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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 POLYSIALINSAURE (POLYSIA) - EIN POLYMER AUS SIALINSAUREN

1.1.1 Vorkommen und chemische Struktur von Sialinsauren sowie der

Polysialinsaure (PolySia)

Die Entdeckung der Sialinsduren geht auf die Mitte der 1930er zuriick als in zwei
verschiedenen Arbeitsgruppen unabhangig voneinander zum einen Blix et al. die
yoialinsdure® im Speichel der Unterkieferdriise, zum anderen Klenk et al. die
.,Neuraminsaure” im Hirngewebe beschrieben haben (Blix, 1936 und Lundblad, 2015).
Einige Jahre spéater einigten sich beide Arbeitsgruppen darauf, dass Neuraminsaure als
die unsubstituierte Variante bzw. das Grundgerist bezeichnet werden soll (siehe
Abbildung 1). Sialinsaure hingegen sei als Gruppenname fir Neuraminsaure-Derivate
z.B. N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac), N-Glykolylneuraminsaure (Neu5Gc) und
Diacetylneuraminsdure (KDN) zu verwenden (Blix, Gottschalk, & Klenk, 1957) (siehe
Abbildung 2).

Das Vorkommen von Sialinsauren ist ubiquitar. Sie wurde in der Natur in Wirbeltieren,
Wirbellosen, Protozoen, Pilzen und Bakterien, besonders in der Zellwand von gram-
negativen, beschrieben (Angata & Varki, 2002; Schauer, 2004).

In dieser Dissertation liegt das Hauptaugenmerk auf Sialinsauren in Wirbeltieren, im

Besonderen auf der Polysialinsiure (PolySia).

Abbildung 1: Neuramins&ure mit C9-Grundgerist (modifiziert nach Paul, et al., 2018, CC BY-NC)

Auf molekularer Ebene sind Sialinsauren a- Ketosauren bzw. a- Ketocarbonsauren. Sie
weisen neben der Carboxylgruppe eine zusatzliche Ketogruppe als funktionelle Gruppe
am direkt benachbarten C-Atom auf. Das Molekil besteht aus einem C9-Kdrper als

Grundgerust, welches durch diverse Substituenten, Modifikationen, Verknipfungen und
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unterschiedlich langen Kettenlangen zu einer hohen Vielfalt an Derivaten dieser Gruppe
fuhrt (Angata & Varki, 2002; Schauer, 2004; Sato, 2013).

Zurzeit besteht die Sialinsdure-Familie aus tber 50 naturlich vorkommenden Mitgliedern.
Die Neuraminsdure als unsubstituierte Form kommt in der Natur nicht vor (Traving &
Schauer, 1998).

Die meisten Modifikationen sind am C5-Atom beschrieben. Am haufigsten findet man
bei Wirbeltieren die N-Acetylneuraminsaure, N-Glykolylneuraminsdure und

Deaminoneuraminsaure (siehe Abbildung 2).

HO
COOH
HO
OH
OH O OH
N-Acetylneuraminsaure N-Glykolylneuraminsaure
HO
COOH
HO OH
4 0O OH
HO.
OH

Deaminoneuraminsaure

Abbildung 2: Die héaufigsten in Wirbeltieren vorkommenden Sialinsduren. N-Acetylneuraminséure
(Neu5Ac), N-Glykolylneuraminséure (Neu5Gc), Deaminoneuraminséure (KDN) (modifiziert nach Paul, et al.,
2018, CC BY-NC)

Eine Besonderheit beim Menschen ist, dass durch einen Gendefekt das Enzym
Cytidinmonophosphat-N-acetylneuraminsdure-hydroxylase (CMH) inaktiv ist, welches
Cytidinmonophosphat (CMP)-Neu5Ac in CMP-Neu5Gc umwandelt, so dass dieses
Neu5Gc im Menschen nicht gebildet wird. In malignen Tumorzellen und in embryonalen
Stammzellen konnte Neu5Gc aber nachgewiesen werden (Marquina, et al., 1996; Inoue
& Kitajima, 2010; Martin, Moutri, & Varki, 2005). Ebenfalls im gesunden humanen
Gewebe fand man Neu5Gc in geringen Mengen. Dies lasst vermuten, dass der Mensch
diese Mengen am ehesten durch die Nahrung, meist rotes Fleisch und Milch, zu sich
nimmt. Neu5Gc wird dann in manche Zellen aufgenommen und in die Zelloberflachen
anstelle von Neu5Ac eingebaut, da die Sialyltransferasen beide Sialinsauren als

Substrat verwenden kdénnen (Tangvoranuntakul, et al., 2003). Des Weiteren wurden
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Antikérper gegen das nichthumane Neu5Gc im Serum von Menschen gefunden. Diese
bezeichnet man als ,Xenoautoantikérper®: Das Antigen (Neu5Gc) stammt zwar von einer
anderen Art (=Xeno), lost aber, wegen dem Einbau in menschliche Zellen, eine
Antikdrperbildung gegen diese Zellen aus (=Autoantikérper). Man nimmt an, dass diese
Antikorper die Entstehung und das Fortschreiten von chronischen Krankheiten wie
Tumor- und Autoimmunerkrankungen sowie Atherosklerose beginstigen konnen (Varki
& Varki, 2007; Taylor, et al., 2010; Pham, et al., 2009). Die am bedeutsamste und am
meisten vertretene Sialinsdure in humanem Gewebe ist die Neu5Ac (Varki & Schauer,
Sialic Acids, 2009).

