Konzentration von Neu5Ac
im Serum und dem Ausmalf von Koronarlasionen bei Herzinfarkt auf (Li et al. 2020). In
diesem Zusammenhang wird auch ein erhdhtes Plasmaspiegel mit Vorhofflimmern as-
soziiert (Hu et al. 2020). Sialinsauren dienen als Rezeptormolekdl fur die Bindung u.a.
von Influenza A und C, Clostridium botulinum sowie Helicobacter pylori an die mensch-
liche Zelle (Rossmann und Rao 2012). Die jungsten Studien um Schweres-akutes-Atem-
wegssyndrom-Coronavirus Typ 2 (engl. SARS-CoV-2), zeigen zudem, dass eine er-
hohte Sialinsaurekonzentration mit gastrointestinalen Komplikationen bei SARS-CoV2-
Infektion einhergehen (Haroun et al. 2022) (Engin et al. 2020). Aktuell wird die Rolle der
Sialinsaure, als Rezeptoren fiir das SARS-CoV-2 und mdgliche Ansatzpunkte fiir The-
rapiemalinahmen erforscht (Tortorici et al. 2019).

1.1.2 Polysialinsaure

Sialinsauren konnen im Gegensatz zu vielen anderen Zuckern eine homopolymere
Struktur an Glykoproteinen bilden, welche einerseits zu ihrer strukturellen Diversitét bei-
tragt und dariiber hinaus weitere Funktionen im Organismus beeinflusst (Janas und Ja-
nas 2011). Im Jahr 1957 gelang es Guy Barry und Walther Goebel zum ersten Mal Po-
lysialinsauren (PolySia) auf der Kapseloberflache von Escherichia coli (E. coli) nachzu-
weisen (Barry 1958). Die Entdeckung der Polysialinsauren auf Zelloberflachen von Wir-
beltieren erfolgte etwa 20 Jahre spater durch Innoue und Iwasaki (Tiralongo und Marti-
nez-Duncker 2013). Aufgrund der Anzahl der vorliegenden N-Acetylneuraminsaure-Ein-
heiten werden Polysialinsauren grundsatzlich in Di- (2); Oligo- (3-7) und Polysialinsduren
(groRRer als 8 Monomereinheinten) eingeteilt (Jakobsson et al. 2015) (Sato und Kitajima
2013a). Nach aktuellem Kenntnisstand tragen sowohl die Anzahl einzelner Monomere
als auch ihre chemischen Verknipfungen untereinander, als entscheidende Faktoren flir
das jeweiligen Vorkommen und deren Funktionen bei. So wurde im Fall der Seeigelsper-
mien nachgewiesen, dass wahrend a2,9-gebundene Polysialinsduren die Beweglichkeit
der Spermien beeinflusst, die a2,5-Oglycolyl-gebundenen Polysialinsauren hingegen die
Akrosom-Reaktion steigern konnen (Galuska et al. 2012) (Castilho 2015). Bisher wurden
a2,4-Verknipfungen, a2,8-Verknipfungen, a2,9-Verknupfungen, abwechselnd
a2,8/a2,9-Verknupfungen und a2,5-Oglycolyl-Verkntpfungen beschrieben (Galuska et
al. 2012). Bei Menschen werden keine PolySia-Ketten durch die Sialinsauren, Neu5Gc
und KDN, gebildet (Wang 2012).
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Abbildung 2: Aufbau der PolySia

Bei Sdugetieren besteht Polysialinsédure aus a2,8-verkniipften N-Acetylneuraminsaureresten (Verknipfung
in rot). Es ist eine a-Ketosaure mit einem 9-Kohlenstoff-Ruckgrat (Nummerierung in griin), die unter physi-
ologischen Bedingungen ein Carboxylat-Anion tragt (orange). R: N-Glykan oder O-Glykan (Galuska et al.
2017), CC BY.

Oligomere von a2,8-verknipften Sialinsaureketten kommen als Bestandteil von Gangli-
osiden und Membranproteinen vor (Inoko et al. 2010) (Hanashima et al. 2013), wahrend
Polysialinsauren bei Wirbeltieren Gberwiegend als posttranslationale Modifikation des
neuralen Zelladhasionsmolekills (NCAM) vorliegen (Rollenhagen et al. 2013) (Ono et al.
2012). Bei Saugetieren wurden dariiber hinaus sechs weitere PolySia-Trager nachge-
wiesen: Die a-Untereinheit des spannungsempfindlichen Natriumkanals im Rattenhirn
(Nakata und Troy 2005b), Differenzierungscluster 36 (Wang 2012), Neuropilin-2 auf
menschliche, reife, dendritische Zellen sowie die Polysialyltransferase ST8Siall (Simon
et al. 2013). AulRerdem im synaptisches Zelladhasionsmolekil SynCAM-1 im postnata-
len Mausgehirn und E-Selectin-Ligand-1 bei Mikroglia und Makrophagen (Galuska et al.
2017b). Die biophysikalischen Eigenschaften von Polysialinsauren sind fir die Funktio-
nen im Organismus mafgeblich. So wirken diese aufgrund ihrer negativen Nettoladung,
bei physiologischem pH-Wert, nicht nur antiadhésiv auf Zell-Zell und Zell-extrazellul&r
Raum — Interaktionen (Hildebrandt et al. 2007), sondern dienen aufgrund des Volumens
auch als Liganden-Rezeptor (Kitajima et al. 2015). Darliber hinaus sind diese an der
neuralen Zellmigration und der Myelinisierung (Tiralongo und Martinez-Duncker 2013)
sowie an dem Axonenwachstum und der Synapsenbildung beteiligt (Galuska et al.
2008). Die entscheidende Rolle wahrend der Neurogenese wird insbesondere unter Be-
achtung des embryonalen Wachstumes ersichtlich. Die Expression von Polysialinsauren
ist wahrend der embryonalen Phase erhoht und beschrankt sich im erwachsenen Alter
hauptséachlich auf bestimmte Hirnregionen (Oltmann-Norden et al. 2008) (Nakata und
Troy 2005b). Hierzu zahlen insbesondere der Hippocampus (Angata et al. 2000), die
subventrikulare Zone (Sato und Kitajima 2013b), das olfaktorische System (Ono et al.
2012) und der prafrontale Kortex sowie die Amygdala (Sato und Kitajima 2013b) (Sato
und Kitajima 2013a). Bei Wirbeltieren wird die Expression von Polysialinsauren einer-
seits auf raumlich-zeitlicher Ebene reguliert (Sato und Kitajima 2013b) und anderseits
5
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auch durch metabolische Stoffe wie Drogen und Alkohol entscheidend beeinflusst (Ono
et al. 2012) (Mifiana et al. 2000). In diesem Zusammenhang ist hervorzuheben, dass
eine Anderung der Polysialinsaurekonzentration zu diversen Dysfunktionen und Krank-
heiten fihren kann. Wéahrend eine niedrige Polysialinsaurekonzentration mit Schizophre-
nie (Muller-Miny et al. 2023) (Wang 2012), Morbus Alzheimer, Neuroblastomen im Kin-
desalter (Zlatina et al. 2018) und Morbus Parkinson zusammengebracht wird, weil3t eine
erhohte Polysialinsaurekonzentration und Kettenlangenverteilung einen Zusammen-
hang mit neoplastischen Erkrankungen, wie zum Beispiel kleinzelligem und nicht-klein-
zelligem Lungenkarzinom sowie Willms Tumor und einem erhdhten Metastisierungspo-
tenzial auf (Foley et al. 2009) (Kitazume et al. 1994) (Bhide und Colley 2017). In Studien
mit Mausen konnte festgestellt werden, dass das Fehlen von Polysialinsauren mit einer
postnatalen Letalitéat einhergeht (Oltmann-Norden et al. 2008) (Galuska et al. 2006). Die
im menschlichen Plasma vorkommenden Polysialinsduren kénnen sich, abhangig von
der Kettenlange (Zlatina et al. 2017), an Histone binden und dessen toxische Aktivitat
positiv beeinflussen (Zlatina et al. 2018) (siehe Abbildung 4), die bei der Freisetzung von
extrazellularen Neutrophilen-Fallen (engl. Neutrophile Extracellular Traps, NETS) entste-

hen.
Abnormal Normal Abnormal
Qualitét und Quantitat o .
von Polysialins&uren Hoch Niedrig Keine
0 ' ]
)
(] [ '
, L
I | 1
i i I i
Funktion von Niedri .
Polysialinséuren Hoch ledrig Keine ! NCAM PolySia-Kette
o Neurotransmitter,
oo Tod nach ¢ Neurotrophine und
Erkrankungsrisiko Hoch Niedrig Hoch der Geburt Wachstumsfaktoren

Abbildung 3: Die Auswirkung der Quantitat und Qualitat von PolySia auf das Krankheitsrisiko

Eine signifikante Abweichung der Quantitat und Qualitét der polysialierten NCAM kann zu einer pathologi-
schen Verénderung der Funktionen fihren und mit diversen Krankheiten einhergehen, wahrend ein Zusam-
menhang zwischen einer fehlenden Expression mit einer postnatalen Sterblichkeit zu beobachten ist. Die
Bindung der PolySia-Ketten an Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter und Neurotrophine hangt von ihrem
Polymerisationsgrad ab und beeinflusst ihren Wirkungsbereich (hier als blauer Kreis dargestellt). Eigendar-

stellung, angelehnt an Sato et al. (Sato und Kitajima 2013b).



Einleitung

1.1.3 Extrazellulare neutrophile Fallen

Neutrophile Granulozyten wurden erstmals von Elie Metchnikoff entdeckt (Segal 2005)
und sind terminal differenzierte Zellen mit einer kurzen Lebensdauer. Sie gehéren zu der
ersten Verteidigungslinie gegen eindringende Krankheitserreger (Doring et al. 2017) und
werden als erste Immunzellen aus dem Blutkreislauf an einem Entzindungsort rekrutiert
(Ma und Kubes 2008). Die Bekampfung der eindringenden Pathogene wird u.a. durch
das Freisetzen von antimikrobiellen und lytischen Enzymen sowie durch die Produktion
von reaktiven Sauerstoffspezien und Phagozytose ermdglicht (Saffarzadeh et al. 2012).
Ein weiterer Mechanismus der Neutrophilen-Wirkung ist die Bildung von NET (Zawrot-
niak und Rapala-Kozik 2013). Der Prozess der NET-Bildung wird als NETosis bezeich-
net (Doring et al. 2017) und ist bereits bei Fischen beschrieben worden (Zlatina et al.
2018). NETs werden gewdhnlich durch den Zelltod freigesetzt und kénnen durch Ent-
ziindungsreize wie Interleukin-8; Lipopolysaccharid oder Phorbolmyristatacetat stimu-
liert werden (Saffarzadeh et al. 2012). Hierbei kommt es infolge des Zusammenbruchs
des Zellkerns zum Vermischen von Kern und Zytoplasma und schlie3lich zur Freisetzung
der Strukturen, durch das Rei3en der Plasmamembran (Fuchs et al. 2007). NETosis
unterscheidet sich morphologisch von anderen klassischen Zelltodprozessen wie z.B.
Apoptose und Nekrose (Kockritz-Blickwede und Nizet 2009). NETs bestehen neben der
Desoxyribonukleinsédure (DNA) auch aus einer grof3en Gruppe von Histonproteinen wie
H1, H2A, H2B, H3 und H4, die etwa 70% aller mit NET verbundenen Proteine ausma-
chen (Zuo et al. 2020) (Dgbrowska et al. 2016). Diese erleichtern die Adhasion von mik-
robiellen und viralen Pathogenen (Déring et al. 2017) und kdnnen bakterizide Aktivitaten
ausiiben (Brinkmann und Zychlinsky 2012). Ein Mol Histone tétet 100-mal mehr Bakte-
rien als andere antimikrobielle Substanzen, wie z.B. Defensine (Brinkmann und
Zychlinsky 2012). Aufgrund der Eigenschatft, Bakterien binden und téten zu kénnen, wer-
den NETs als ein wichtiges Element des angeborenen Immunsystems angesehen
(Masuda et al. 2016). Dartber hinaus tben NET einen bedeutenden Einfluss auf die
Gerinnung aus und kdnnen Entziindungsreaktionen positiv beeinflussen (Grasso et al.
2018). Unabhangig ihrer antimikrobiellen Funktion, sind sie auch an vielen nichtinfektio-
sen Krankheiten, Autoimmun- und Entziindungsreaktionen beteiligt, darunter chronische
Lungenerkrankungen, Sepsis (Huang et al. 2022) und vaskulare Erkrankungen (Zawrot-
niak und Rapala-Kozik 2013) (Hong et al. 2022). Aus der Arbeit von Charles T. Esmon
geht hervor, dass ein Histongemisch, insbesondere H3 und H4, fur Endothelzellen to-
xisch ist und das Aktivierte-Protein-C eine positive Wirkung auf die Reduktion der Zyto-
toxizitat austiben kann (Xu et al. 2009). Galuska et al. konnten nachweisen, dass sich
Polysialinsauren in kettenlangenabhangiger Weise (mehr als 20 Sialinsaureresten) an
Histone binden und deren Zytotoxizitat einddammen kénnen (Galuska et al. 2017a).
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NET -
Formation

@ Nukleosomen ¥ Polysialinséuren mit gepackte Partikeln

Abbildung 4: Auswirkung der Polysialinséuren auf NET

Die abgebildete Darstellung zeigt die Ankniipfung von polysialierten Partikel an die Nukleosomen der NET -
Formation (= Komplex aus DNA und Histonen). Eigendarstellung, angelehnt an Galuska et al. (Galuska et
al. 2017a).

1.1.4 Polysialyltransferasen

Polysialinsauren werden in Saugetieren durch die zwei Sialyltransferasen: ST8Siall und
ST8SialV katalysiert (Janas und Janas 2011). Als Typ Il Transmembranproteine bilden
diese eine Unterfamilie der Glykosyltransferasen und gehéren zur GT29-Familie (Chen
und Varki 2010). Diese umfasst aktuell 20 Sialyltransferasen (Harduin-Lepers et al.
2001) und wird anhand des Akzeptormolekiils in vier Kategorien eingeteilt (Schnaar et
al. 2014): ST3-Gal; ST6-Gal; ST6GalNAc und ST8Sia (Schauer und Kamerling 2018).
Im Vergleich zu anderen Glykosyltransferasearten zeichnen sich diese durch eine hohe
Akzeptorspezifitat aus (Rollenhagen et al. 2013). Diese Eigenschaft weisen auch ein-
zelne Enzyme derselben Gruppe auf (Li und Chen 2012).

Die Transmembranproteine des Typ Il bestehen grundsatzlich aus einem im Zytoplasma
und einem im Lumen des Golgi-Apparat liegenden Anteil. Ersteres besteht aus einer
kurzen zytosolischen Doméane und wird Uber eine Transmembrandomane mit der im Lu-
men liegenden Stammregion verbunden. Die Stammregion variiert in der Lange entspre-
chend der Anzahl der Aminosduren und tragt die Carboxylgruppe als katalytischen Antell
(Abbildung 5) (Li und Chen 2012) (Wang 2009). Im Gegensatz dazu ist der im Zyto-
plasma liegende Aminoanteil an der Enzymaktivitat nicht direkt beteiligt (Harduin-Lepers
et al. 2001). Die Forschungsgruppe von Angata et al. konnte zeigen, dass beide Enzyme,
bevorzugt an der sechsten N-Glykosylierungsstelle von NCAM binden. Aul3erdem wurde
festgestellt, dass ST8Siall — im Gegensatz zu ST8Sia-IV — an der fiinften N-Glykosylie-
rungsstelle, effizienter katalysiert (Angata et al. 1998). ST8Siall und ST8Sia IV zeichnen
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sich u.a. durch die Bildung von a2,8-gebundenen Sialylketten aus (Bhide und Colley
2017) und weisen auf Ebene der Aminosaurensequenz eine 59-prozentige Homologie
zueinander auf (Angata et al. 1998) (Nakata und Troy 2005b). Sie kénnen sowohl eigen-
standig als auch in Zusammenarbeit Polysialinsduren synthetisieren (Nakata und Troy
2005b). Ferner sind diese in der Lage sich selbst zu polysialisieren (Galuska et al.
2017b). lhre Bildung weist, wahrend der postnatalen Entwicklung, eine Zeit- und gewe-
bespezifische Divergenz auf (Wang 2009) (Galuska et al. 2008). So ist die Expression
von ST8Siall in embryonalen und perinatalen Stadien am hdchsten (Al-Saraireh et al.
2013) und bleibt, im Vergleich zu ST8SialV -Enzymen, wahrend der postnatalen Phase,
im niedrigeren Niveau stabil (Curto et al. 2019).

1 Abbildung 5: Strukturelle Aufbau der Transmembranproteine vom Typ I

Sialyltransferasen sind Membranproteine vom Typ Il mit kurzen Aminotermi-

nalen (-NHz) zytoplasmatischen Schwénzen (4). Dieser wird mit einer kurzen

2
Transmembran-Region (3) mit der Stammregion (2) verbunden. Die katalyti-
sche Doméne (1) ist dem Golgi-Lumen zugewandt und an der Stammregion

3 gebunden. Eigendarstellung, angelehnt an Bhide et al. (Bhide und Colley
2017).

4 I

NH,

1.2 Methoden zur Detektion von Sialin- und Polysialinsduren

In den letzten Jahrzehnten wurden bereits verschiedene Strategien zur Analyse von Si-
alin- und Polysialinsauren entwickelt und weiter optimiert. Technologischer Fortschritt
und neueste wissenschaftliche Erkenntnisse der Biochemie sind fir die Identifizierung
und Quantifizierung von Sialinsduren von besonderer Bedeutung. Grundsatzlich kénnen
Sialinsauren sowohl durch eine vorherige Trennung der Glykokonjugate, als auch unge-
trennt analysiert werden (Spichtig et al. 2010). Die jeweiligen Vor- und Nachteile dieser
Vorgehensweise werden im Verlauf des aktuellen Kapitels thematisiert. So sind derzeit
fur die Quantifizierung von Sialinsduren folgende Testverfahren bekannt: Die kolorimet-
rische und fluorometrische Methode sowie enzymatische und chromatographisch/mas-
senspektrometrische Verfahren (Cheeseman et al. 2021). Unter diesen Methoden wer-
den die Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (HPLC) und Massenspektrometrie
(MS) am haufigsten angewandt (Zhou et al. 2020).
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1.2.1 Bestimmung von Sialinsauren

Die kolorimetrischen Testverfahren umfassen u.a. die Thiobarbitursaure (TBA) und
Diphenolreaktion, welche als Erste fiir die Bestimmung von Sialinsduren eingesetzt wur-
den (Kitajima et al. 2015). Hierzu wird in der Diphenolreaktion unter Verwendung von
Orcinol und Eisen (lll)-lonen oder Resorcin und Kupfer (Il)-lonen Sialinsaure reagiert
und der resultierende Chromophor (Farbstoff) spektrophometrisch gemessen (M. Crook
1993). Die Resorcin Methode wurde von Svennerholm entwickelt (M. Crook et al. 1993)
und ist fur die Quantifizierung von KDN nicht geeignet. Im Gegensatz dazu konnen
Neu5Ac und Neu5Gc, sowohl in gebundener als auch in ungebundener Form, nachge-
wiesen werden (Kitajima et al. 2015).

Das Periodsaure/Thiobarbitursaure-Verfahren wurde im Jahr 1959, etwa zur selben Zeit
von Warren und Aminoff, unabhangig voneinander beschrieben (Schauer und Kamerling
2018) (Aminoff 1961). Es ermdoglicht die Bestimmung von KDN, sowohl in freier als auch
in gebundener Form, wahrend die Neu5Ac und Neu5Gc nur in freier Form analysiert
werden kdnnen (Kitajima et al. 2015). Dieses Verfahren ist durch seine hohe Spezifitat
und der hohen Reproduktionseigenschaft gekennzeichnet (Warren 1959) (Schauer und
Kamerling 2018). In dieser findet eine Oxidation der Hydroxylgruppen an den Positionen
der C7, C8 und C9 der Sialinsaure statt (Matsuno und Suzuki 2008). Die hierdurch ge-
bildete Aldehydgruppe am C7-Kérper wird anschlieRend mit TBA markiert und anschlie-
Bend gemessen (Tiralongo und Martinez-Duncker 2013). Der Oxidationsprozess ist ein
entscheidender Schritt in diesem Verfahren und setzt eine unveranderte Hydroxylgruppe
voraus.

OH
o o OH o o _OH o
S
HO- OH i Oxidierung / 1 Il I

7 3 7 5 + C +
(/" e J\O ~OH 7 NoH H/C\ H
AcNH 5N AcNH RN

Abbildung 6: Oxidierung von Neu5Ac

Die Oxidation von Neu5Ac (in Sesselform dargestellt) fuhrt zur Bildung von C7(Neu5Ac), Ameisensaure
(CH202) und Formaldehyd (CH20) (in Valenzstrichformel). Eigendarstellung, angelehnt an J. Tiralongo et
al. (Joe Tiralongo und Ivan Martinez-Duncker 2013).

Sowohl die kolorimetrische als auch die fluorometrische Methode sind durch ihre einfa-
che Handhabung positiv gekennzeichnet. Letzteres ist etwa 500-mal empfindlicher als
das kolorimetrische Verfahren, benétigt hingegen eine langere Analysezeit (Cheeseman

10



Einleitung

et al. 2021). Laut Galuska et al. lassen sich die Nachteile der beschriebenen kolorimet-
rischen Verfahren gegenuber Fluoreszenz basierenden Strategien wie folgt zusammen-
fassen:

1. Die Reaktionen sind nicht spezifisch fur Sialinsduren, weshalb unter Umstanden ein
Reinigungsschritt notwendig ist, um Messfehler zu vermeiden.

2. Modifikationen von Neuraminsduren beeinflussen meist die chemische Reaktion.

3. Analyse erlaubt oft keine Unterscheidung zwischen verschiedenen Sialinsauren.

Diese Nachteile kdnnen durch eine vorherige chromatographische Fraktionierung des
Sia-Pools verringert werden (Tiralongo und Martinez-Duncker 2013).

1.2.2 Detektion und Quantifizierung von Oligo-/Polysialinsauren

Fur die Bestimmung von Oligo-/Polysialinsduren stehen verschiedene Techniken, wie
z.B. die Methylierungsanalyse, Kernspinresonanzspektroskopie (Sato und Kitajima
2019), Mildsaurehydrolyse kombiniert mit Dinnschichtchromatographie, fluorometrische
C7/C9-Analyse sowie das Western Blotting mit spezifischen Antikdrpern und Enzymen,
zur Verfigung. Laut Galuska et al. konnen nur die DMB/HPLC-FD-Analyse, die fluoro-
metrische C7/C9-Detektion und das Western Blotting auf kleine Mengen, das heif3t we-
niger als 1 pg von Poly- oder Oligosialinsduren aus biologischem Material, angewendet
werden (Galuska et al. 2007). Mit Ausnahme des Western Blottings, werden fur das
Analyseverfahren grundsétzlich auf chromatographische Trenntechniken basierend auf
der vorhergehenden Freisetzung von Sialinsauren, von den jeweiligen Glykokonjugaten
benotigt (Hurum und Rohrer 2012). Hierfiir wird entweder eine enzymatische- oder saure
Hydrolyse verwendet (Spichtig et al. 2010). Es ist hierbei hervorzuheben, dass die en-
zymatische Spaltung aufgrund ihrer hohen Spaltungsspezifitat eingeschrankt ist (Hurum
und Rohrer 2012) und selbst bei optimalen Reaktionsbedingungen zu einer Freisetzung
von etwa 70 % der Sialinsduren neigt (Shuuji Hara et al. 1987). Die Analyse von Sialin-
sauren mit einschliel3lich der Derivatisierung von 1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol
(DMB) und chromatischer Trennung mittels HPLC gehort seit inrer Beschreibung im Jahr
1987, durch die Gruppe von Masaru Nakumura, zu den wichtigsten Analyseverfahren
von Sialinsauren. DMB reagiert spezifisch mit a-Ketosduren und kann hierdurch nicht
nur Sialinsauren, sondern auch typische a-Ketosauren wie Pyruvat und a-Ketoglutarat
nachweisen, weshalb eine chromatographische Trennung notwendig ist (Kitajima et al.
2015). Hinsichtlich der oben beschriebenen Derivatisierung von a-Ketosduren zeichnet
sich diese durch eine hohe Reaktivitat, Selektivitat und Sensitivitat aus (Nakamura et al.
1987). Eine besondere Anwendung der Polysialinsaureanalyse mittels DMB-Markierung
ist die sogenannte fluormetrische C7/C9-Methode nach Sato. Durch eine Oxidationsre-
aktion erfolgt eine Umwandlung der terminalen C9-Sialinmolekiile zu einem C7-Kdrper.
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Die internen a2,8-Verknupfungen sind aufgrund fehlender Hydroxylgruppen von der Oxi-
dationsreaktion nicht betroffen (Sato und Kitajima 2019). Die molekularen Verhéltnisse
der einzelnen C7 und C9 Korper werden nach der Hydrolyse und DMB-Markierung in-
terpretiert (Simon et al. 2013).

1.3 Chromatographie

Die Chromatographie wurde erstmals 1903 von dem russischen Botaniker Michael
Tswett beschrieben und setzt sich aus den griechischen Wortern "chromos" (Farben)
und "graphien"” (schreiben) zusammen (LoBrutto und Kazakevich 2007). Ihre praktische
Anwendung findet sich sowohl in der praparativen als auch der analytischen Anwendung
wieder, wie z.B. der Trennung, Identifizierung oder der Bestimmung von Komponenten
einer Mischung. Die praparative Chromatographie ist besonders fur die pharmazeuti-
schen Industrie von Relevanz (Harris et al. 2014). Die Chromatographie wird heutzutage
in verschiedenen Klassen eingeteilt. Eine entsprechende Klassifizierung kann sowohl
durch die Eigenschaften der stationaren oder mobilen Phase des Trennungsprozesses,
als auch nach der jeweiligen Arbeitstechnik erfolgen (Reich und Schibli 2007). So kann
z.B. die mobile Phase ein Gas, eine Flussigkeit oder ein Uberkritisches Fluid sein, wah-
rend die stationare Phase entweder ein Feststoff oder in Form einer Flussigkeit vor-
kommt (Skoog et al. 2018). Nach einem wichtigem Grundsatz sind die stationare und die
mobile Phase in keinem System miteinander mischbar (aprentas 2017). Die Flissigchro-
matographie wird in Flachbettverfahren und in Sdulenchromatographie unterteilt (Gey
2015).

Gaschromatographie

Uberkritische
Fliissigkeitschromatographie

Chromatographie -

< Saulenchromatographie

-
1
1
Flussigkeitschromatographie - -|
|
-

Flachbettverfahren

Abbildung 7: Einteilung der Chromatographie nach Aggregatzustand

Einteilung nach Aggregatzustand der mobilen Phase. Dabei wird zwischen flissig, gasformig und tberkriti-
sches Fluid unterschieden. Des Weiteren ist die grobe Einteilung der Flussigkeitschromatographie in ein
Séaulen- und Flachbettverfahren dargestellt.
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1.3.1 Der Trennungsprozess

Die chromatische Trennung setzt sich aus einer stationaren und einer mobilen Phase
zusammen. Im Rahmen des Trennprozesses bewegt sich die mobile tGiber die stationare
Phase und es kommt zu einer Retention der zur analysierenden Stoffe (Ettre 1993). Die
Verteilung der Proben zwischen den einzelnen Phasen, wird durch deren Affinitat fir die
jeweilige Phase erzeugt und ist u.a. beeinflussbar durch Faktoren wie Temperatur sowie
der chemischen Verbindung (Christian et al. 2014).
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Probe Mobile Phase Siule Affinitat Stationdre Phase

Abbildung 8: Schematische Darstellung einer chromatographischen Trennung

a) die Probe wird mit Hilfe der mobilen Phase (hier in flissiger Form dargestellt) Gber die Oberflache der
stationdren Phase fortbewegt. In Abhangigkeit der jeweiligen Wechselkraft, zwischen den Probekomponen-
ten und der stationéren Phase, kommt es zur unterschiedlichen Verteilungsmuster der Komponenten. b)
Probeteilchen mit niedriger Affinitat verlassen die stationdre Phase zuerst, was zur unterschiedlichen und
zugleich typischen Retentionszeiten der einzelnen Komponenten beitréagt. Eigendarstellung, angelehnt an

das Buch Laborpraxis Band 3 (aprentas 2017).

1.3.2 Das Chromatogramm

Das Resultat einer chromatographischen Trennung wird als Chromatogramm bezeich-
net. Es ist eine Darstellung der temporaren Verdnderung des zu analysierenden Stoffes,
welche die stationare Phase verlasst und mit einem Detektor, in Form von Peaks, auf-
gezeichnet wird (Rouessac und Rouessac 2007). Dabei wird auf der x-Achse die Eluti-
onszeit und auf der y-Achse die GroRe des Detektorsignals dargestellt (Lundanes et al.
2014b). Hieraus kdnnen sowohl qualitative als auch quantitative Feststellungen abgelei-
tet werden. Die jeweiligen Trennungszeiten der Probe, auch Retentionszeiten genannt,
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werden als ein qualitatives Merkmal interpretiert. Als ein quantitatives Mafd und zur Er-
mittlung der Mengen der einzelnen Komponenten werden die Signalflachen unter den
jeweiligen Peaks hinzugezogen (Skoog et al. 2018) (Gey 2015).
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Abbildung 9: Darstellung eines Chromatogramms

A) Auf der x-Achse ist die Zeit und auf der y-Achse das Signal dargestellt. S1 und Sz stehen fiir jeweiligen
Signale bzw. Peaks. Die Hohe (h) der Peaks wird von der Basislinie (a) bis zur maximalen Auspragung in
der y-Achse festgelegt. Die Breite der Signale wird an den Schnittpunkten der Basislinie errechnet. In Ab-
bildung B) ist eine qualitative und in Abbildung C) eine quantitative Methode abgebildet. Eigendarstellung,
angelehnt an (Gey 2015).

1.4 Hochdruckflissigkeitschromatographie

Die Hochdruckflussigkeitschromatographie wurde in den 1970er Jahren aus der offenen
Saulenchromatographie entwickelt (Kaltenbdck 2008) und ist heute die am haufigsten
eingesetzte Variante der Flissigkeitschromatographie (Kazakevich und LoBrutto 2007).
Zu den Wegbereitern der HPLC gehéren u.a. Giddings, Snyder, Knox, Engelhardt und
Unger (Gey 2015). Die Grundidee des Trennungsprozesses basiert auf der Diinnschicht-
chromatographie. Im Vergleich hierzu findet die Trennung der Analyten in sogenannten
Saulen statt. In der Hochfllssigkeitschromatographie wird die zu analysierende Probe
bei einem erhdhten Druck durch die Saule bewegt (Moldoveanu und David 2013). In der
modernen HPLC stehen Saulen mit einem Partikeldurchmesser von 1,5 bis 2 um Durch-
messer sowie Pumpen mit Drucke von bis zu 1.000 bar zur Verfiigung. Durch die Kom-
bination von hohem Druck und kleinen Saulenpartikeln werden zugleich eine hohe Auf-
I6sung und eine verkirzte Analysezeit erzielt (Harris et al. 2014). Der Anwendungsbe-
reich weist ein breites Spektrum auf und bedient organische sowie anorganische lonen
bis hin zu grof3en Biomolekilen. Sie sind aufgrund ihrer Eigenschaften in der Pharma-
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und Lebensmittelindustrie die vorherrschende Analysetechnik (Corradini 2011). In Ab-
hangigkeit der Lokalisation der Eluentenmischung wird zwischen einem Hoch- und Nie-
derdrucksystem differenziert. In dem Niederdrucksystem findet die Eluentenmischung
vor der Pumpe statt (Lundanes et al. 2014b), wéhrend dieser beim Hochdrucksystem
erst nach der Pumpe erfolgt (Meyer 2010). Letzteres ist insbesondere durch seine pré-
zise Leistung in verschiedenen Flussraten gekennzeichnet (R6pke 2014). Im Gegensatz
dazu ist das Niederdrucksystem kostenglinstiger und einfacher zu bedienen (Dong
2019).

1.4.1 Aufbau einer HPLC-Anlage

Die Anlage einer Hochflussigkeitschromatographie setzt sich zumeist aus einem Vor-
ratsgefaf3, einer Pumpe, einem Injektor, einer Séaule, einem Detektor und einem Daten-
erfassungsgerat zusammen. Dabei kénnen die einzelnen Bausteine je nach Modell der
HPLC-Anlage und System, sowohl in ihrer Anzahl als auch in der Zusammensetzung
Unterschiede aufweisen. Ferner kdnnen diese durch die weitere Ausstattung wie Sau-
lenofen und Entgaser modifiziert werden (Harris et al. 2014).
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Abbildung 10: Klassische Zusammensetzung einer HPLC-Anlage

Abbildung aus (Gey 2015) mit Genehmigung vom Verlag.
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Pumpe

In der HPLC-Anwendung werden zur Férderung des Elutionsmittel Kurzhub-Kolbenpum-
pen sowie Membran- und Spritzenpumpen verwendet (Gey 2015). Die Erstere zeichnet
sich durch eine hundertprozentige Foérderung der mobilen Phase aus und wird zumeist
angewandt (R6pke 2014). Eine wichtige Anforderung an eine HPLC Pumpe besteht da-
rin, dass sie den Eluenten prazise, konstant und pulsationsarm férdern soll (aprentas
2017). Um einen schnellen Eluentenwechsel zu erméglichen und einen prazisen Gradi-
enten aufzubauen, ist ein kleines Innenvolumen der Pumpe entscheidend. Zudem sollte
das Material der Flusslinien mit verschiedenen Arten von Lésungsmitteln vertraglich sein
(Hanai 1999). Eine HPLC-Pumpe arbeitet gewohnlich bei 200 bis 400 bar und liefert
Flusse von bis zu 10 mL/min.