Neben der Modifikation am C5-Atom kénnen auch die Hydroxylgruppen in C4-, C7-, C8-
und C9-Paosition durch Acetylierung, in C8-Position durch Methylierung und Sulfatierung
und in C9-Position durch Lactoylierung und Phosphatierung substituiert werden (siehe
Abbildung 3).

R8—0 ,COOH
R9—
s >~0—R2=H
RS—HN or a-linked to
4 underlying glycans
R=H O—R4
or: 4
R5 R4,R7,R8,R9 | RS 7 R9
OH
5-hydroxyl [ CH3_ CH?’_('I:_%_
CH3—C_ CH3_C_ ‘ O-methyl ‘ OH O
g (||) 5 O-lactyl
N-acetyl O-acetyl I ?H
HOH;~C—C— | Ho—— HO—P—
y IR
N-glycolyl | O-sulfate | O-phosphate

Abbildung 3: Modifikationen durch zusétzliche Substitution der Hydroxylgruppen. Acetylierung,
Lactoylierung, Methylierung, Sulfatierung, Phosphatierung in C4-, C7-, C8 und C9-Position (modifiziert nach
Paul, et al., 2018, CC BY-NC)

Zudem kodnnen Sialinsauren unterschiedlich untereinander verknipft sein. Beschrieben
werden a2,8-, a2,9- sowie die alternierende Form a2,8/2,9 oder aber bei OligoSia auch
a2,4-, welche in Gangliosiden vorkommen, und «2,5-O-glykolyl-Verknipfungen in
Glykoproteinen (Sato, 2013; Janas & Janas, 2011).

Neben den Verknipfungsvarianten gibt es noch die Mdglichkeit verschieden lange

Sialinsaureketten zu synthetisieren. Man spricht von MonoSia bei einer Kettenlange von
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einem Molekul, DiSia bei einer Kettenldnge von zwei solcher Molekile und OligoSia bei
einer Kettenlange von drei bis sieben Molekillen. Ab einer Kettenlange von acht
Sialinsdure-Molekilen spricht man gewohnlich von Polysialinsaure (PolySia). Eine
Polysialylierung ist fir Neu5Ac, Neu5Gc und KDN beschrieben. Mit PolySia sind jedoch
meist die Homopolymere der Neu5Ac mit einer a2,8-Verknipfung gemeint (siehe
Abbildung 4).

Entdeckt und erforscht wurde ein solches Homopolymer zundchst in der
Bakterienzellwand des Bakteriums Escherichia coli K1 (E. coli) und wurde Colominsaure
genannt (Barry & Goebel, 1957; McGuire & Binkley, 1964). Seit der Entdeckung von dem
a2,8-verknlpften Sialinsaure-Polymer in Saugetieren spricht man von Polysialinsaure
(Finne, 1982).

Das reduzierende Ende der PolySia ist an ein N- oder O- Glykan geknipft. Die
Polymerisierung erfolgt am nicht-reduzierenden Ende, dabei kdnnen bis zu 400 Neu5Ac-
Molekiile synthetisiert werden (Sato, et al., 2011; Nakata & Troy, 2005).

nicht-reduzierendes Ende n reduzierendes Ende

Abbildung 4: Chemische Struktur der Polysialinsaure (PolySia). In Sdugetieren besteht die PolySia aus
a2,8-verknipfter N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) (Verknipfung rot dargestellt). Die a-Ketosdure mit

einem C9-Gerlst (C-Atome in griin nummeriert) tragt unter physiologischen Bedingungen ein Carboxylat-
lon (orange); R: N-Glykan oder O-Glykan (modifiziert nach Galuska, et al., 2017, CC BY)

Bei einem niedrigen pH-Wert kann es zwischen zwei benachbarten
Sialinsauremolekilen zu einer reversiblen Veresterung der Carboxylgruppe in C1-
Position mit einer Hydroxylgruppe am C9-Atom kommen. Hierdurch entsteht ein
sechsgliedriger Ring. Dieser Vorgang wird Laktonisierung genannt. Es kann bei a2,8-
und o2,9-verknipften PolySia-Ketten vorkommen und fihrt ebenfalls zu einer
Ausweitung der strukturellen Vielfalt von Sialinsduren (Lifely, Gilbert, & Moreno, 1981).
Besonders bei PolySia kommt es durch die Ringbildung zu einer Maskierung der
Carboxylgruppe und somit zur Herabsetzung der hydrophilen Eigenschaften des
Polymers. Der vorher anionische Charakter sinkt und der PolySia-Kette wird eine starre
Struktur verliehen (Azurmendi, et al., 2007). Da dieser Vorgang reversibel ist kann die

Gesamtanzahl der negativ geladenen Carboxylgruppen schnell reguliert werden. Die
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Kettenldange wird dabei nicht verandert. Eine weitere Besonderheit der Laktonisierung
ist, dass sie die Immunogenitat der PolySia signifikant senkt, dies wird als Mdglichkeit
fur den Einsatz bei der Entwicklung von Impfstoffen gesehen (Azurmendi, et al., 2007).
Wahrend z.B. eines Entziindungsgeschehens in vivo ist der pH-Wert ebenfalls im sauren
Bereich, was wiederum eine Laktonisierung der PolySia begunstigt (Azurmendi, et al.,
2007; Galuska S., 2013).

Die Carboxylgruppe von Neu5Ac in C1-Position verleiht den Sialinsduren mit einem pKa-
Wert von 2,6 und bei einem physiologischem pH-Wert eine negative Ladung, wodurch
die biochemischen Eigenschaften dieser Molekile stark gepréagt werden (Vimr, Kalivoda,
Deszo, & Steenbergen, 2004). Dadurch wird die Dichte der negativen Ladungen einer
Membran erhdht, der pH-Wert sinkt und das Membranpotential wird verandert (Janas &

Janas, 2011). Je langer die PolySia-Kette ist umso ausgepragter ist dieser Effekt.

1.1.2 Biosynthese der PolySia

PolySia wird am haufigsten als endstandige Kette an N- und O-Glykanen sowie an
Glykolipiden als Bestandteil von Zellmembranen gefunden (Tiralongo, 2013). Die
haufiger vorkommenden polysialylierten N-Glykane sind durch N-Glykosylierung
entstandene posttranslationale Modifikationen von Proteinen. Bei den N-Glykanen
werden Kohlenhydrate an den Amin-Anteil der Aminosaure Asparagin im Protein
gebunden. Im Gegensatz dazu findet bei O-Glykanen die Kohlenhydrat-Bindung unter
anderem an der Hydroxylgruppe der Aminosduren Serin und Threonin des Proteins statt.
Die glykosylierten Proteine oder Lipide werden auch Glykokonjugate genannt. Sie sind
als Strukturproteine oder mit einem Lipidanker in die Zellmembran eingebettet. Von
Zellen kénnen sie auch freigesetzt werden und erfillen verschiedenste essentielle
Funktionen wie Kommunikation und biologische Stabilitdt (Varki A., 1993). Die
Glykokonjugate kommen in allen Gewebearten vor.

Die Verknipfung von Neu5Ac-Monomeren zu PolySia an einem Glykokonjugat erfolgt
durch die Sialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV im Golgi-Apparat. Sialyltransferasen
sind Enzyme, welche, wie andere Glykosyltransferasen, Zuckermolekiile Ubertragen. Sie
sind Teil der Membran des Golgi-Apparates und arbeiten verkntpfungsspezifisch (Varki
& Schauer, Sialic Acids, 2009). Das Besondere an den Sialyltransferasen ST8Siall und
ST8SialV ist, dass nur diese biologischen Katalysatoren eine Sialinsdure-Kette von mehr
als acht o2,8-verknlpften Sialinsdure-Monomeren zu PolySia verbinden kdnnen
(Angata & Fukuda, 2003). Hierflr tragen nur diese beiden Sialyltransferasen eine

Polysialyltransferasedoméne (Nakata, Zhang, & FA, 2006). Die Bedeutsamkeit beider
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Enzyme wurde durch den letalen Phanotyp von ST8Siall und ST8SialV Knockout-
Mausen gezeigt. Da die Polysialylierung von Proteinen eine grol3e Rolle vor allem bei
der neuronalen Entwicklung spielt, sind bei Verlust der ST8Siall und ST8SialV, und
damit der Polysialylierung, schwerwiegende neurologische Defekte vor allem bis hin zum
Tod des Individuums beschrieben (Weinhold, et al., 2005; Galuska S., Geyer, Gerardy-
Schahn, Mihlenhoff, & Geyer, 2008; Rutishauser, 2008).