Saule

Die Saule ist das Herzstlick einer HPLC-Anlage und wurde seit ihrer Entwicklung im Jahr
1960 stark verandert (Snyder 2010). Sie kann aus Edelstahl, Titan, Polymeren aber auch
aus druckverfestigtem Glas bestehen (Gey 2015). Aufgrund ihrer Eigenschaften werden
Saulen in unterschiedliche Kategorien eingeteilt (Dong 2019). Die Lebensdauer wird
durch die Zusammensetzung der mobilen Phase beeinflusst und betragt etwa 500 bis
2000 Injektionen (Dong 2019). Um die Saule vor groRen Schadigungen zu schiitzen,
befindet sich zumeist eine kurze Schutzsaule vor dem Eingang der Hauptsaule (Harris
et al. 2014) (Abbildung 13). Die herkdmmlichen HPLC-Saulen sind durchgangig poros,
haben eine Lange von 3 bis 160 Zentimeter (cm) und weisen eine PartikelgroRe von 1,5
auf 5 um (Lundanes et al. 2014b)(Snyder 2010). Wahrend im praparativen Einsatz kurze
und breite Trennsdulen verwendet werden, werden fir GréRentrennung lange und
dunne Saulen angewandt. Dabei sind Kriterien wie Trennungsweg und Trennflache fur
die jeweilige Analyse entscheidend (Marvin C. McMaster 2007). Die HPLC-Saulen kon-
nen durch ihre Eigenschaften die Trennleistung wesentlich beeinflussen (Vreeker und
Wuhrer 2017). So wird im Falle der pordsen Trager eine grof3e Oberflache erzeugt und
somit die Wechselwirkung der mobilen und der station&dren Phase wesentlich beeinflusst
(Dong 2019). Fir eine optimale chromatographische Trennung wird in der heutigen
HPLC-Saule sowohl ein hoher Druck- als auch pH-Stabilitat gefordert (aprentas 2017).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung einer HPLC-S&ule

Die Zusammensetzung der Materialien sowie die Lange einer HPLC-
— pordse Titanfritte . . . . . .
Séaule kann sich je nach Anwendungsgebiet unterscheiden. Teilweise

ist der Hauptsdule eine Schutzsaule beim Eingang vorgesetzt.

B Abbildung aus (Harris et al. 2014); mit Genehmigung vom Verlag.

Injektor

Die Zugabe der Probe in die Probeschleife stellt eine der wichtigsten Schritte des Trenn-
prozesses dar und kann sowohl manuell, mit einer Spritze, einem automatischen Injek-
tionssystem als auch mit einem Septuminjektor erfolgen (Meyer 2010). Das Letztere wird
heutzutage selten eingesetzt (Gey 2015). Als Einspritzventil wird meist ein Sechsweg-
ventil mit einem variablen Loop verwendet (Christian et al. 2014).

Detektor

Der Detektor ist der Saule nachgeschaltet und misst die Konzentration der eluierenden
Analyten (Dong 2019). Je nach Messprinzipien und Anforderungen werden in der HPLC
verschiedene Detektoren wie z.B. Fluoreszenz, UV-VIS Spektroskopie, Elektrochemie
und Massenspektroskopie eingesetzt (aprentas 2017). Die Wahl des Detektors ist oft
entscheidend fur den Erfolg einer bestimmten HPLC-Methode (Ardrey 2003). Der Fluo-
reszenzdetektor zeichnet sich durch eine hohe Empfindlichkeit und Selektivitat aus
(Dong 2019). Zudem kann es fir eine Gradientenelution angewandt werden (Snyder
2010) und ist bis zu 1000-mal empfindlicher als UV-Detektoren (Meyer 2010). Fluores-
zenzdetektoren kénnen aufgrund ihrer Eigenschaften nur fir die Messung der fluores-
zierenden Analyten eingesetzt werden. Als Alternative ist eine vorherige Derivatisierung
der Proben notwendig (Ropke 2014).
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1.4.2 Tragermaterial und Trennmechanismen

Siliziumdioxid ist das am h&aufigsten benutzte Adsorptionsmaterial und dient u.a. der
Trennung von Positionsisomeren (Kazakevich und LoBrutto 2007). Es ist ein amorpher,
polarer Feststoff mit freien Hydroxylgruppen an der Oberflache und wird als Normal-
phase bezeichnet (aprentas 2017). Aufgrund ihrer Adsorptionskréfte, hierzu zahlen u.a.
Saure-Base- sowie Dispersionswechselwirkungen, sind sie besonders fiir die Retention
von Aminogruppen und polaren Funktionen geeignet. Im Vergleich hierzu ist die Tren-
nung von unpolaren Stoffen nur bedingt moglich (Lundanes et al. 2014b). In Anbetracht
dessen werden Adsorptionssaulen meist mit unpolaren Flussigkeiten eluiert und kom-
men aul3er in der Kohlenwasserstoff-Analytik relativ selten zum Einsatz (Gey 2015).
Die Kieselgele sind fur die Gradienteneluition und im basischen Milieu, pH oberhalb von
acht, nicht verwendbar (Lundanes et al. 2014b) (Harris et al. 2014). Nichtsdestotrotz sind
sie aufgrund ihrer mechanischen Stabilitét, der veranderbaren Oberflachenstruktur und
der hohen Leistungsfahigkeit als dominierendes Tragermaterial fiir die Chromatographie
anzusehen (Kazakevich und LoBrutto 2007) (Dong 2019).

Die Umkehrphase (engl. Reversed Phase) wird durch die Derivatisierung von Kieselge-
loberflache mit Kohlenwasserstoffresten gebildet (aprentas 2017). Es ist die am haufigs-
ten eingesetzte stationdre Phase, dabei stellen mit Octadecyl-Resten (C18) modifiziertes
Kieselgel die wichtigste Umkehrphase dar. Die langen Kohlenwasserstoffketten fuhren
zu einem hydrophoben Charakter der stationdren Phase und hydrophobe Molekiile die
mit der stationdren Phase interagieren, werden mit der apolaren mobilen Phase eluiert
(Gey 2015). Laut Frau Marie-Isabel Aguilar ist es aufgrund ihrer exzellenten Auflésung,
der experimentellen Leichtigkeit, der hohen Produktivitat und der hervorragenden Re-
produzierbarkeit, fir die Analyse von Peptiden und Proteinen gut geeignet (Aguilar
2003). Ferner findet das Kieselgel eine breite Anwendung in der Analyse von Umwelt-
proben, Arzneimitteln und zahlreichen biologischen sowie organischen Produkten (Mol-
doveanu und David 2017).

Je nach Analyseverfahren werden in der Flissigkeitschromatographie verschiedene
Trennungsmechanismen unterschieden. Die Einteilung erfolgt, aufgrund der physika-
lisch-chemischen Effekte, zwischen der mobilen und der stationédren Phase und ermdg-
licht eine optimale Analyse der Proben. In der Chromatographie werden beispielweise
zwischen Adsorptions-; Affinitats-; Verteilungs- sowie lonenaustausch- und lonen-
paarchromatographie unterschieden. Im Rahmen eines Trennungsprozesses kdnnen
verschiedene Trennmechanismen nebeneinander vorkommen und sich gegenseitig be-
einflussen. Unter Berlicksichtigung der Zielsetzung dieser Arbeit wird im Folgenden auf
die Anionenaustauschchromatographie ndher eingegangen.
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Anionenaustauschchromatographie

Die Analyse von organischen und anorganischen lonen wird in der Flussigkeitschroma-
tographie bevorzugt mittels lonenaustauschchromatographie oder lonenchromatogra-
phie durchgefuhrt (Gey 2015). Das Erstere ist ein hochselektives Verfahren und wird seit
1956 zur Analyse von Aminoséuren verwendet (Meyer 2010). Es kann ferner fir die
chromatographische Trennung von geladenen Molekilen, wie Peptiden oder Salzen,
eingesetzt werden (aprentas 2017). Die Vorteile einer lonenaustauchchromatographie
zeichnen sich u.a. durch ein hohes Auflosungsvermdgen und schnelle Separierungen
aus (Aguilar 2003).

Die stationére Phase der lonenaustauschchromatographien enthélt, im Vergleich zu den
anderen Verfahren, eine elektrisch geladene Oberflache. Diese sind entweder kovalent
oder elektrostatisch an ein Gel oder Harz gebunden (Gey 2015) und enthalten beispiel-
weise Carboxyl- oder Aminogruppen. Je nach vorliegender Stoffgruppe werden saure
und basische Gruppen unterschieden und durch ihre pH-Eigenschaften in stark und
schwache Kategorien eingeteilt. Die starken Austaucher sind pH-Wert-unabhangig und
kommen hauptsachlich in ionisierter Form vor. Die Schwachen wiederrum &ndern ihre
Ladung je nach pH-Wert. Diese Eigenschaft spielt, insbesondere hinsichtlich der mogli-
chen Deprotonierung der stationaren Phase, eine entscheidende Rolle (Harris et al.
2014).

Die mobile Phase ist flissig und enth&lt Gegenionen und Molekile der stationéren
Phase. Der Trennprozess wird durch die Wechselwirkung der Probenteilchen mit den
aktiven Zentren der stationdren Phase erzeugt (Meyer 2010). Die Retentionszeit der
Proben wird durch die Anziehung zwischen der in Losung befindlichen lonen und der
geladenen Gruppen der stationaren Phase beeinflusst (Lundanes et al. 2014a).

Die Einteilung in eine anionische und kationische lonenaustauschchromatographie er-
folgt nach Art der Molekiile, welche durch die stationdre Phase angezogen werden
(Aguilar 2003). Die Anionenaustauschchromatographie enthélt positive lonenzentren der
stationaren Phase, wahrend die kationische eine negative Ladung vorweist (Kazakevich
und LoBrutto 2007). Erstere wird aufgrund der hohen Empfindlichkeit und Selektivitat
vorzugsweise fir die Analyse von Kohlenhydraten verwendet (Snyder 2010) (Sato et al.
1999).
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Tabelle 1: Einteilung der lonenaustauscher

Eigendarstellung, angelehnt an Lundanes et al. (Elsa Lundanes et al. 2014).

Funktionelle

lonenaustauscher Grundlage pH-Bereich
Gruppen
. . Tertiare
Kieselsaure, )
Schwache . Aminogruppe 7-2
organisches Polymer
-NR,
Anionen
Quartére
Starke organisches Polymer Aminogruppe 10-1
-NR3*
Kieselsaure, Carboxylgruppe
Schwache . yiaripp 6-9
organisches Polymer -COO-
Kationen
. Sulfogruppe
Starke organisches Polymer 1-10
R-S0O,

DMB/HPLC-FD-Analyse

Laut Galuska et al. eignet sich die DMB/HPLC-FD-Analyse zu Bestimmung von kleine
Mengen an Polysialinsduren gut (Galuska et al. 2007). Es kann sowohl fir den Nachweis
als auch fur die Kettenlangenanalyse von Polysialinsduren angewandt werden. Fir die
Untersuchung wird eine Fluoreszenzmarkierung mittels DMB, eine Hochleistungsflussig-
keitschromatographie sowie ein Fluoreszensdetektor bendtigt. Zudem ist laut Inoue et
al. die DMB/HPLC-FD Analyse in der Trennung von PolySia nahezu 1000-mal empfind-
licher als der Hochleistungs-Anionenaustauschchromatographie mit gepulster ampero-
metrischer Detektion (HPAEC-PAD) (Inoue und Inoue 2003). Die fluorometrische HPLC-
Analyse erfolgt in drei folgenden Schritten: Zunéchst wird die PolySia-Kette durch eine
Hydrolyse von ihrer Glokonkonjugaten freigesetzt. Danach folgt eine Fluoreszensmar-
kierung der freigesetzten PolySia-Ketten mit DMB. Schlussendlich werden die DMB-
markierten Polysialinsauren, mittels HPLC, getrennt und quantifiziert (Kitajima et al.
2015).
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2. Zielsetzung

Die Expression von Sialinséure ist in der Natur weit verbreitet und reicht von einigen
Bakterienstammen bis hin zu Sdugern (Nicolaou et al. 2002). Der Sialinsauregehalt des
menschlichen Gehirns ist unter allen Organismen am hochsten und kann mit dem evo-
lutionéren Fortschritt eines Organismus in Verbindung gebracht werden (Ghosh 2020Db).
Auch Polymere aus Sialinsauren spielen sowohl in physiologischen Prozessen als auch
in bestimmten Pathologien eine relevante Rolle (Gerardy-Schahn et al. 2015). So kén-
nen Sialinsdurepolymere z.B. in kettenlangenabhangiger Weise (mehr als 20 Sialinsau-
reresten) an Histone binden und deren Zytotoxitat eindammen (Galuska et al. 2017a).
Dartuber hinaus wurde bereits gezeigt, dass Polysialinsauren mindestens eine Ketten-
lange von 12 bendtigen, um sich mit dem Wachstumsfaktor Brain-derived neurotophic
factor (BDNF) verbinden zu kdnnen (Kanato et al. 2008). Im Vergleich hierzu ist fur die
Bindung an den Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Protein (FGF2) mindestens eine
Neu5Ac Kettenldnge von 17 notwendig (Ono et al. 2012). Auch die Migration von Vor-
lAuferzellen, aber auch Metastasen, kann durch den Polysialylierungsgrad beeinflusst
werden.

Deshalb ist die Erforschung des Polysialylierungsstatus und insbesondere die Ketten-
langenanalyse ein wichtiger Aspekt in unterschiedlichen Bereichen der aktuellen Wis-
senschatt. Bisher ist lediglich die beschriebene DMB/HPLC-FD-Strategie zur Kettenlan-
genanalyse von biologischen Proben robust anwendbar, um Aussagen tber den Poly-
merisierungsgrad zu erzielen. Jedoch besteht bisher der besondere Nachteil darin, dass
durch die chemische Markierung der PolySia-Ketten mit dem Fluorophor DMB interne
Strangbriiche entstehen (Nakata und Troy 2005a) (Inoue und Inoue 2003). Als Folge
hiervon ist eine tatsachliche Bestimmung der in vivo vorhandenen Sialinsaurekettenlan-
gen nicht maoglich.

Ziel dieser Arbeit ist es, Méglichkeiten zu schaffen, um die Polysialinsaurekettenlangen-
verteilung mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie genauer als bisher zu charak-
terisieren. Indem man den Freisetzungsprozess der PolySia-Ketten und die internen
Strangbriiche im Detail charakterisiert, soll die Basis geschaffen werden, um zukunftig
mathematische Modelle zu entwickeln, damit die Ausgangskettenlangen kalkuliert wer-

den kann.
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3. Material und Methoden

Zur Erstellung der vorliegenden Arbeit wurde das Microsoft Office Paket Versionsnum-
mer 2101 verwendet. Dabei wurde Microsoft Word fr die Texterstellung, Microsoft Excel
fur tabellarische Darstellungen und Formeln sowie das Microsoft Office fir die Erstellung
von Abbildungen genutzt. Die Aufnahme sowie die Bearbeitung der Chromatogramme
erfolgte mittels Eurochrom2000 HPLC Software Version 1.65.

3.1. Materialien

Mausehirne

Die Mausehirne wurden von der Arbeitsgruppe um Professor Gerardy-Schahn, aus der
medizinischen Hochschule Hannover, zur Verfligung gestellt. Alle Tiernutzungsproto-
kolle entsprechen dem deutschen Tierschutzgesetz und sind von den 6rtlichen Behor-
den genehmigt (Az. 33.12-42502-04-18/2932).

Chemikalien

Die DMB wurde in analytischer Qualitat aus Japan (Dojindo) und die weiteren Chemika-
lien, sofern nicht anders angegeben, von den in Deutschland ansassigen Unternehmen
Sigma-Aldrich, Roche, Roth, Merck und Fluka bezogen. Das Wasser (= destilliertes Was-
ser) wurde vorerst mit einer Elix UV5 Anlage gereinigt und anschlieRend mit einem ,MiliQ
Ultra-pure water System* (Millipore, USA) analytisch rein aufgearbeitet.