Um PolySia-tragende Glykokonjugate zu synthetisieren, bedarf es zunéchst der
Synthese von Sialinséduren. Diese findet in verschiedenen Zellkompartimenten statt
(siehe Abbildung 5). Zunachst wird im Zytosol durch die Glykolyse das
Ausgangssubstrat Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) bereitgestellt,
welches dann durch verschiedene enzymatische Schritte letztlich zum Neuraminsaure-
Molekil (Neu5Ac) weiterverarbeitet wird (Warren & Felsenfeld, 1962). Schlief3lich findet
im Zellkern die enzymatische Aktivierung des neu generierten Neu5Ac-Molekils mit dem
Nukleotid Cytidinmonophosphat (CMP) statt. Die Aktivierung ist nétig damit Neu5Ac auf
die Glykokonjugate tbertragen werden kann (Galuska S., 2013; Varki & Schauer, 2009).
Lediglich bei Sialinsauren findet diese Aktivierung im Zellkern statt, bei anderen
Kohlenhydraten passiert dies im Zytosol. Gleichzeitig wirkt das CMP-Neu5Ac als
negativer Feedback-Mechanismus auf die UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase
(GNE/MNK), so dass weniger N-Acetylmannosamin (ManNAc) synthetisiert werden
kann (Kornfeld, Kornfeld, Neufeld, & O'Brien, 1964; Varki & Schauer, Sialic Acids, 2009).

EZR
1ZR % \
& % ‘5
- & c
\ ‘ ""‘”-s,'a,mséu
fa_rra
UDP-GIcNAc nﬂpur’sr =) C:JC_:] %
G [Tkt N
\ A ——— cMP-Neushc
ManNAc Fewﬁ:l‘ff:”‘l‘:t—7—*—_’_7_7_7__

\“ — / \
NeubAc \
ManNAc-6P Zellkern

\ NeuS5Ac
NeushotP
.p- Enzyme der Glykolyse

‘ GNE/MNK = UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase (bifunktionelles Enzym)
'Polysialyliertes Glykokonjugat

NANS = NeuSAc-9-Phosphat-Synthase _w» CMP-Neu5Ac Synthetase

. IZR = Intrazellularraum
NANP = N-Acetylneuraminat-8-Phosphatase & sialyltransferasen (ST8Siall oder ST8SialV) EZR = Extrazellularraum

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Biosynthese von PolySia. Erlauterung siehe Text.
(Grafik mit Hilfe von ©Matifolio erstellt)
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Danach erfolgt durch einen CMP-Sialinsaure-Transporter die Ubergabe an den Golgi-
Apparat, wo zunachst die Substitutionen der Hydroxylgruppen durch die entsprechenden
Enzyme erfolgen koénnen. Zuletzt findet ebenfalls im Golgi-Apparat durch die
Sialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV die Polysialylierung am nicht-reduzierenden
Ende der wachsenden Glykoprotein- oder Glykolipidkette statt. Die Glykokonjugate
werden anschlieBend unter anderem durch Exozytose in die Zellmembran eingebaut
und bilden wegen dem hohen Kohlenhydratanteil die Glykokalix der Zelle.

Der physiologische Abbau polysialylierter Proteine und Lipide bei Saugetieren ist noch
nicht ausreichend erforscht. Vier sialinsdure-abbauende Enzyme sind bislang bekannt
(Neuraminidase 1-4; NEU1-4). Die aktuelle Datenlage zeigt, dass die Neuraminidase 4
(NEU4) am Abbau der polysialylierten Proteine und Lipide vorrangig involviert ist
(Takahashi, et al., 2012). Auch die Neuraminidase 1 (NEU1) ist in der Lage «2,8-
verknipfte Neu5Ac-Polymere abzubauen. Defekte der NEU1 fihren zu
Speichererkrankungen auf lysosomaler Ebene, sog. Sialidosen oder Galactosialidosen
genannt. Diese werden wiederum mit Neuroinflammation und Neurodegeneration in
Verbindung gebracht. Ein fehlerhafter Auf- und Abbau der PolySia fiihre zudem zu
psychiatrischen Krankheiten wie Schizophrenie, Bipolaren Stérungen oder zu Autismus-

Spektrum-Erkrankungen (Pshezhetsky & Ashmarina, 2018).
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1.1.3 Vielfalt der biologischen Funktion von Sialinsduren und PolySia bei

Séaugetieren

GPI anchored Glycoprotein
£ N — 2 o losely associated glycoprotein

(e.g. glycodelin S)

memrne
Legend glycoprotein
Sialic Acid
Galactose
GalNAc
Glucose  “.*
GlcNAc
Mannose
Xylose
Fucose
Glucosamine
Glucuronic acid %,
Iduronic acid

10000000000 HOOPOE

© > @ » " W OO0 ¢

=, Polypeptide
© Phospholipid

000000Q000000Q

Beta Defensin 126

O
-/ ®0Glycosphingolipid ggGanglic'side
~10 nm

oga Phosphatidylinositol membrane Glycocalyx
Cholesterol

Abbildung 6: Ausschnitt aus einer Spermienmembran. Dargestellt sind Glykane und Glykokonjugate der
Glykokalix eines Spermiums. Monosaccharide mit farbigen Symbolen gekennzeichnet, siehe Legende links.
Proteine und Phospholipide sind grau, Cholesterol in gelb und Lipide der Glykosphingolipide in orange
gezeichnet. (Abbildung aus Tecle & Gagneux, 2015, CC-BY-NC-ND 4.0)

Die durch glykosylierte Proteine und Lipide gebildete kohlenhydratreiche Hulle an der
Zelloberflache wird Glykokalix bezeichnet. Sie ist meist um ein Vielfaches groRRer als die
Doppellipidschicht der Zellmembran selbst. Sie besteht neben der PolySia auch aus
anderen Poly- und Oligosacchariden und kommt sowohl bei eukaryotischen als auch bei
prokaryotischen Zellen vor.

Betrachtet man die Glykokonjugate in Abbildung 6 so fallt auf, dass die Sialinsaure das
haufigste endstandige Kohlenhydrat ist. Exemplarisch sieht man auch ein polysialyliertes
N-Glykan.

Zu den Glykolipiden zahlen auch die Ganglioside, welche vor allem im Gehirn von
Saugetieren vorkommen. Sie sind essentiell fur die Myelinisierung, Neuritogenese,
synaptische Plastizitat und Ubertragung von Nervenimpulsen. Die Ganglioside tragen
ca. 65% aller Sialinsauren des Gehirns von Saugetieren, was wiederum die besondere

Stellung von Sialinsduren im Nervensystem betont (Pshezhetsky & Ashmarina, 2018).



EINLEITUNG

1.1.3.1 Sialinsauren

Durch die endstandige Lage der Sialinsauren auf Glykoproteinen und Glykolipiden sind
sie wesentlich an Interaktionen sowohl zwischen Zellen untereinander, ob fremd oder
eigene, als auch zwischen Zellen und der extrazelluldren Matrix beteiligt. Sie sind somit
das erste Bindeglied der Zelle vor jeglichen Zell-Kontakten. Sie dienen neben der
Kommunikation auch als Schutz vor dem Eindringen von Pathogenen. Manche dieser
Mikroorganismen (Viren, Bakterien und Protozoen) haben gelernt diesen Schutz zu
umgehen und fur sich zu nutzen. Zudem haben sie die Moéglichkeit entwickelt Lektine,
Proteine, die Sialinsauren erkennen konnen, zu exprimieren. Lektine konnen
membranstandig oder auch Islich sein. Mit deren Hilfe werden die Zellen gebunden und
das Eindringen in die Wirtszelle wird erleichtert (Angata & Varki, 2002). Gut bekannt und
untersucht ist dies z.B. beim Hamagglutinin des Influenza A Virus. Durch das
Hamagglutinin bindet das Virus an die Wirtszelle, schlieBlich sorgt die viruseigene
Neuraminidase fir die Spaltung der Sialinsdure und das Virus kann in die Zelle
eindringen (Suzukui, et al.,, 2000). Die jahrliche Impfung gegen Influenza A ist ein
Neuraminidase-Hemmstoff, die das Ziel hat die Invasion der Wirtszelle durch das Virus
zu verhindern. Weitere Mikroorganismen bzw. deren schadigende Faktoren, die die
Sialinsauren erkennen und fir sich nutzen, sind das Cholera-Toxin (Richards, Moss,
Alving, Fishman, & Brady, 1979), sowie die Toxine von Clostridium tetani (MacKenzie,
Hirama, Lee, Altman, & Young, 1997) und Clostridium botulinum (Y., Kozaki,
Sakaguchi, lwamori, & Nagai, 1986) und auch der Malaria auslésende Plasmodium
falciparum (Orlandi, Klotz, & Haynes, 1992), nur um einige zu nennen.

Neben den Lektinen von Mikroorganismen gibt es auch in Wirbeltieren produzierte
Sialinsaure-erkennende Proteine. Die meisten trifft man im Zusammenhang mit dem
Immunsystem. Zu nennen sind hier zum einen der Komplement Faktor H (Ram, et al.,
1998). Dieser schutzt durch die Bindung an Sialinsauren eigene Zellen vor einem Angriff
durch das eigene Immunsystem (Angata & Varki, 2002). Zum anderen sind Selektine
zu erwahnen (Bevilacqua, et al., 1991), die als Zellmembranbestandteile von
Leukozyten, aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen bei der Wanderung der
Leukozyten zum Ort eines Entziindungsgeschehens, beteiligt sind (Angata & Varki,
2002). Zuletzt sind die Siglecs (= Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins) als
wichtige Sialinsaure-bindende Proteine anzufiihren (Crocker, et al., 1998). Diese sind
Rezeptoren auf Zellen des Immunsystems, z.B. Makrophagen, B-Lymphozyten,
Monozyten, natlrliche Killerzellen und Granulozyten, aber auch auf Oligodendroglia und
Schwannschen Zellen. Der extrazellulare Teil dieser Rezeptoren bindet an die

Sialinsduren und gibt meist ein inhibitorisches Signal an die Zelle weiter, womit die
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Immunantwort gebremst werden kann (Crocker & Varki, 2001; Bornhofft & Galuska,
2019; Bornhofft, Goldhammer, Rebl, & Galuska, 2018).