Verbrauchsmaterialen

Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg, DE)

Vase-Vials (1,5 ml) Glastechnik Grafenroda (Grafenroda, DE)

Safe-Lock (1 ml und 2 ml) Mikroreaktionsgefal® (Eppi) Eppendorf (Hamburg, DE)
Polypropylenréhrchen (15 ml und 50 ml) Sarstedt (NUmbrecht, DE)

Laborgerate

Hochdruckpumpe Merck-Hitachi (Darmstadt, DE)
Hochdruckpumpe Knauer (Berlin, DE)
Fluoreszenz-Detektor Jasco (Gross-Umstadt, DE)
Fluoreszenz-Detektor Merck-Hitachi (Darmstadt, DE)
Steuerungseinheit Knauer (Berlin, DE)
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Steuerungseinheit Merck-Hitachi (Darmstadt, DE)
Reinwasseranlage Millipore (Darmstadt, DE)
Thermo-Schuttler Eppendorf (Hamburg, DE)

Warmeplatte Medax (Kiel, DE)

Heiz-/Magnetruhrer Hartenstein (Wurzburg, DE)

Vortexer lka (Staufen, DE)

Ultraschallbad Bandelin Sonorex (Morfelden-Walldorf, DE)
Universal 32 R Zentrifuge Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, DE)
Analysenwaage Mettler (Greifensee, CH)

Autosampler Spark VE (Emmen, NL)

Speed-Vac Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Injektionsventil fir die praparative Saule: Rheodyne 7125
Injektionsspritze Hamilton-Spritze

3.2. Methoden

3.2.1 Technische Verfahren

Praparative Fraktionierung von PolySia mittels HPLC

Bei der verwendeten PolySia handelt es sich um bakterielle Colominsdure (Gerbu, Hei-
delberg, Deutschland), die strukturell identisch mit den Polysialinsauren aus Saugern ist.
Fir die Trennung der Polysialinsauren mittels DNAPac™ PA-100 Saule wurden folgende
HPLC-Einstellungen und Proben verwendet. Dabei wurde ein Fluoreszenz-Detektor von
Jasco (Gross-Umstadt, Deutschland) verwendet.

Standard-Probe: Colominsaure 60 mg/ml
Injektionsvolumen: 40 pl

Saule: DNAPac™ PA-100, 22 x 250 mm
Systemprogramm:  ECW 2000 Integration Package
Saulentemperatur:  Raumtemperatur (RT)

Laufmittel A: Destilliertes Wasser (Aqua dest.)
Laufmittel B: Ammoniumacetat (4 M NH4AC)
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Detektor Einstellung:

Anregung [nm]: 372
Emission [nm]: 456
Antwortzeit [s]: 15
Sensitivitat: Hoch

Gradientenelution zur Kettenlangenbestimmung

Im Rahmen der Gradiententrennung mittels lonenaustauschersaulen wird die Zusam-
mensetzung des Eluents wahrend der Analysezeit verandert. Hierbei gilt der Grundsatz,
dass die Salzkonzentration im zeitlichen Verlauf des Trennungsprozesses erhoht wer-
den soll (aprentas 2017). Die Gradienteneinstellung kann sich je nach Art der zu analy-
sierenden Stoffe &ndern und bedarf einer entsprechenden Anpassung. Dieser spiegelt
sich zumeist auch in den Peaks wider.

Tabelle 2: Gradienteneluition zur Kettenldéngenbestimmung

Entsprechend der oben beschriebenen Grundregel ist eine Zunahme von Lésung B wahrend der Analysezeit

zu beobachten.

Zeit [min] Laufmittel A [%)] Laufmittel B [%]
0 100 0
5 100 0

20 87 13
30 83 17
45 81 19
85 79 21
110 0 100
125 0 100
126 100 0
145 100 0

Probeninjektion

Die Aufgabe der Proben wurde manuell Mithilfe einer Injektionsspritze (Hamilton-
Spritze 50 pl) durchgefiihrt. Als Einspritzventil wurde ein Sechswegventil, Rheodyne
7125, mit einer variablen Loop verwendet. Entsprechend der jeweiligen VVorangehens-
weise wurde das Ventil auf ,Load" und ,Inject” Einstellung umgestellt.
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Analytische Kettenlangenbestimmung mittels Anionenaustauscher HPLC

Die Kettenlangen der fraktionierten Polysialinsauren wurden mithilfe einer analytischen
DNAPac™ Pa-100 Saule durchgefiihrt. Die Anregungs- und Emmisionswellenlange der
Fluoreszenzdetektor FP 1520 (Jasco, Grof3-Umstadt, Deutschland) waren mit 372 nm
und 456 nm, der oben beschriebenen Analyseverfahren identisch. Hierbei wurde ein
HPLC-System (Knauer, Berlin) verwendet. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Als mobile
Phase wurde Aqua dest. als Laufmittel (A) und Ammoniumaccetat als Laufmittel (B) ge-
nutzt. Die Gradienten waren wie folgt: TOmin=0% B, TS min=1 % B, T15 min =10 %
B, T60 min = 50 % B. Die Probenaufgabe erfolgte automatisch tber der Autosampler.
Die Reihenfolge der Vials wurde zuvor festgelegt und entsprechend bei der Datenana-
lyse beriicksichtigt.

Saule: Dionex DNAPac™ Pa-100 Saule, 4 x 250mm
Trennungsart: Anionenaustauschchromatographie
Systemprogramm:  Eurochrom2000

Saulentemperatur:  RT

Pumpe: Hockdruckpumpe (Knauer)
Detektor: Jasco oder MerckHitachi
Probeninjektion: Autosampler Spark VE (Emmen, Niederlande)

Quantifizierung von Neu5Ac aus Polysialinsauren — Analytische Séaule

Die Analyse erfolgte mit einer Merck-Hitachi Superspher 100 C-18 Saule, 250 x 40 mm
(Darmstadt, Deutschland). Der Fluoreszenzdetektor wurde auf 372 nm zur Anregung
und 456 nm zur Emission eingestellt. Es erfolgte eine automatische Probeninjektion iber
den Autosampler.

Saule: Merck-Hitachi Superspher 100 C-18 S&aule, 250 x 40 mm
Trennungsart: Umkehrphasenchromatographie

Systemprogramm:  Eurochrom2000

Saulentemperatur: 4 Grad Celsius (°C)

Pumpe: Hockdruckpumpe (Knauer)
Detektor: Jasco oder MerckHitachi
Probeninjektion: Autosampler Spark VE (Emmen, Niederlande)

Fir die Quantifizierung von Zuckerketten mittels (RP)-HPLC wurden folgende Eluenten-

zusammensetzung und Gradienteneinstellung angewandt.
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Tabelle 3: Laufmittel fir Superspher 100 RP-18e-Saule

Laufmittel A Laufmittel B

0,1 % Trifluoressigsaure 0,1 % Trifluoressigsaure
4%  Acetonitril 45 % Acetonitril

4%  Methanol 45 % Methanol

91,9 % Wasser 9,9 % Wasser

Tabelle 4: Gradient fir Neu5Ac-Analyse per Superspher 100 RP-18e-Saule

Zeit [min] Laufmittel A [%0] Laufmittel B [%]
0 100 0
20 95 5
25 91 9
30 85 15
35 0 100
40 0 100
55 100 0

3.2.2 Chemische Methoden und Analysetechniken

Zur Markierung von Neu5Ac, am reduzierenden Ende der PolySia-Ketten oder nach
Hydrolyse als Monomer vorliegend, wurde DMB verwendet:

DMB-Markierungsreagenz: 1,22 mg DMB in 1ml Pufferlésung

Die Pufferldsung [fur 10 ml] besteht aus:
18 mM Natriumhydrosulfit (31,3 mg)
1 M Mercaptoethanol (700,7 pl)
40 mM Trifluoressigséaure (30,8 pl)

Quantifizierung von Neu5Ac nach Hydrolyse der PolySia-Ketten

Hydrolyse

Zur Quantifizierung der PolySia-Ketten werden die Polymere zunachst hydrolysiert, um
anschlie3end die Neu5Ac-Monomere mit DMB zu markieren. Hierfir wurden die Proben
zunachst in einer SpeedVac (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) getrocknet. An-
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schlieRend erfolgte die Gabe von 200 pl Essigsaure (2 M) sowie eine 120-minutige In-
kubation der Proben im Schuttler (Thermomixer comfort) bei 80°C. Daraufhin wurden die
Proben bei Raumtemperatur (20°C) fur 10 min abgekuhlt. Zuletzt wurde die Probe fir
60 min erneut mittels Rotationsverdampfer getrocknet.

DMB-Markierung von Neu5Ac

Die Fluoreszensmarkierung mittels DMB wurde in Anlehnung an Sato et al. (Sato et al.
1999b) durchgefuhrt. Hierfur wurde die zu analysierende Probe zuerst mit dem DMB-
Reagenz gel6st und anschlieend fir 2 Stunden (h) bei 55°C inkubiert. Letztlich wurde
die chemische Reaktion, nach 10-mindtiger Abkihlung der Probe bei Raumtemperatur,
durch die Addition von 0,2 M Natriumhydroxid (NaOH, 20 pL) gestoppt. In Anbetracht
der vorliegenden Fragestellung und der Analyseverfahren wurde der Derivatisierungs-
prozess, in Bezug auf die Inkubationszeit und der chemischen Reaktionsbedingungen,
wie zum Beispiel der Temperatur, verandert. Jeweilige Anderungen werden im Verlauf
angegeben.

Sowohl fur den qualitativen als auch den quantitativen Nachweis von Polysialinséduren
wurden in den durchgefuhrten Analyseverfahren Standards und Leerwerte mitgefihrt.
Diese wurden in verschiedenen Konzentrationen, jedoch bei bekannten Verhaltnissen
gerichtet und sollen sowohl als Referenzwerte als auch fur den sicheren Nachweis der
zu analysierenden Probe dienen. Fur die Quantifizierung von Neu5Ac wurde ein Ge-
misch aus Sialinséduren, bestehend aus Neu5Ac, Neu5Gc und KDN (Sigma-Aldrich,
Hamburg, Deutschland) angewandt.

Kettenlangenanalyse von PolySia

Milde DMB-Markierung

Im Rahmen der Bestimmung des Polymerisationsgrad (engl. Degree of Polymerization,
DP) von PolySia-Ketten wurde das ,milde“ DMB-HPLC-Verfahren verwendet. Hierbei
wurde die getrocknete Probe, ahnlich der oben beschriebenen DMB-Markierung, in 80
pl DMB-Reaktionspuffer aufgeldst. Im Vergleich zu der beschriebenen Derivatisierung
erfolgte die Inkubation Giber Nacht bei 8°C. Die Reaktion wurde anschliel3end durch das
Hinzufiigen von 20 pL 1 M NaOH gestoppt. Die chromatographische Trennung der Pro-
ben erfolgte in einer DNAPac PAc-100-Saule (Dionex) mittels HPLC (Smartline System,
Knauer, Berlin, Deutschland).
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Fraktionierung und anschlieRende Quantifizierung von PolySia

Bei der kauflich erhéltlichen Polysialinsdure (= Colominsaure) handelt es sich um ein
Gemisch aus unterschiedlichen Kettenlangen. Zum Sammeln definierter Kettenléangen
von Polysialinsdure, wurde zundchst Colominsdure mit DMB markiert und per prapara-
tiver DNAPac™ PA-100 Saule getrennt, um die Retentionszeiten der unterschiedlichen
Kettenlangen zu bestimmen. Anschliel3end wurde unmarkierte PolySia getrennt und an-
hand der ermittelten Retentionszeiten nach definierten Kettenlangen und anschlielend
in 5-mindtigen Zeitabstanden in Kolben aufgesammelt. Als nachstes wurden die gesam-
melten Proben getrocknet, um anschlieend die Menge zu quantifizieren und die Ket-
tenlangen zu kontrollieren.

Fur den quantitativen Nachweis und Vergleich der jeweiligen Proben fand anschlie3end
eine Quantifizierung mittels der oben beschriebenen Superspher 100 C-18 Saule statt.
Hierflir wurde von den einzelnen Proben ein Prozent entnommen und in der SpeedVac
getrocknet. AnschlieRend erfolgten eine chemische Hydrolyse und Analyse, wie zuvor
beschrieben. Fir eine Rechromatographie und Charakterisierung des Polymerisierungs-
grad der gesammelten Fraktionen wurde das analytische Dionex DNAPac Pa-100 Sys-
tem angewendet.

Reduktion von PolySia

Fur die Charakterisierung von internen Strangbriichen wurde die Sialinsaure am redu-
zierende Ende reduziert. Dieser Schritt schlief3t eine chemische Reaktion dieser termi-
nalen Sialinsaure mit DMB aus. Nur neue, durch interne Strangbriche erzeugte, neue
reduzierte Enden kénnen markiert werden (Sato et al. 1998) (Sato und Kitajima 2013).
Hierfir wurden jeweils 20 % der gesammelten Fraktionen der Standardprobe mit Colom-
insaure, fur die Reduktion angewandt.

Im Ersten Schritt wurde die trockene Probe in 100 pl 40 mM Natriumacetatpuffer (pH
5,5) gelost. AnschlieRend erfolgte eine Reduktion durch die Zugabe von 100 ul 0,2 M
Natriumborhydrid in 0,2 M Natriumboratpuffer (pH 8,0). Darauffolgend erfolgte eine In-
kubation der Probe bei 8°C uber Nacht. Im weiteren Verlauf fand eine Dialyse gegen 25
mM Ammoniumcarbonat mit Dialyse Cups MWCO2000 Da statt. Die Dialyse wurde tUber
Nacht bei Raumtemperatur mittels Thermo-Schittler Eppendorf durchgefuhrt und an-
schlieBend mit SpeedVac getrocknet. Im weiteren Verlauf werden die reduzierte Poly-
sialinsdurefraktionen als ProbeR angegeben.

Als Vergleichswert fand eine Dialyse derselben Kettenlangenfraktionen, jedoch ohne
eine vorherige Reduzierung, statt. Hierfir wurde im Gegensatz zu dem oben beschrie-
benen Vorgehen etwa 10 % der Gesamtfraktion entnommen. Im Anschluss der Trock-
nungsprozedur mittels SpeedVac erfolgte die Hinzugabe von 100 pl Dialysepuffer. Die
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Dialyse wurde ebenfalls tiber Nacht bei Raumtemperatur mittels Thermo-Schiittler Ep-
pendorf durchgefiihrt und anschlieRend erneut mit SpeedVac getrocknet. Im weiteren
Verlauf wurde der getrockneten Probe 125 pl H,O hinzugegeben. Sodann erfolgte der
oben beschriebene Ablauf. Hierbei wurde anteilig der geldsten Probe 1 % und 2 % ent-
nommen und mit DMB-Reagenz derivatisiert. Im weiteren Verlauf werden die nicht redu-
zierten Polysialinsaurefraktionen als ProbeD angegeben. Von beide Probensettings wur-
den nach den jeweiligen Schritten die Kettenldangen mittels der oben beschriebenen An-
ionenaustauschchromatographie bestimmt.

Derivatisierung und Quantifizierung von Fetuin, Transferrin und Colominsaure

Im weiteren Verlauf wurden die die monosialylierten Glykoproteine Fetuin und Transfer-
rin (Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland) analysiert, um den Abspaltungsprozess un-
ter verschiedenen Bedingungen zu charakterisieren. Ein Anteil der zu analysierenden
Probe unterlief dem Verfahren einer Hydrolyse und der anschlie3enden DMB-Derivati-
sierung Uber 2h bei 55°C, wie sie bei der Quantifizierung von Sialinsauren erfolgt, sodass
der gesamte Anteil an Neu5Ac der Glykoproteine analysiert werden kann. Zum Vergleich
wurde auf eine chemische Hydrolyse verzichtet. Im Gegensatz zu dem ersten Anteil fand
die Derivatisierung Gber Nacht, bei 8°C statt, um die milde Kettenlangenmethode zu si-
mulieren. Der Reaktionsstop erfolgte jeweils mit 0,2 M NaOH. Anschlie3end wurden alle
Proben, jeweils eine Probe von Transferrin, Fetuin, DP2 sowie Standardprobe, mittels
Superspher 100 C-18 Saule analysiert. Zur Verifizierung des Verfahrens wurde eine Ka-
librationsgerade mit Abweichungskoeffizienten erstellit.

3.2.3 Aufarbeitung der Gewebeproben

Um eine Kettenlangenanalyse von Polysialinsauren aus Geweben zu veranschaulichen,
wurden drei Mausehirne aufgearbeitet. Im Ersten Schritt wurde das Feuchtgewicht der
Organe in 2 ml Eppendorf-Gefal3en abgewogen. Dabei wurde fir die 2 ml Mikroreakti-
onsgefald das jeweilige Objektgewicht dokumentiert, um anschlieRend darin das Gehirn-
gewicht zu bestimmen. Als ndchstes erfolgte die Gabe von 500 ul Wasser sowie eine
anschlieRende Homogenisierung der Probe mittels eines Ultraschallstabs (,Sonifier,
Branson, Danbury, USA).