Das Vorkommen der Sialinsauren auf der Membran von diversen Zellen, die zu einer
Immunantwort beitragen, spiegelt die Wichtigkeit dieser Molekile wieder. Sie nehmen
Anteil an der Kommunikation der Immunzellen untereinander, an der Signallbertragung
in das Zellinnere und auch bei der daraus resultierenden Rekrutierung weiterer

Immunzellen und letztlich einer Immunantwort.

1.1.3.2 Polysialinsaure

Besonders die PolySia greift bei einer Kontaktaufnahme zwischen zwei Zellen ein, indem
es durch ihre polyanionische Eigenschaft sowohl homophile Interaktionen, zwischen
zwei gleichen Tragerproteinen, oder heterophile Interaktionen, zwischen PolySia-
tragenden und Nicht-PolySia-tragenden Proteinen, beeinflussen kann. Im Allgemeinen
kann man sagen, dass der Interzellularspalt vergrof3ert wird und somit die Zell-Zell- oder
Zelle-EZM (Extrazellulare Matrix)-Interaktionen, Zell-Adhasion und auch die Zell-
Migration beeinflusst werden. (Schnaar, Gerardy-Schahn, & Hildebrandt, 2014; Yang,
Major, & Rutishauser, 1994; Johnson, Fujimoto, U., & D.E, 2005) (siehe Abbildung 7).
Aufgrund dieser physikalisch-chemischen Eigenschaften von PolySia ist es Zellen
mdglich sich aus einem Zellverband leichter zu I6sen. Durch diese Option ist es nicht
verwunderlich, dass PolySia auch in einigen Tumoren (z.B. Neuroblastom, Wilms
Tumor, kleinzelliges Lungenkarzinom) vertreten ist und dabei besonders bei der
Metastasierung eine Rolle spielt (Sato & Kitajima, 2011).

Die Eigenschaft den Interzellularspalt zu vergréRern erklart man sich wie folgt: unter
physiologischen Bedingungen und neutralem pH-Wert liegt die Carboxygruppe am C1-
Ende jeder Sialinsaureeinheit deprotoniert vor. Dadurch weist die PolySia eine negative
Ladung sowie auch eine hohe Kapazitat fur die Bindung von Wasser auf (Yang, Major,
& Rutishauser, 1994; Johnson, Fujimoto, U., & D.E, 2005; Rutishauser, 2008; Busch,
2016). Diese Disposition kann durch die Kettenlange verstarkt werden und beeinflusst
die Adhasionskréafte zwischen den Zellen indem sich zwei benachbarte Zellen mit
PolySia-tragenden Proteinen durch die negative Ladung abstoRen und so weiter
voneinander entfernen. Es entsteht eine Dynamik zwischen den Zell-Zell-Kontakten
(Gascon, Vutskits, & Kiss, 2007). Der Interzellularspalt verbreitert sich, so dass durch
das leichtere Losen aus dem Zellverband auch eine Zell-Migration ermdglicht wird.

Dieser antiadhédsive Effekt wird als die wichtigste Funktion von polysialylierten

Zellmembranproteinen gesehen (Sato & Kitajima, 2011).

10



EINLEITUNG

intrazellular R TR T T T LXK AL
COOOEOONNS . A
A extrazellular + PolySia b
b \ .
8 t
t a
a n
3 d
d - PolySia
B
A %
OOOXX XL XK EY
RMIABOOCOCEFERAEREE R XXX X
Xy
Membranprotein { PolySia O Negative Ladung der Y11 Zellmembran Signaltransduktion @ Keine oder veranderte
PolySia Signaltransduktion

Abbildung 7: Antiadhé&siver Effekt von Polysialinsdure auf den Zell-Zell-Kontakt (vereinfachte
Darstellung). Links: Kontakt zweier gleicher Zellmembranproteine (homophile Interaktion) ohne
Polysialylierung fihrt zu einer Signaltransduktion in der Zelle (gelber Blitz). Rechts: homophile Interaktion
mit Polysialylierung beider Zellmembranproteine fihrt zu keiner oder einer verénderten Signaltransduktion.
Die Zellmembranen stof3en sich durch die hohe negative Ladung der PolySia (lila Wolke) ab. Der Abstand
zwischen den Zellen vergrofRert sich (Abstand A (ohne PolySia) < Abstand B (mit PolySia)). Grafik mit Hilfe
von ©Motifolio erstellt.