Fur das weitere Testverfahren mittels HPLC wurden die Proben an drei aufeinanderfol-
genden Versuchstagen wie folgt bearbeitet: Als Erstes erfolgte eine Mischung von 120
pl Aliguot und 120 pul DMB-Reagenz. Nach einer ein-minttigen Mischung der Probe im
Ultraschallbad wurde eine Inkubation Giber Nacht im Schuttler (Thermomixer comfort) bei
8°C veranlasst. Als Vergleichswert diente eine Standardprobe und ein Leerwert. Nach
der oben beschriebenen Inkubationszeit wurden die Proben 30 min bei 4°C mit 17380 g
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(RCF) in einer Universal 32 R Zentrifuge (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland)
zentrifugiert. Fur die anschlieRende HPLC Analyse wurden 200 pl vom Uberstand in
GlasgefalRe pipettiert und die Reaktion durch das Hinzufiigen von 50 pl 1 M NaOH
(Sigma-Aldrich) gestoppt. Die Standardprobe setzte sich in diesem Fall aus 120 pl Co-
lomins&ure und 120 pl DMB-Reagenz, wahrend der Leerwert aus 120 pl H.O und 120 pl
DMB-Reagenz bestand. Die chromatographische Trennung erfolgte mittels analytischer
DNAPac PAc-100-Séaule (Dionex).
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4. Ergebnisse

4.1. Analyse von Gewebeproben

In den Studien mit Mausehirnen wurde bereits die Korrelation zwischen der Qualitat und
der Quantitat von Polysialinsduren mit dem moglichen Erkrankungsrisiko in knock-out
Mausen beschrieben (Sato und Kitajima 2013b). Nach aktuellen Wissensstand spielt der
Polyrmerisationsgrad von PolySia in ihrer Funktion eine wesentliche Rolle (Schnaar et
al. 2014). Aus diesem Grund ist die Bestimmung der Kettenlangen von grofRem Inte-
resse. Um die Anwendung der milden DMB-basierten PolySia-Kettenanalyse zu de-
monstrieren, wurde in dieser Arbeit zunachst PolySia aus Mausehirnen analysiert.

In der Abbildung 12 sind Kettenlangenanalysen von drei verschiedenen Mausehirnen zu
entnehmen. Maximale Kettenlangen mit mehr als 30 Neu5Ac-Resten waren dabei nach-
weisbar. Die Verifizierung des Kettenlangenspektrums der Proben wurde durch die Ver-
gleichsanalyse mittels Colominsaure bestatigt. Die maximal detektierbaren Kettenléangen
der Colominsaure lagen bei mehr als 40 Sialinsaureeinheiten (siehe Abbildung 13). Die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse konnte durch die repetitiven Versuchsreihen gestarkt

werden.
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Abbildung 12: Chromatographische Darstellung von PolySia aus drei murinen Hirnproben

Nach der Fluoreszensmarkierung der PolySia-Ketten aus Mausehirnen, wurden diese mittels Anionenaus-
tauschchromatographie nach der Kettenlange getrennt und visualisiert. Ausgewahlte Peaks sind mit der

entsprechenden Kettenlange markiert (HP: Hirnprobe).
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Abbildung 13: Chromatographische Trennung fluoreszenzmarkierter Colominséaure

Die chromatographische Trennung von DMB-markierter Colominsaure erfolgte mittels Anionenaustausch-
chromatographie. Ausgewahlte Peaks sind mit der entsprechenden Kettenlange markiert.

Die Analyse der vorliegenden Chromatogramme lasst vermuten, dass in den Méausehir-
nen mehr PolySia-Ketten mit kurzen als mit langen Kettenl&ngen vorliegen. Sowohl die
Anzahl der Peaks als auch die Signalstarke nehmen mit der zunehmenden Trennungs-
zeit ab. Ahnliche Verteilungsmuster der PolySia-Ketten wurden bereits in anderen Stu-
dien gezeigt (Galuska et al 2006 JBC).

Aufgrund ihrer kettenlangenabhéangigen Funktionsweisen ist eine nédhere Bestimmung
des Polymerisationsgrads von PolySia von gro3er Bedeutung. Die in vivo vorkommen-
den Kettenl&ngen lassen sich mit den aktuell zur Verfiigung stehenden Methoden jedoch
nicht genau feststellen. Die Testergebnisse werden zumeist durch verschiedene chemi-
sche und technische Rahmenbedingungen beeinflusst. Insbesondere die neu entstan-
denen, internen Strangbriche spielen hierbei eine relevante Rolle. Als Ursache fir die
Entstehung der internen Strangbriche ist die saure Bedingung am wahrscheinlichsten.
Diese entsteht im Rahmen der Derivatisierung und fihrt zur Abspaltung der PolySia-
Kette vom Glykan des Glykoproteins.

Um auf die Zielsetzungen dieser Arbeit einzugehen, werden nun die jeweils relevanten
Schritte zur Bestimmung der Polysialinsaurekettenlange mittels HPLC erlautert. Es wer-
den sowohl technische als auch chemische Prozesse beriicksichtigt. Ein besonderes
Augenmerk soll auf die oben beschriebenen internen Strangbriiche gelegt werden, um
anhand dieser, die Ausgangskettenlangen der PolySia-Ketten zu kalkulieren.
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4.2. Fraktionierung von definierten Kettenlangenbereichen

Die genaue Bestimmung der Polysialinsaurekettenlangen ist fur die Analyse der Struktur
und Funktion von Sialinsdurepolymere unabdingbar. Sie stellt eine wichtige Herausfor-
derung dar und Bedarf einer hohen technischen Ausstattung sowie biochemischer
Kenntnisse. Bei chromatographischen Trennungsverfahren von Polysialinsauren neh-
men insbesondere die Retentionszeiten der einzelnen Kettenldngen eine entscheidende
Rolle ein. Daneben ist es von Bedeutung, die Veranderungen des Analyten, welche im
Rahmen der chemischen Markierung entstehen, zu kennen. Um diese bei PolySia zu
bestimmen, sollen zun&chst definierte Kettenlangen aufgereinigt werden. Hierdurch kon-
nen beispielsweise auch interne Strangbriche detektiert werden.

Fur diese Aufarbeitung wurde initial eine praparative Saule angewandt, um solche defi-
nierte Kettenlangen fur nachfolgende Versuche zu gewinnen. Das primére Ziel bestand
darin, mindestens 30 Kettenlangen der PolySia chromatographisch darzustellen und zu
fraktionieren. In den ersten Vorversuchen konnten lediglich etwa 14 der DMB markierten
Polysialinsaurekettenlangen bis zur Baseline voneinander getrennt werden (Abbildung
14). Zudem war eine adaquate Beurteilung der Proben, aufgrund von geringer Signal-
starke und der asymmetrischen Peakverteilung, nicht méglich. Durch weitere Optimie-
rungen der technischen und chemischen Rahmenbedingungen (siehe Punkt 3.2.1) war
das oben beschriebene Ziel nach ca. 20 Versuchsreihen erreicht (Abbildung 15).

Signalstarke

o
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Abbildung 14: Initiale Trennung von Colominséure

Colominsaure wurde mittels praparativer Saule analysiert. Die Abbildung zeigt die ersten Trennergebnisse.
Eine adaquate Darstellung und Beurteilung der PolySia-Ketten war nicht méglich. Es liegt keine Baseli-

netrennung ab Kettenlange 10 vor.
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Abbildung 15: Optimierte Trennung von Colominséure

Colominsaure wurde mittels praparativer Saule analysiert. Die Abbildung zeigt die Trennung nach Optimie-
rung des Salzgradientens. Die Baselinie lasst sich festlegen und die Signalstéarke nimmt mit zunehmender
Analysezeit ab.

Anhand der Retentionszeiten, die mit einem DMB-markierten PolySia-Standard ermittelt
wurden, konnten anschliel3end unmarkierte, native Colominsaure ,blind“ (da nicht mar-
kiert) fraktioniert werden. Zur Charakterisierung der fraktionierten Kettenl&dngenbereiche
wurden die einzelnen Fraktionen wiederum mittels Anionenaustauschchromatographie
nach DMB-Markierung rechromatographiert (Abbildung 16). Wahrend die Fraktionierung
der Sialinsaure per praparativen Saulen erfolgte, wurde die Rechromatographie mittels
analytischer DNAPac PA-100-Saule durchgefihrt.

Die fraktionierten Kettenlangengruppen konnten mittels Anionenaustauschchromatogra-
phie repetitiv und gezielt nach bestimmen Kettenlangen getrennt sowie chromatogra-
phisch dargestellt werden. Nach diesem Schema wurden fur die folgenden Versuche
definierte Kettenl&dngenbereiche fraktioniert. Ab Kettenlange 16 kann das Zustandekom-
men interner Strangbriiche beobachtet werden (siehe Abbildung 16). Diese sind auf-
grund der Peakgrof3en von den gesammelten Fraktionen gut zu unterscheiden.
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Abbildung 16: Rechromatographie von PolySia

Rechromatographie der fraktionierten Kettenlangen mittels Anionenaustauschchromatographie nach DMB-
Markierung. Die Kettenlangen zwei bis 36 sind in vier Fraktionen abgebildet. Die Trennung erfolgte an einer
analytischer DNAPac PAc-100-Saule.

4.3. Quantifizierung der fraktionierten Polysialinsauren

Die quantitative Analyse der gesammelten Fraktionen erfolgte nach kompletter Hydro-
lyse der PolySia-Ketten und DMB-Markierung der entstandenen Monomere mittels Su-
perspher 100 C-18 Saule. Das Ziel dieses Abschnitts bestand darin, den Nachweis und
die Stoffmenge von Neu5Ac einer Probe mittels HPLC zu berechnen, damit anschlie-
Rend mit definierten Mengen gearbeitet werden kann. Als Standard wurde Siamix, be-
stehend aus KDN, Neu5Gc und Neu5Ac, angewandt (siehe Punkt 3.2.2).

Um die Stoffmenge der gesuchten Probe zu bestimmen, war zunéchst eine Identifizie-
rung der jeweiligen Analyten notwendig. In diesem Fall wurde Colominséure, welches
ein Homopolymer aus Neu5Ac ist, der Standardprobe aus Siamix gegenibergestellt und
mit dieser verglichen. Dabei waren die Grundkenntnisse tber das Verteilungsmuster und
die Zusammensetzung von Siamix entscheidend. Als Trennkriterium wurde hierbei die
Retentionszeit von Neu5Ac festgelegt. Die Abbildung 17 zeigt das typische Verteilungs-
muster der oben genannten Standardprobe in vier verschiedenen Konzentrationen (In-
oue et al. 1998).
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Abbildung 17: Quantifizierung von Siamix

Siamix wird als Referenzsubstrat in vier verschiedenen Konzentrationen mittels RP-Chromatographie ana-
lysiert (A: c¢= 0,005 mol/pl; B: ¢ = 0,01 mol/ul; C: ¢ = 0,05 mol/pl; D: ¢ = 0,1 mol/pl). Entsprechend der Retenti-
onszeiten des DMB-markierten Siamix ist der erste Peak als KDN, der Zweite als Neu5Gc und der Dritte als
Neu5Ac zu werten. Die Signalflache von Neu5Ac wurde an der Baseline manuell markiert und durch die

Software errechnet. c=Stoffmengenkonzentration.

Tabelle 5: Peakflachen der Neu5Ac fur vier verschiedenen Siamix-Mengen

Zur Erstellung einer Kalibrationsgerade wurde in diesem Fall vier verschiedene Stoffmengenkonzentratio-
nen verwendet. Die erhobenen Peakflachen unterscheiden sich, entsprechend der jeweiligen Stoffmenge,

voneinander und sind der Abbildung 17 zu entnehmen

Stoffmenge [nmol] Peakflache

0,05 17,62
0,1 34,43
0,5 154,65

1 365,22

Basierend auf die oben genannten Analysedaten erstellten wir eine Kalibrationsgerade
mit der Funktion y = 362,53x - 6,5609 und nutzen diese als Grundlage fur die weiteren
Analysevorgange. Der Abweichungskoeffizient betrug dabei etwa 0,99. Im Folgenden ist
die quantitative Analyse von Neu5Ac, am Beispiel einer Fraktionierung dargestellt (Ab-
bildung 18). Die Erhebung der Signalflachen erfolgte wie oben beschrieben.
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Abbildung 18: Quantifizierung der gesammelten Kettenlangenfraktionen

Nach Hydrolyse und DMB-Markierung wurden die fluoreszenzmarkierten Neu5Ac-Einheiten mittels RP-
Chromatographie analysiert. Es sind drei verschiedene KL-Fraktionen mit jeweiligen Signalflachen darge-

stellt. Auf der x-Achse ist die Zeit und auf der y-Achse die Signalstarke abgebildet.

Fur die Berechnung der Neu5Ac-Mengen der einzelnen Fraktionen wurde die oben ge-
nannte Funktion umgestellt. Das Ergebnis ist dann wie folgt:

_ ¥ +6,5609
~ 362,53

(y=Peakflache; 362,53 ist die Steigung der Funktion; x= Stoffmenge; 6,5609 = Offset-Wert)

Die errechneten Stoffmengen sind in der unteren Tabelle (Tabelle 6) aufgelistet. Letztlich
wurde die Konzentration der einzelnen Fraktionen summiert und mit der Stoffkonzentra-

tion der zu analysierenden Probe verglichen.

Tabelle 6: Analysierte Menge an Neu5Ac

Die Stoffmengen an Neu5Ac sind fiir die einzelnen Fraktionen der Abbildung 18 mit den jeweiligen Peakfla-

chen aufgelistet.

Kettenlange Peakflache Stoffmenge [nmol

2-8 38,51 0,12
9-20 155,45 0,45
21-30 179,39 0,51
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4.4, Vergleich der DMB-Markierung von reduzierter und nativer
Polysialinsauren

Zur Beantwortung der Arbeitshypothese war eine nahere Charakterisierung der neu ent-
standenen Strangbriiche notwendig. Das Ziel der folgenden Methode bestand darin, das
Ausmald der Strangbriche separat darzustellen und diese von der Grundstruktur der
Probe zu differenzieren.

In diesem Zusammenhang fand als Erstes eine gezielte Reduzierung des reduzierenden
Endes der Oligo-/Polysialinsauren statt (Inoue und Inoue 2003). Eine anschlie3ende Flu-
oreszensmarkierung dieser terminalen Abschnitte mittels DMB war infolgedessen nicht
moglich. Im Gegensatz hierzu bieten die neu entstandenen, internen Strangbriiche eine
Anknupfungsstelle fir DMB. Folglich werden nur diese markiert und chromatographisch
dargestellt. In Abbildung 19 wird dieser Vorgang schematisch dargestellt.

b [(ZEORO=0=0=0—0—0—»

‘ Interne Strangbriiche DMB <> NeubAc RN =321

Abbildung 19: Hydrolyse und Derivatisierung mit Reduzierung der terminalen Sialinsdureketten

A+B) Das reduzierende Ende der terminalen Sialinsdure wird reduziert (hier dunkel dargestellt). C-E) Im
Rahmen der Hydrolyse kommt es zu internen Strangbriichen. Die neu entstandenen, reduzierenden Enden
der Sialinsaure werden mittels DMB markiert, wahrend eine Fluoreszensmarkierung der zu Beginn vorlie-
genden terminalen Enden nicht méglich ist. Bei der Hydrolyse und DMB-Markierung handelt es sich um eine

Eintopfreaktion. N= Natirliche Zahlen, Anzahl der NeuSAc-Einheiten.
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Im Folgenden ist die Analyse der ProbeR und ProbeD, fir die Kettenlangenfraktion 2 bis
6, beispielhaft abgebildet. Die Trennung der Proben erfolgte mittels analytischer Dionex

DNAPac™ Pa-100 Saule.
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Abbildung 20: Analyse der ProbeR und ProbeD fiir die Kettenlangen 2-6

ProbeR (A) entspricht der reduzierten PolySia und ProbeD (B) der nativen PolySia-Fraktion

Mithilfe der erhobenen Chromatogramme war eine qualitative Analyse der jeweiligen
Peakflachen moglich. Hierdurch gewonnene Daten wurden mit einem Excel-Programm
dokumentiert und graphisch dargestellt. Am Beispiel einer Versuchsreihe werden im Fol-
genden die Ergebnisse der ProbeR und ProbeD erlautert.