Abgesehen von der antiadhasiven Wirkung von PolySia wird auch eine ,anziehende
Wirkung® beschrieben (Sato, 2017).

Damit ist die Bindung von verschiedenen Biomolekilen wie z.B. Neurotrophine
(Nervenwachstumsfaktoren), Wachstumsfaktoren und Neurotransmitter an PolySia
gemeint (Sato & Kitajima, 2011; Kanato, K., & Sato, 2008). Besonders das brain derived
neurotrophic factor (BDNF) ist haufig Gegenstand der Forschung. Kanato, et al. haben
2008 gezeigt, das BDNF direkt an PolySia bindet und diese Bindung
kettenlangenabhangig ist. Es ist eine PolySia-Kette von 12 Neu5Ac-Molekilen fir die
Bindung notwendig. Nicht nur BDNF sondern auch der Wachstumsfaktor fibroblast
growth factor 2 (FGF2) (Ono, Hane, Kitajima, & Sato, 2012) und der Neurotransmitter
Dopamin (Isomura, Kitajima, & Sato, 2011) binden direkt an PolySia. Dabei wirkt PolySia
als eine Art Speicher fir diese Molekiile und regelt Gberdies die lokale Konzentration der
Stoffe, greift so in die Signalwege von Zellen ein und verstarkt oder hemmt diese (Colley,
Kitajima, & Sato, 2014). Die Freisetzung aus dem Reservoir erfolgt dann durch
unterschiedliche Mechanismen, welche auch durch PolySia gelenkt werden, indem
diese durch Sialidasen abgebaut wird (Sato, 2017) (siehe Abbildung 8).

11
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Abbildung 8: Adhésiver Effekt von Polysialinsdure (PolySia). Signalmolekille (Neurotrophine,
Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter), als blaue Kreise dargestellt, werden von PolySia (durchgehend lila)
direkt gebunden und als gespeicherte Molekiile zun&chst gehalten. Signalmolekiile kdnnen so nicht an den
dazugehérigen Rezeptor binden. Wenn PolySia von Sialidasen (pink) abgebaut wird (gestrichelt lila), werden
die Signalmolekule aus dem Speicher entlassen und kénnen an den entsprechenden Rezeptor binden und
S0 zu einer Signaltransduktion flhren (gelber Blitz). Angelehnt an Sato, et al., 2013. Grafik mit Hilfe von
©Motifolio erstellt.

Neben den Botenstoffen vermag es PolySia auch mit lonenkanalen oder ihren
Untereinheiten zu interagieren (siehe Abbildung 9). Beschrieben sind solche
Interaktionen fur den a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-I1soazolepropionacid (AMPA) —
Rezeptor und den N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) — Rezeptor im neuronalen Gewebe. In
diesem Fall werden die Offnungszeiten der verschiedenen Kanéle durch die Interaktion
mit PolySia beeinflusst (Vaithianathan, et al., 2004; Hammond, et al., 2006; Sato &
Kitajima, 2013).

12
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Abbildung 9: Beeinflussung des lonentransports durch Polysialinsdure (PolySia) am Beispiel des
Calcium-lonenkanals a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoazolepropionacid (AMPA). Links im Bild wird

der lonenkanal durch PolySia blockiert, so dass Calcium (Ca2+) nicht nach intrazellular gelangen kann.
Rechts im Bild stort die PolySia den lonenkanal nicht. Auf diese Weise hat PolySia die Mdglichkeit die
Signalwege in der Zelle zu beeinflussen (gelber Blitz). Angelehnt an Sato, et al., 2013. Grafik mit Hilfe von
©Motifolio erstellt.

Es ist unverkennbar, dass je nach Kettenlange der PolySia sowohl die adhasive als auch
die antiadhasive Wirkung jeweils verstarkt werden kénnen.

Abbildung 10 zeigt die Bedeutung der Kettenlédnge beispielhaft fir das Neurale
Zelladhasionsmolekiils (neural cell adhesion molecule = NCAM). Eine Kettenlange von

60 Neu5Ac-Einheiten Uberragt das Tragerprotein eindricklich.

% DP 60

b} !

Abbildung 10: Polysialyliertes neural cell adhesion molecule (NCAM) mit unterschiedlich langen
Kettenlangen im 3D-Modell. DP = degree of polymerisation (= Kettenlange), Polysialinséure ist lila
dargestellt. (Abbildung aus Galuska, Litteke, & Galuska, 2017, CC-BY)

13
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1.1.4 Tragerproteine von PolySia, Physiologie und Pathophysiologie

Man kennt in Saugern bislang neun PolySia-Trager (siehe Abbildung 11). Anhand der
Funktion dieser Proteine kann man somit auch die Mannigfaltigkeit der PolySia besser
nachvollziehen. Eines der erstentdeckten polysialylierten Proteine, ist die a-
Untereinheit eines spannungsabh&ngigen Natriumkanals, welches im adulten
Rattenhirn gefunden wurde (Zuber, Lackie, Catterall, & Roth, 1992).
Spannungsabhangige Natriumkandle sind maRgeblich an der Aufrechterhaltung des
Ruhemembranpotentials von Zellen beteiligt, somit auch bei der Signalubertragung an

Nervenzellen.