Die Testergebnisse der Kettenlangenfraktionen 2 bis 6 sind in Abbildung 21 dargestellt.
Diese enthalten lediglich kurze PolySia-Ketten, sodass nur geringe interne Strangbriiche
entstehen. Die Resultate spiegeln sich in der Analyse der ProbeR wider.
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Abbildung 21: Analyse der KL 2 bis 6
fur ProbeR und ProbeD

Die Signalflachen der ProbeR sind im un-
teren Messbereich. Dabei werden Ver-
haltnisse von etwa 1:7 bis zu 1:55 zu-
gunsten der nicht reduzierten Kettenlén-

gen beobachtet.
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In Zusammenschau der Abbildung 22 bis Abbildung 27 ist, mit zunehmender Kettenlan-
genfraktion, eine steigende Tendenz der ProbeR zu beobachten. Es zeigt sich hierbei
ein exponentieller Verlauf der Signalflachen von ProbeR. Zudem ist festzuhalten, dass
sich das Verteilungsmuster der jeweiligen Proben entgegengesetzt darstellt. Wahrend in
ProbeR hauptsachlich kurze Polysialinsdurekettenlangen vorkommen, sind in ProbeD
vorwiegend lange Kettenlangen vorliegend.
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Abbildung 22: Analyse der KL 7 bis 17 fur ProbeR und ProbeD

Entsprechend der zuvor festgelegten Kettenl&angenfraktionen zeigen sich die Peakflachen der Kettenlangen
7 bis 17 fur die ProbeD am héchsten. Die Kettenlangen der ProbeR sind im Vergleich zur ProbeD im nied-

rigeren Niveau.
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Abbildung 23: Mittelwerte und Standardabweichungen fur KL 7 bis 17 in ProbeR und ProbeD

Es sind die Mittelwerte und die jeweiligen Standardabweichungen von drei verschiedenen Versuchsreihen
fur ProbeR und ProbeD fiir die Kettenlangenfraktion 7 bis 17 abgebildet. Der Kurvenverlauf spiegelt die
Abbildung 22 wider.

40



Ergebnisse

180
160
140

80
60

120
\

100 g~

N

N

\\

\\\
2 | | ‘ | li
=~ |l
I l Al = [ ]

Peakflache

0
0
23456 7 8 9101112131415161718192021222324252627
Kettenlange
mmmmm ProbeR  mmmmm ProbeD  ----- Expon. (ProbeR)

Abbildung 24: Analyse der KL 18 bis 26 fur ProbeR und ProbeD

Die Signalflachen der ProbeD sind im Bereich der langeren Kettenldngen am starksten ausgepragt, wahrend

die ProbeR im Bereich der kurzen Kettenlangen dominiert.
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Abbildung 25: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir KL 18 bis 26 in ProbeR und ProbeD

Im Vergleich zu der vorherigen Abbildung zeigt sich eine Zunahme der Kettenlangen der ProbeR. Entspre-
chend der festgelegten Kettenlangenfraktion sind die Signalflachen der ProbeD im Bereich der KL 18 bis 26

am starksten ausgepragt. Die Daten entsprechen der Analyse von drei verschiedenen Versuchsreihen.
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Abbildung 26: Analyse der KL 27 bis 35 fur ProbeR und ProbeD

Das Verteilungsmuster der ProbeR und ProbeD sind im Vergleich zur Abbildung 24 nahezu identisch.
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Abbildung 27: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir KL 27 bis 35in ProbeR und ProbeD

Die Mittelwerte und Standardabweichungen fur die Analyse von Sialinséuren ist fur die Kettenlangenfraktion
27 bis 35 fur ProbeR und ProbeD abgebildet. Entsprechend der oben gezeigten Abbildung ist die ProbeR
im Bereich der kurzen PolySia-Ketten dominierend, wahrend ProbeD im Bereich der langen Kettenlangen
um ein Vielfaches der ProbeR uberwiegt. Die Daten entsprechen der Analyse von drei verschiedenen Ver-

suchsreihen.
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Die Analyse der Kettenlangenfraktionen 35 bis 55 (Abbildung 28) erbringt, im Vergleich
zu den vorherigen Testabschnitten, vorwiegend mehr kurze als lange Polysialinsaure-
kettenlangen. Dabei ist ein negativ linearer Verlauf der Signalflachen, von kurzen zu lan-
gen Kettenlangen, zu entnehmen. Dieser spiegelt sich im Kurvenverlauf der ProbeR wi-
der. Dementsprechend ist es auf ein erhéhtes Ausmalfi von neu entstandenen Strang-

briichen zuriickzufihren.
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Abbildung 28: Analyse der KL 35 bis 55 fiir ProbeR und ProbeD

Die Signalflachen nehmen mit zunehmender Kettenlange in beiden Proben ab. Wé&hrend fur ProbeR ein
exponentieller Verlauf zu beobachten ist, zeigt sich in ProbeR eine negative lineare Trendlinie. Die Signal-
flachen der ProbeD sind verhaltnisgemaf der ProbeR um ein Vielfaches erhéht und hinsichtlich der Ketten-

lange breiter aufgestellt.
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Abbildung 29: Mittelwerte und Standardabweichungen fir KL 35 bis 55 in ProbeR und ProbeD

In beiden Versuchsreihen ist die Auspragung von kurzen PolySia-Ketten starker als von langen Kettenlan-
gen. Die Analyse der Kettenfraktion spiegelt sich zum Teil im Verlauf der ProbeD wider. Die Daten entspre-

chen der Analyse von drei verschiedenen Versuchsreihen.
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Angesichts des bereits erlauterten theoretischen Wissens (siehe Abbildung 19), konnte
eine Differenz zwischen den Signalflachen der untersuchenden Proben dokumentiert
werden. Die erhobenen Daten der ProbeR sind als interne Strangbriiche der PolySia zu
interpretieren. Die reduzierenden terminalen Sialinsaureketten, welche eine Demarkie-
rungsprozedur unterliefen, wurden chromatographisch nicht detektiert und spiegeln sich
in den genannten Ergebnissen nicht wider. Im Gegensatz hierzu, sind in der Analyse der
nativen Polysialinsduren, sowohl interne Strangbriiche als auch die initial vorliegenden
terminale Sialinsaureketten enthalten.

Zusammenfassend konnten nachgewiesen werden, dass im Rahmen der milden Deri-
vatisierung von Polysialinséuren, interne Strangbriiche entstehen und deren Ausmaf}
mit dem zunehmenden Polymerisationsgrad der Sialinsduren korreliert. In der Analyse
von kurzen PolySia-Ketten prasentierten sich geringe Anteile an internen Strangbri-
chen, welche auf die kurzen Kettenlangen der zu untersuchenden Proben zurickzufih-
ren sind. Unter den oben beschriebenen Rahmenbedingungen, sind allerdings in der
Analyse von langen PolySia-Ketten, andere Ergebnisse beobachtbar. Und zwar lasst
sich feststellen, dass bei langen PolySia-Ketten ein hohes Mal3 an internen Strangbri-
chen entstehen. Ab einem gewissen Polymerisationsgrad wiederum, verandert sich das
Verteilungsmuster der Analyse zugunsten von internen Strangbriichen (siehe Abbildung
28).

4.5. Charakterisierung der Abspaltung und DMB-Markierung von
Sialinséauren bei Glykoproteinen

Sialinsauren kommen zumeist als Monosialinreste an der nicht reduzierten Endposition
der Glykanketten von Glykoproteinen und Glykolipiden vor (Sato 2004). Genauso wie
Monosialylreste sind auch PolySia-Ketten kovalent an Glykoproteine gekoppelt. Mithilfe
einer ,normalen” Hydrolyse ist eine komplette Freisetzung aller Sialinsauren und somit
auch aller PolySia-Ketten von Glykoproteinen mdglich. Bei der milden DMB-Kettenlan-
genanalyse kommt es wahrend des Derivatisierungsvorgang wohl zu einer partiellen
Hydrolyse. Erst dann ist ein reduzierendes Ende einer PolySia-Kette frei, um sie mit DMB
zu markieren.

In diesem Abschnitt wird, am Beispiel von Fetuin und Transferrin, auf die Abspaltung der

Sialinsauren von deren Glykanen eingegangen. Sialinsauren sind in den genannten Gly-
koproteinen durch unterschiedliche Verknupfungsarten an Glykanen gebunden. Wéh-
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rend Fetuin, neben a2,6-Verbindungen, vorwiegend eine a2,3-Verbindungen enthalt (Le-
derkremer et al. 2022), liegt bei Transferrin eine a2,6-Bindung vor (Matsumoto et al.
2015). Im Vergleich hierzu sind in PolySia-Ketten die Neu5Ac-Reste durch eine a2,8-
Verbindung miteinander verknipft (Abbildung 30). Auch bei einer PolySia-Kette wére
jedoch die erste Sialinsaure Uber eine der beiden erstgenannten Verbindungen am rest-
lichen Glykan gebunden (Mark D. Jankowski et al. 2019). Bei der Kettenlangenanalyse
wirde man somit nur die tatsdchlich vorhandene Kettenlange erfassen, wenn aus-
schlie3lich die a2,3- oder a2,6-Verbindung zwischen der ersten Sialinsaure und dem
Glykan hydrolysiert werden wirde, jedoch nicht die internen a2,8-Verbindungen einer
PolySia-Kette. Um eine nahere Bestimmung, der in vivo tatsdchlich vorkommende Sia-
linsaureketten zu ermoglichen, ist die Kenntnis tiber das Ausmal der Hydrolyse von der
jeweiligen Verbindung (a2,3-, a2,6- und a2,8-Verbindungen) notwendig.

Es soll nachgewiesen werden, wie viel Prozent aller a2,3-, a2,6- gebunden Sialinsauren
(dies ware auch bei PolySia, die erste Sialinsaure) unter den milden Bedingungen, die
fur die Kettenlangenanalyse (ohne zuséatzlichen Hydrolyse-Schritt) genutzt wird, von Gly-
kanen freigesetzt werden und welche der oben genannten Verbindungen am saure-
stabilsten ist. Zudem wurden Sialinsduredimere verwendet, um die Spaltung von a2,8-
Verbindungen zu charakterisieren.

Fetuin Transferrin DP2

a2,3- a2,6- a2.8- ¢ Neu5Ac
Galaktose

Abbildung 30: Schematische Darstellung der Verbindungen von Fetuin, Transferrin und DP2

Es sind die Glykoproteine, Fetuin und Transferrin, sowie die DP2 in ihrer Verknupfungsform mit Neu5Ac
schematisch dargestellt. NeuSAc ist bei Fetuin Uber eine a2,3 und a2,6-Bindungen kovalent an Galaktose
gebunden. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde die a2,6-Bindung von Fetuin hier nicht abgebildet. Bei

Transferrin liegt eine a2,3- Bindung vor. Sialinsduren sind durch a2,8-Bindungen miteinander verknupft.

4.5.1 Derivatisierung mit Hydrolyse

Die Analyten unterliefen zunachst der Prozedur einer zusatzlichen kompletten Hydrolyse
und der anschlieBenden Derivatisierung. So soll zunachst bestimmt werden, wie viel Si-
alinsduren Uberhaupt abgespalten werden kénnen. In allen drei Versuchsproben konnte
Neu5Ac identifiziert und quantitativ gemessen werden. Zur besseren Ubersicht werden
die Ergebnisse der DP2 separat abgebildet.
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Abbildung 31: Quantifizierung von Neu5Ac in Fetuin, Transferrin und DP2 nach Hydrolyse und
Derivatisierung

Auf der x-Achse ist die Anzahl der Versuche und auf der y-Achse die Konzentration von Neu5Ac in ng/ul
dargestellt. Der Mittelwert (MW) fiir Fetuin betragt 8820,45 ng/ul und die Standardabweichung (SD) 530,53
ng/pl. Der MW fiir Transferrin betragt 10196,97 ng/pl und die SD 1332,25 ng/ul. Der MW fiir DP2 betragt
4,21 ng/pl und die SD 0,2 ng/pl.

4.5.2 Derivatisierung ohne Hydrolyse

In der Versuchsreihe einer direkten milden Derivatisierung, ohne vorangegangener kom-
pletter Hydrolysereaktion, betrug die durchschnittliche Konzentrationsmenge von Fetuin
etwa 56 ng/pl. Im Vergleich hierzu wurde in den vorherigen Testverfahren, mit vorrange-
gangener Hydrolyse, durchschnittlich ca. 8820 ng/ul Fetuin festgestellt. Sowohl das
Trennungsverfahren als auch die quantitative Analyse war der oben beschriebenen Me-
thode unter Punkt 4.5.1 identisch.

Die Analyse von Transferrin und DP2 erbrachten ebenfalls, im Vergleich zur vorherigen
Versuchsreihe, niedrigen Nachweis von Neu5Ac. Um die Verhaltnisse der Versuchsrei-
hen zu veranschaulichen sind die jeweiligen Proben, in beiden Versuchsreihen (Deriva-
tisierung mit und ohne eine Hydrolyse), im Folgenden graphisch gegeniibergestellt.

46



9400
8400
7400
6400
5400
4400
3400
2400
1400

400

Konzentration in [ng/ul]

9560,98

8345,72 8554,65

61,13

1 2 3
Anzahl der Durchlaufe

200
180

160
140
120
100

80
60
40

Konzentration in [ng/ul]

- Hydrolyse/Derivatisierung == Derivatisierung ohne Hydrolyse

Ergebnisse

Abbildung 32: Vergleich der Konzentrationsmenge von Neu5Ac in Fetuin mit und ohne einer
vorangegangener Hydrolysereaktion

Die Neu5Ac-Werte, die mittels zusatzlicher Hydrolyse bestimmt wurden, sind in Blau dargestellt (linke Ska-

lierung). In Rot sind die Werte ohne vorrangegangener Hydrolyse dargestellt (rechte Skalierung).
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Abbildung 33: Vergleich der Konzentrationsmenge von Neu5Ac in Transferrin mit und ohne einer

Hydrolysereaktion

Die NeuSAc-Werte, die mittels zusétzlicher Hydrolyse bestimmt wurden, sind in Orange dargestellt (linke

Skalierung). In Gruin sind die Werte ohne vorrangegangener Hydrolyse dargestellt (rechte Skalierung).
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Abbildung 34: Vergleich der Konzentrationsmenge von Neu5Ac in DP2 mit und ohne einer
Hydrolysereaktion

Die Neu5Ac-Werte, die mittels zusatzlicher Hydrolyse bestimmt wurden, sind in Blau dargestellt. In Rot sind
die Werte ohne vorrangegangener Hydrolyse dargestelit.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in den Versuchsreihen mit durchgemach-
ter Hydrolysereaktion, die Konzentrationsmenge von Neu5Ac in allen Proben, unter Be-
achtung zur Vergleichsgruppe, erwartungsgemafl um ein Vielfaches erhdht war. Auf-
grund der Hydrolyse war eine komplette Freisetzung aller Sialinsauren gegeben. Die
Ergebnisse spiegeln somit die maximale Menge an Neu5Ac in den jeweiligen Proben
wider.

Bei fehlender kompletter Hydrolysereaktion wurde, im Fall von Fetuin, 0,6 Prozent von
Neu5Ac detektiert. Das bedeutet, dass unter Beachtung der oben beschriebenen maxi-
malen Menge, ca. 99,4 Prozent aller Sialinsauren nicht von ihren Glykanen abgespalten
wurden. In den Versuchsproben von Transferrin betrug der prozentuelle Anteil von freien
Sialinsauren ca. 0,3 Prozent. Im Gegensatz zu analysierten Glykoproteinen (a2,3-, a2,6-
Verbindungen) erbrachte die Analyse von DP2 (a2,8-Verbindungen), unter denselben
Rahmenbedingungen, einen Anteil von etwa 7 Prozent an Neu5Ac (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Gegenuberstellung von Fetuin, Transferrin und DP2 nach partieller Hydrolyse

In der Versuchsreihe mit partieller Hydrolyse zeigte sich der Neu5Ac Anteil mit etwa 7 % von Gesamtmenge

in der Probe DP2 am héchsten. Das Glykoprotein Transferrin weist hingegen den geringsten Anteil vor.

In Anbetracht der Fragestellung und unter Beriicksichtigung der jeweiligen chemischen
Verknipfungen der einzelnen Proben lasst sich folgendes dokumentieren: Die kovalente
a2,3-Verbindungen von Sialinsaure an Glykanen lasst sich durch eine milde Derivatisie-
rung leichter brechen als eine a2,6-Verbindung. Die a2,8-Verbindung zeigt sich am we-
nigsten saurestabil, sodass die Wahrscheinlichkeit an internen Strangbrtichen, unter mil-
der Derivatisierung, am hdchsten ist. Es ist somit zu erwarten, dass im Rahmen der oben
genannten Derivatisierung von PolySia-Ketten, mit héherem Ausmall an internen
Strangbriichen, als die Spaltung von terminalen Sialinsaureresten zu rechnen ist.
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5. Diskussion

Polysialinsauren sind aufgrund ihrer vielfaltigen Funktionen und ihr ubiquitares Vorkom-
men von besonderer Relevanz fir die Wissenschaft. Sie konnen durch die Bildung von
Polymere eine unterschiedliche Anzahl an Kettenldngen vorweisen. Laut aktuellen Stu-
dien geht eine Abweichung ihrer Kettenldnge vom Normwert, mit diversen Krankheitsbil-
dern bei Menschen und Saugetieren einher (Dall'Olio et al. 2014) (Livingston et al. 1988).
Fur die Bestimmung von Oligo-/PolySia-Ketten stehen zwar aktuell verschiedene Tech-
niken zur Verfigung, diese sind jedoch flir eine tatsédchliche Bestimmung der in vivo
vorkommenden PolySia-Ketten nicht optimal geeignet. Die Ergebnisse werden zum
groften Teil durch die neu entstandenen Strangbrtiche, welche im Rahmen der Deriva-
tisierung und der Hydrolyse auftreten, beeinflusst. Dem Ausmalf3 der internen Strangbri-
chen wird aktuell eine untergeordnete Rolle zugesprochen.

Das Ziel dieser Dissertation bestand darin, die genannten Strangbriiche mittels HPLC
naher zu charakterisieren, um so Rickschlisse liber den tatsachlichen Polymerisations-
grad der Probe ziehen zu kénnen. Dabei waren insbesondere folgende Aspekte von Re-
levanz:

1. Inwiefern spiegeln die chromatographischen Darstellungen der PolySia Analyse
mittels HPLC, die tatsachliche Kettenlangenverteilung der in vivo vorkommenden
PolySia, wider.

2. Welche Rolle nimmt die milde Derivatisierung bei der Entstehung von internen
Strangbriichen ein.

3. Welche der Verkniipfungen der PolySia-Ketten (a2,3; a2,6 oder a2,8) spaltet sich
am wahrscheinlichsten unter der milden Derivatisierung.

4. Inwiefern hangt das Ausmalfd der Strangbriiche vom Polymerisationsgrad der zu
untersuchenden Probe ab.

Im Folgenden wird auf die genannten Aspekte eingegangen und die Ergebnisse dieser
Arbeit kritisch diskutiert.
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Fraktionierung und Quantifizierung von Polysialinsauren

Die HPLC wird aufgrund ihres breiten Spektrums an Funktionalitat in verschiedenen Wis-
senschaftsbereichen angewandt. Insbesondere die lonenaustauschchromatographie
spielt, aufgrund der hohen Selektivitat und Sensitivitat, in der Analyse von Kohlenhydra-
ten eine zentrale Rolle. Fir die Kettenlangenanalyse von Polysialinsauren ist eine fluo-
reszenzbasierte Detektoranalyse mittels DMB/HPLC-Methode zurzeit am besten geeig-
net auch wenn bekannt ist, dass interne Strangbriiche vorkommen (Guo et al. 2021)
(Tiralongo und Martinez-Duncker 2013).

Fur eine optimale Trennung der Polysialinsauren wurde in dieser Arbeit die Gradienten-
elution angewandt. Im Gegensatz zur isokratischen Trennung zeichnet sich diese durch
eine hohe Auftrennungsrate aus, setzt jedoch eine optimale Anpassung der Gradienten
als auch der Eluentenzusammensetzung voraus. Die Optimierung der Gradienten kann
sich, je nach Eluent, &ndern und bedarf einen hohen zeitlichen Aufwand. In diesem Bei-
spiel waren mehr als 20 Versuche und weitere Anpassungen notwendig, um das ge-
wuinschte Zielergebnis fur die praperative Kettenlangenbestimmung mittels DNAPacTM
PA-100 Saule zu erreichen (Abbildung 15). Dabei wurden Kriterien wie die Anzahl der
Kettenlangen, Peakverteilung als auch die Signalstarke bertcksichtigt. Die HPLC zeich-
net sich grundsatzlich durch eine einfache Handhabung aus. Sofern eine passende Ein-
stellung fur die gewiinschte Analyse vorliegt, kann diese jederzeit repetitiv angewandt
werden.

Die Probenaufgabe auf die praparativen DNAPac™ PA-100 Saule erfolgte Uber eine
manuelle Injektion. Im Gegensatz zum Autosampler ist dies mit einem hohen Zeitauf-
wand und der Prasenz einer durchzufiihrenden Person verbunden. Dariiber hinaus kon-
nen Fehler und Verzdgerungen bei der manuellen Injektion auftreten, welche zur Verfal-
schung der Ergebnisse beitragen konnten.

Fur die Aufsammlung der Proben in Glaskolben ist eine prazise Arbeitsweise notwendig.
Da im Falle der unmarkierten PolySia-Fraktionierung keine visuelle Darstellung der
Peaks madglich ist, wurde sich bei der Fraktionierung an die Retentionszeiten der Stan-
dardproben orientiert. Hierbei stellte sich folgende Problematik dar. Erstens, die Behand-
lung der Standard — und Blindproben mussten identisch verlaufen, um wahrend der Frak-
tionierung der Blindproben so wenig Unterschiede wie méglich zu haben. Dabei waren
sowohl die Rahmenbedingungen wie Temperatur und Dauer der Derivatisierung, als
auch die Stoffmenge der Proben entscheidend.

Des Weiteren ist der hohe Zeitaufwand hervorzuheben. Die Gradienten fir die Ketten-
langenbestimmung fur die DNAPac™ PA-100 Saule betrug fur einen Durchlauf 145 min.
Hierzu ist ein zusatzlicher Waschgang der Saule mit 60 min hinzuzurechnen. Somit er-
geben sich fur die Fraktionierung von einer Probe etwa 205 min.
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Die gesammelten Fraktionen konnten mittels Anionenaustauschchromatographie rech-
romatographiert und verifiziert werden (Abbildung 16). Die definierten Kettenlangenab-
schnitte entsprachen der zuvor festgelegten Fraktionen. Die gesammelten Blindproben,
welche hierfur erneut derivatisiert wurden, prasentierten sich, verglichen mit der Stan-
dardprobe, chromatographisch als nahezu identisch. Ferner konnten die neu entstande-
nen Strangbriiche chromatographisch dargestellt und diese von der festgelegten Ketten-
langenfraktion differenziert werden. Ein relevantes Merkmal lag darin, dass ein Unter-
schied zwischen den Signalflachen der gesammelten Fraktionen und der neu entstan-
denen Strangbriiche zu sehen war. Es fiel hierbei besonders auf, dass die genannten
Strangbriiche erst ab der Kettenlange 16 chromatographisch zu objektivieren waren,
wahrend eine nahere Identifizierung oder Differenzierung dieser, in den kurzen Ketten-
lAngenabschnitten (2 - 16) nicht adaquat maglich war (siehe Abbildung 16). Vergleichend
hierzu waren bei steigender Kettenlangenfraktion (KL 26 - 35) auch eine quantitative
Zunahme der Strangbriiche zu beobachten. Zudem zeichnet sich diese durch eine stei-
gende Signalflache sowie ein breites Spektrum an Kettenlangen aus. Diese Beobach-
tung bestatigte sich auch in der Analyse der zunehmenden Kettenlangenfraktion, ab KL
35 und der danach gesammelten Fraktionen (Methoden, S. 29, Chromatogramme nicht
abgebildet). Spatestens zu diesem Abschnitt der Arbeit stellte sich die Frage, inwiefern
die internen Strangbriiche mit dem Polymerisationsgrad der zur untersuchenden Probe
zusammenhdangt. Eine positive Korrelation war angesichts der quantitativen Analyse be-
reits anzunehmen. Eine Verfalschung der Ergebnisse durch Verunreinigung konnte
durch repetitive Datenerhebungen widerlegt werden.

Zuletzt fand eine Quantifizierung der Fraktionen mittels Superspher 100 C-18 Saule, 250
x 40 mm (Darmstadt, Deutschland) statt. Hiermit konnte die Stoffmenge von Neu5Ac in
den fraktionierten Kettenlangenabschnitten bestimmt werden. Mit Hilfe der stets mitge-
fuhrten Standardproben sowie der ermittelten Kalibrationsgerade, wurde die Fehlerquote
so gering wie moglich gehalten. Der Abweichungsquotient betrug jeweils nahezu eins.
Durch die Erstellung von mehreren Standardproben, in diversen Konzentrationen, war
eine hohe Genauigkeit der Analyse gegeben.

Mdgliche Fehlerursachen bei den Analysen kdnnen u.a. durch die Festlegung der Base-
line sowie bei der mathematischen Berechnung der Testergebnisse entstanden sein. Um
diese Fehler so gering wie moglich zu halten, ist ein hoher Kenntnisstand tber die Ana-
lyse der Chromatographie sowie eine prazise Arbeitsweise essenziell.

In dieser Arbeit fand eine Analyse der Neu5Ac statt, wahrend weitere Sialinsaurearten
wie KDN und NeuGc nicht beriicksichtigt wurden. Es ist jedoch hervorzuheben, dass bei
Menschen keine PolySia-Ketten mit den Sialinsauren Neu5Gc und KDN gebildet werden
(Wang 2012).
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Vergleich der DMB-Markierung von reduzierter und nativer PolySia

Bei S&ugetieren besteht Polysialinsaure aus a2,8-verknipften Neu5Ac-Resten (siehe
Abbildung 2) und die Polymerkette ist an ihrem reduzierenden Ende uber eine a2,3- oder
a2,6-Verbindung mit ihren Glykoproteinen verknupft. Aufgrund der Anzahl der vorliegen-
den Neu5Ac-Einheiten werden Sialinsaurepolymere grundsétzlich in Mono-; Oligo- und
Polysialinsauren eingeteilt.

Mono = 1
:Di=2
éTri=3
ETetra:4

Penta =5

Oligo

Hexa = 6
Hepta=7

Octa = 8

Poly

2 8 bis =400 —N

NeuSAc N=1

Abbildung 36: Polymerisationsgrad von Sialinsaure

Polysialinsduren werden je nach Anzahl der NeuS5Ac-Monomere in Oligo- und Polysialinsauren eingeteilt.

Eigendarstellung, angelehnt an (Sato und Kitajima 2019).

Angesicht des strukturellen Aufbaus der PolySia-Ketten wurde im Folgenden die Frage
thematisiert, inwiefern die entstandenen Strangbriiche, als Folge der internen Spaltun-
gen und nicht der terminalen Einheiten von PolySia-Ketten, zu werten sind. Zudem sollte
geklart werden, ob eine mogliche Korrelation zwischen der entstandenen Strangbriiche
und dem Polymerisationsgrad der untersuchenden Probe vorliegt.

Die Fluoreszenzmarkierung des reduzierenden Endes kann durch eine vorhergehende
Reduktion verhindert werden. Durch die Inaktivierung des reduzierenden Endes der Po-
lySia, infolge der Reduzierung der dort sitzenden Sialinsaure, konnten so dessen Aus-
wirkung auf die Ergebnisse der Analyse gezielt eingestellt werden (Abbildung 19). Die
Resultate bestétigen einerseits, dass es im Rahmen der milden DMB-Markierung von
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Polysialinsauren, zu internen Strangbrichen kommt (Inoue und Inoue 2003) und ander-
seits zeigen sie, dass das Ausmalfd der Strangbriiche mit dem Polymerisationsgrad der
zu untersuchenden Probe positiv korreliert. Dabei présentierte sich, in der Analyse von
kurzen PolySia Analyten, ein geringer Anteil an internen Strangbrichen, als in der Ana-
lyse von langen Kettenléangenfraktionen. Bei steigenden Polymerisationsgrad des Ana-
lyts stieg auch der Anteil der internen Strangbriche. Bei zunehmendem Ausmal3 der
Strangbriiche, war in unserem Fall, ab KL 35, der zuvor festgelegte Fraktionsbereich
chromatographisch nicht eindeutig zu objektivieren (siehe Abbildung 28).

Die saure Bedingung, welche im Rahmen der milden Derivatisierung entsteht, ist am
ehesten als Ursache fir die Spaltung der PolySia-Ketten und somit als Entstehungs-
grund der internen Spaltprodukte zu erwéhnen. Die Rahmenbedingungen der Fluores-
zensmarkierung der Polysialinsaure wurden zuletzt von Sato et al. optimiert und fur die
Analyse mittels HPCL-FD Methode grofitenteils standardisiert. Im Vergleich zum gangi-
gen Derviatisierungsprozess findet dieser unter niedriger Temperatur und bei langerer
Reaktionszeit statt. Grundsétzlich ist ein saurer Bereich der Losung, fur die Freisetzung
der terminalen Sialin- bzw. PolySia-Ketten von deren Glykane, fur eine HPLC-FD ba-
sierte Analyse, gewinscht und unabdingbar. Im Gegensatz hierzu ist eine Spaltung der
internen Kettenlangen unerwiinscht, da diese die Beurteilung der tatséchlich in vivo vor-
kommenden PolySia-Kettenlangen negativ beeinflussen kénnen.

Die milde Derivatisierung von PolySia ist aktuell am ehesten fur eine optimale Fluores-
zensmarkierung von PolySia geeignet. Die chemischen Rahmenbedingungen wie Tem-
peratur und chemische Zusammensetzung der Lésungen sind so angepasst, dass wei-
tere Veranderungen mit zunehmender Spaltung oder mit geringer Derivatisierung der zu
untersuchenden Probe einhergehen wirde. Theoretisch ist eine enzymatische Spaltung
der PolySia-Ketten von deren Glykanen mdglich, allerdings ist ein entsprechendes En-
zym zur Trennung von a2,3- oder a2,6- Verkniipfungen von PolySia aktuell nicht be-
kannt. Zudem ware eine enzymbasierte Methode durch eine hohe Enzym-Spezifitat im
Einsatzbereich stark eingeschrankt und wiirde mit hohen Kosten einhergehen.

Die Spaltung von internen Kettenlangen, im Rahmen der milden DMB-Markierung von
Polysialinsauren, ist grundsatzlich bekannt (Nakata und Troy 2005a). Eine ndhere Ana-
lyse dieser Kettenlangen wurde jedoch bis dato nicht erforscht. Nach aktuellem Wissens-
stand wird davon ausgegangen, dass im Zuge der Derivatisierung, es hauptsachlich zur
Spaltung der terminalen Sia- und PolySia-Monomeren vom Glykokonjugate kommt. Die
Spaltung der internen Kettenlangen und dessen Ausmalf? wird als geringgradig und na-
hezu bedeutungslos eingestuft (Inoue und Inoue 2003). Inwiefern diese Annahmen stim-
men, werden im Folgenden diskutiert.
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Charakterisierung der Abspaltung und DMB-Markierung von Sialinsauren bei
Glykoproteinen

Basierend auf die oben genannte Annahme, dass im Rahmen der milden DMB-Markie-
rung von PolySia nur geringe Anteile an interne Strangbruche entstehen wirden, kann
eine Analyse der PolySia zu einer falschen Beurteilung fiihren. Es ist hierbei erneut her-
vorzuheben, dass Sia-Monomere durch eine a2, 8-Verbindung miteinander verknupft
sind, wahrend die Bindung an den Glykoproteinen zumeist in Form von a2,3- oder a2,6-
Verbindung vorliegt (Abbildung 30). Stiitzend auf die bereits erwahnte Annahme, wiirde
das bedeuten, dass die a2, 8-Verbindung saurestabiler sei als die a2,3- oder a2,6-Ver-
bindung. In Anbetracht der formulierten Annahmen, war das Ziel der Untersuchungen,
herauszufinden, ob es einen Unterschied zwischen den genannten Sialinsureverbin-
dungen (a2,3-; a2,6- und a2, 8-) und der Saurestabilitat gibt. Dadurch sollten Rick-
schliisse auf die Lokalisation der Strangbriiche erzielt werden.

Die Resultate der Arbeit zeigen auf, dass sich interne Sialinsdureketten mit a2,8 -Ver-
bindungen am haufigsten unter milden Derivatisierungsbedingungen spalten lassen als
die a2,3- oder die a2,6-Verbindungen. Die Verknupfungen der a2,3- und a2,6-Verbin-
dung zeigten zwar untereinander einen signifikanten Unterschied, waren jedoch im Ver-
gleich zur oben genannten a2,8-Bindung nahezu bedeutungslos gering. Die Glykopro-
teine, Fetuin und Transferrin, enthalten Monosialinsduren, wodurch eine Verfalschung
der Testergebnisse, als Folge von internen Strangbriichen, unmdéglich ist. Die erhobenen
Daten spiegelten in dieser Versuchsreihe lediglich die Spaltung der Sialinsduren von
deren Glykanen wider. Die Versuchsgruppe DP2 enthalt wiederrum keine Bindung an
Glykanen und dient als Nachweis fir die Spaltung der a2, 8-Verknipfungen.

Somit konnte gezeigt werden, dass die neu entstandenen Strangbriiche am ehesten als
Folge von internen Strangbriiche zu werten sind. Als Ursache hierfir ist die Trennung
der a2,8-PolySia-Ketten, unter der milden Derivatisierungsprozedur, auszumachen. Zu-
dem konnte nachgewiesen werden, dass nur ein geringer Anteil der untersuchten Probe,
unter milder Derivatisierung, zu detektieren war. Der grof3te Anteil der Probe, ca. 93
Prozent, war durch die genannte Derivatisierungsprozedur nicht erfasst.

Im letzten Abschnitt wurde der Zusammenhang zwischen dem Polymerisationsgrad des
Analyts und der entstehenden Strangbriiche erlautert. Unter Berlicksichtigung der Sau-
restabilitat der a2,8 -Verknipfungen und des Polymerisationsgrades, der zu untersu-
chenden Probe, lasst sich dieser Zusammenhang wie folgt erklaren: Die kurzen PolySia-
Ketten enthalten einen geringeren Anteil an a2,8-Verknipfungen pro Kette als die Lan-
gen. Folglich kdnnen bei hoherem Polymerisationsgrad mehr Spaltungen entstehen,
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welche zur Bildung von Spaltprodukten fihren. Erganzend hierzu reagiert nur ein gewis-
ser Anteil der zur Verfiigung stehenden Monomeren mit der DMB, sodass die Wahr-
scheinlichkeit diese fluorometrisch zu detektieren, bei geringem Anteil an Neu5Ac, wei-
terhin sinkt. Entsprechend konnten bei der Analyse von niedrigen Neu5Ac-Einheiten,
insbesondere KL 2 bis 6, keine signifikanten Strangbriiche festgestellt werden (Abbil-
dung 21). Im Gegensatz hierzu ist bei langeren PolySia-Ketten die Méglichkeit fur interne
Strangbrtiche hoher.

Angesichts der zugrundeliegenden Daten ist davon auszugehen, dass die
DMB/HPLC_FD basierte Analyse von PolySia nicht die tatsachliche Kettenlange der un-
tersuchenden Probe wiedergibt. Es ist vielmehr davon auszugehen, dass es unter der
milden Derivatisierung zur Trennung von a2,8 -Verbindungen kommt und nur ein mini-
maler Anteil der tatsé&chlichen Neu5Ac-Ketten chromatographisch festgehalten wird
(siehe Abbildung 37). Der gréi3te Teil der Strangbriiche wird unter den milden Bedingun-
gen nicht markiert und kann in der chromatographischen Darstellung nicht erfasst wer-
den. Ohne die genannten Punkte zu bertcksichtigen, kann es zu einer falschen Inter-
pretation des Chromatogramms kommen, welche beinhaltet, dass die untersuchte Probe
mehr kurze als lange PolySia-Ketten enthalt.
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Abbildung 37: Analyse von PolySia

A) Schematische Darstellung von Polysialinsaureketten an einem Glykokonjugat B) Es ist nur ein Anteil der
PolySia-Zweige dargestellt. Neu5Ac-Monomere sind untereinander durch eine a2,8 -Verbindungen mitei-
nander verknlpft, die Bindung der Sia- und PolySia an ihre Glykoproteine ist durch die a2,3 -Verbindungen
gekennzeichnet. Unter der milden Derivatisierung von PolySia kommt es zur Spaltung von a2,8 -Verbindun-
gen und DMB-Markierung von Strangbriichen. Der grof3e Anteil von Strangbriichen wird nicht fluoreszenz-
markiert und kann nicht chromatographisch detektiert werden. C) Chromatographische Darstellung des in

B) markierten Strangbruchs.

Analyse von Gewebeproben — Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit fand die Analyse und der Nachweis von Polysialinsdureketten
in Mausehirnen statt. Dabei konnten PolySia mit bis zu 30 Kettenlangen mittels Anionen-
austauschchromatographie getrennt und chromatographisch dargestellt werden (siehe
Abbildung 12). Mit zunehmender Detektionszeit nahm die Signalstarke der Proben stetig
ab, sodass der Eindruck erweckt wurde, dass in der oben genannten Probe deutlich
mehr kurze als lange PolySia-Ketten vorliegen wirden. Diese Annahme stitzt sich im

Wesentlichen auf zwei Punkte. Erstens, es wird angenommen, dass im Rahmen der
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milden Derivatisierung von PolySia, lediglich ein geringer Anteil an internen Strangbru-
chen entstehen wiirde. Dieser Gedankengang basiert auf der Vorstellung, dass durch
die Hydrolyse hauptséchlich die terminalen Neu5Ac-Einheiten und nicht die internen Ket-
ten gespalten werden. Zweitens, es wird davon ausgegangen, dass ein grol3er Anteil der
PolySia-Ketten durch die genannte Fluoreszenzmarkierung markiert wird.

Das primare Ziel dieser Arbeit bestand darin, die oben beschriebenen Strangbriiche n&-
her zu klassifizieren. In diesem Kontext sollte auf die Frage eingegangen werden, inwie-
fern die HPLC-FD basierte Analyse der Polysialinsduren der tatsachlichen Kettenlan-
genverteilung der Probe entsprechen wirde. Die kettenlangenabhéngige Funktions-
weise der PolySia sowie die Relevanz ihrer tatséchlichen Kettenlangenbestimmung
wurde in dieser Arbeit mehrmals erlautert und soll hier erneut hervorgehoben werden.
In der folgenden Abbildung (siehe Abbildung 38) ist die Analyse von Polysialinsaureket-
ten aus Mausehirnen erneut dargestellt. Dabei ist das Chromatogramm einer von uns
erstellten Abbildung gegenlbergestellt. Letzteres basiert auf Grundlage der Resultate
dieser Arbeit und soll die tatséchliche Kettenlangenverteilung der Probe schematisch
darstellen. Im Gegensatz zu den gewonnenen Ergebnissen zur Kettenlangenverteilung
im postnatalem Mausehirn, namlich dass weniger lange als kurze PolySia-Ketten vorlie-
gen, ist unter Bericksichtigung dieser Dissertation davon auszugehen, dass in Mau-
serhirnen mehr lange als kurze PolySia-Ketten vorhanden sind. Dies ist wichtig, um die
Bedeutung von Polysialinsdureketten fir die menschliche Physiologie detailliert aufzu-
klaren (Inoue et al. 2001). Bisher ist man davon ausgegangen, dass Kettenlangen mit
mehr als 20 Sialinsauren eher Subfraktionen in Blut, Milch und Ejakulat oder aber Orga-
nen wie das Gehirn darstellen (Yang et al. 2020) (Yabe et al. 2003) (Zlatina et al. 2018).
Solch lange Ketten sind jedoch oft nétig, um Interaktionen mit Bindungspartnern von
PolySia einzugehen. Ein Beispiel hierfur sind Histone. Laut Galuska et al. werden Ket-
tenlangen von mehr als 20 Sialinsauren bendtigt (Galuska et al. 2017c) (Shahraz et al.
2022) (Shahraz et al. 2015). Ahnlich lange Ketten sind auch bei Lactoferrin Vorausset-
zung. Lactoferrin ist ein multifunktionales Glykoprotein (Einerhand et al. 2022). Laut
Klhne et al. tragt die Bindung von PolySia an Lactoferrin dazu bei, die Freisetzung von
NET zu verhindern sowie die Bindung an bereits freigesetzten NET-Fasern zu modulie-
ren (Kiihnle et al. 2019a) (Kidhnle et al. 2019b). Andere Bindungspartner brauchen hin-
gegen kirzere Ketten. Beispiele hierfur sind die neurotrophischen Faktoren FGF2 und
BDNF, bei denen jeweils Kettenlangen von 17 und 12 notwendig sind (Kanato et al.
2008) (Ono et al. 2012).
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Abbildung 38: Hirnprobe drei — mdgliche Kettenlangenverteilung

A) Chromatogramm aus der Abbildung 12. Entsprechend dieser Abbildung ist davon auszugehen, dass in
diese Probe vermeintlich mehr kurze als lange PolySia-Ketten vorliegen wirden (blaue gestrichelte Linie).
B) Ist ein Spiegelbild der Abbildung A. Die tatsachliche PolySia-Kettenverteilung kénnte méglicherweise so
aussehen. Stiitzend auf unsere Ergebnisse ist es davon auszugehen, dass in den untersuchenden M&use-

hirn mehr lange PolySia-Ketten vorliegen als kurze (rote gestrichelte Linie).

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass ein signifikanter
Unterschied zwischen den Sia-Verknipfungen (a2,3-; a2,6- und a2,8-), hinsichtlich der
Saurestabilitét, vorliegt. Im Gegensatz zur bisherigen Annahme, ist davon auszugehen,
dass die neu entstandenen Strangbriche, im Rahmen der milden Derivatisierung der
PolySia, mit groter Wahrscheinlichkeit als interne Strangbriiche zu werten sind. Die
a2,8-Verbindungen zeigten sich im Vergleich zu a2,3-; a2,6- Verbindungen am wenigs-
ten séurestabil. Zudem I&sst sich feststellen, dass die internen Strangbriiche mit dem
Polymerisationsgrad der zur untersuchenden Probe stark korreliert. Je gré3er die Poly-
Sia-Ketten, desto starker die internen Strangbriiche. Ferner ist hervorzuheben, dass die
Darstellung, laut vorliegender Daten, lediglich einen geringen Anteil an PolySia zeigt. Es
konnte gezeigt werden, dass nur ein minimaler Anteil der Probe unter den genannten
Bedingungen durch die DMB markiert wird und ein grofRer Anteil mit hoher Wahrschein-
lichkeit nicht detektiert wurde.

Zur Lésung dieses Problems ist die fluoreszenzbasierte HPLC-Methode allein nicht in
der Lage. Durch diese Dissertationsschrift sind jedoch die notwendige Grundlagen vor-
handen, um mathematische Modelle zu entwickeln, mit deren Hilfe die Ausgangsketten-
lange kalkuliert werden kann.
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6. Zusammenfassung

Polysialinsauren setzen sich aus a2,8-verknipften N-Acetylneuraminsauren zusammen
und kommen bei Wirbeltieren Uberwiegend als Modifikation des neuralen Zelladhasions-
molekdls vor. Sowohl die Anzahl einzelner Monomere als auch ihre chemischen Ver-
knupfungen untereinander sind relevant fur das jeweiligen Vorkommen und deren Funk-
tionen. So sind sie beispielweise an der neuralen Zellmigration und der Myelinisierung,
Axonenwachstum sowie der Synapsenbildung und an der Neurogenese beteiligt. In ak-
tuellen Studien wurde ein starker Zusammenhang zwischen ihrer biologischen Funktion
und dem Polymerisationsgrad nachgewiesen. Abhangig von ihrer Kettenldnge kénnen
sie einerseits die Zytotoxizitat von Histonen, die Migration von Vorlauferzellen und Me-
tastasen beeinflussen. Eine Abweichung ihrer Kettenlange vom Normwert wird aktuell
mit diversen Pathologien beim Menschen zusammengebracht, wahrend ihre komplette
Abwesenheit in den knock-out Mausmodellen mit der Letalitét eines Organismus be-
schrieben ist. Die Bestimmung der PolySia-Ketten spielt, zum Verstandnis ihre Funktio-
nen sowie ihre Rolle in der heutigen Medizin, eine entscheidende Rolle. Mit den aktuell
zur Verflgung stehenden Methoden ist eine tatsachliche Bestimmung der in vivo vor-
kommenden PolySia-Ketten nicht adaquat méglich. Unter diesen ist die DMB/HPLC-FD
Methode fir die Kettenlangenbestimmung am besten geeignet, hat jedoch auch rele-
vante Nachteile. Im Rahmen der Fluoreszensmarkierung der Probe entstehen Strang-
briche, welche die Analysedaten stark beeinflussen. In der heutigen Wissenschaft der
Sialinsaure-Analytik werden die genannten Strangbriiche, unter der milden Derivatisie-
rung, eher geringgradig eingeschatzt, was zu falschen Interpretationen der Analyseda-
ten und somit zu eingeschréankten bzw. falschlichen Riickschliissen beziiglich der Ana-
lyse von PolySia fuhren kann.

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit konnte nachgewiesen werden, dass im Rahmen
der milden Derivatisierung von PolySia interne Strangbriche, in Folge der Spaltung von
a2,8-verknlpften Neu5Ac, entstehen. Zudem konnte der Nachweis erbracht werden,
dass das Ausmal der Trennungen, mit dem Polymerisationsgrad der Probe positiv kor-
reliert. Im Gegensatz zum aktuellen Kenntnisstand, konnte aufgezeigt werden, dass die
a2,3- und a2,6-Verknipfungen an den Glykoproteinen einen minimalen und bedeu-
tungslosen Einfluss an der Spaltung haben. Es ist vielmehr davon auszugehen, dass der
grof3te Anteil der tatsachlichen Kettenlange durch die aktuellen Techniken nicht erfasst
werden. Die hier erlangten Ergebnisse bestatigen, dass die aktuelle Kettenlangenana-
lyse mittels DMB/HPLC-FD unter milden Bedingungen nicht den tatsachlichen Polymeri-
sationsgrad widerspiegeln, sondern hauptsachlich Spaltprodukte. Die tatséachlich vor-
kommenden PolySia-Ketten sind nach den Ergebnissen dieser Arbeit, als viel langer
anzunehmen, was bei der Diskussion Uber die biologischen Funktionen eine essenzielle
Information darstellt.
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1. Summary

Polysialic acids (PolySia) are composed of a2,8-linked N-acetylneuraminic acids and
occur in vertebrates predominantly as maodifications of the neural cell adhesion molecule.
Both the number of individual monomers and their chemical linkages to each other con-
tribute to their respective occurrences and functions. For example, they are involved in
neural cell migration and myelination, axon growth, synapse formation and neurogene-
sis. In recent studies, a strong correlation between their function and the degree of
polymerization has been demonstrated. Depending on their chain length, they can influ-
ence the cytotoxicity of histones, the migration of progenitor cells as well as metastases.
A deviation of their chain length from the normal value is currently associated with vari-
ous pathologies in humans, while their complete absence in knock-out mouse models is
described with the lethality of an organism.

The determination of PolySia chains is crucial for the understanding of their functions
and their role in today's medicine. With the currently available methods, an actual deter-
mination of the PolySia chains occurring is not adequately possible in vivo. Among these,
the DMB/HPLC-FD method is the most suitable for chain length determination but has
relevant drawbacks. Within the fluorescence labelling of the sample, strand breaks oc-
cur, which strongly influence the analysis data. In today's science around the sialic acid
analysis the mentioned strand breaks, under the mild derivatization, are estimated rather
low which can lead to wrong interpretation of the analysis data and thus to limited or
wrong conclusions about the analysis of PolySia.

In this dissertation, we demonstrated that within the mild derivatization of PolySia to in-
ternal strand breaks, because of the cleavage of a2,8-linked Neu5Ac. Moreover, we
demonstrated that the extent of the separations positively correlates with the degree of
polymerization of the sample. In contrast to the current state of knowledge, we demon-
strated that the a2,3- and a2,6-linkages on the glycoproteins contribute to an almost
minimal and meaningless influence of the cleavages. On the contrary, it can be assumed
that the largest fraction of native PolySia chain length is not detected by the current
techniques. Our results confirm that the current chain length analysis by DMB/HPLC-FD
under mild conditions does not reflect the actual degree of polymerization, but a fraction
of internal strand breaks. According to our results, the actual occurring PolySia chains
can be assumed to be much longer, which is an essential information when the biological
functions of PolySia are discussed.
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8. Abklrzungsverzeichnis

Aqua dest. Destilliertes Wasser

BDNF Brain-derived neurotophic factor

Da Dalton

DMB 1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol
DNA Desoxyribonukleinsdure

DP Degree of Polymerization

E.coli Escherichia coli

FD Fluoreszenz-Detektor

FGF2 Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Protein 2
HP Hirnprobe

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie
kDa Kilodalton

KDN Desaminoneuraminsaure

KL Kettenlange

LC Liquid Chromatography

M Molare Masse

MS Massenspektrometrie

MW Mittelwert

N Naturliche Zahlen

NCAM Neurales Zelladh&sionsmolekul

NET Neutrophil extracellular traps

Neu5Ac N-Acetylneuraminsaure

Neu5Gc N-Glykolylneuraminséaure

OligoSia Oligosialinsaure

PolySia Polysialinséaure

RP Reversed Phase

RT Raumtemperatur

Sia Sialinsaure

SD Standardabweichung

ST8Siall a-N-Acetylneuraminid-a-2,8-Sialyltransferase 2
ST8SialVv a-N-Acetylneuraminid-a-2,8-Sialyltransferase 4
STs Sialintransferasen

TBA Thiobarbitursaure

TFA Trifluoressigsaure
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