NCAM
ST8SialV SynCAM-1
E-Selektin Ligand-1
CD36
spannungsabh.
Na-Kanal | ST8Siall Neuropilin-2 CCR7
1983 1992 1996 1998 2003 2007 2010 2016
Zeit

Abbildung 11: PolySia-Tréagerproteine bei Saugetieren. Chronologisch nach dem Jahr der Entdeckung
geordnet.

Es liegt also nahe, dass PolySia durch die Modifizierung des Natriumkanals es auch
vermag die Leitfahigkeit dessen und folglich die Signaliibertragung zu beeinflussen. Das
die Leitfahigkeit von, mit Neuraminidase behandelten, Natrium-Kanalen aus Ratenhirn
reduziert wird, geht aus den Versuchen von Scheuer, et al. 1988 hervor. Eine Rolle kann
das z.B. bei Epilepsien spielen, wo es zu einer spontanen und GbermaRigen synchronen
Entladung von mehreren Nervenzellen der Hirnrinde kommt. Weitere Daten zur ndheren

Beschreibung der Polysialylierungseigenschaften dieses Proteins fehlen noch.

Mitte bzw. Ende der 90er Jahre wurde die Autopolysialylierung der
Sialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV in vitro von Muhlenhoff, et al., 1996 und
Close, et al., 1998 beschrieben. Die Autopolysialylierung scheint die Wirkkraft bzw. den
Grad der Polysialylierung des Neuralen Zelladhasionsmolekuls zu beeinflussen (Close,
Tao, & Colley, 2000; Close, et al., 2001). 2013 wurde erstmals die polysialylierte Form
von ST8Siall in vivo nachgewiesen (Simon, et al., 2013). Ausgedehntere Experimente

diesbezlglich sind bislang noch nicht vorhanden.

14
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CD (= cluster of differentiation) 36 ein Zelloberflachenantigen, welches in seiner
[6slichen Form in der Muttermilch von Menschen und Maus vorkommt, wurde ebenfalls
als polysialyliert beschrieben. Dieses polysialyliertes Eiweil3 konnte wahrend der
gesamten Laktationszeit nachgewiesen werden. Die hdchsten Konzentrationen wurden
aber im ersten Monat nach der Geburt detektiert (Yabe, Sato, Matsuda, & Kitajima,
2003). Man kann vermuten, dass dies zum Nestschutz des Neugeborenen beitragt und
das polysialyliertes CD36 somit auch an der Entwicklung des Immunsystems beteiligt
ist. Dadurch, dass PolySia im Gehirn von Neugeborenen nachzuweisen ist und die
Konzentration erst im adulten Hirn abnimmt, kann man auch annehmen, dass PolySia
als Nahrstoff in der Muttermilch eine wichtige Rolle in der Ausbildung des
Nervensystems innehat, zumal Neugeborene sich vorerst nur von Muttermilch ernahren.
Das die Sialinsauren fir die Entwicklung des zentralen Nervensystems von groRRer
Bedeutung sind, konnte bereits in Versuchen mit Ferkeln deutlich gemacht werden.
Durch die Zugabe von Sialinsduren in die Milchnahrung hat sich die im Gehirn
vorkommende Konzentration an Sialinsauren erhéht. Damit war auch die Expression von
zwei Genen, die das Lernen und das Gedachtnis betreffen, gesteigert (Wang, 2009).
Wenn man die hohe Geschwindigkeit der Hirnentwicklung bei Neugeborenen und
besonders bei Frihgeborenen berilcksichtigt, ist es klar, dass hierfir ein steigender
Bedarf an Nahrstoffen besteht. Gegebenenfalls sind Sialinsauren bzw. PolySia eine gute

Moglichkeit diesen Bedarf zu decken.

Das polysialylierte Neuropilin-2 ist ein Membranprotein auf gereiften dendritischen
Zellen (Curreli, Arany, Gerardy-Schahn, Mann, & Stamatos, 2007), Makrophagen und
Mikroglia (Werneburg, Muhlenhoff, Stangel, & H., 2015; Stamatos, et al., 2014). Diese
Zellen sind antigenprasentierende Zellen und leiten nach Kontakt mit einem Pathogen
eine spezifische Immunantwort ein, indem sie das zu prasentierende Antigen den Zellen
des spezifischen Immunsystems (B- oder T-Lymphozyten) zeigen. Bei den dendritischen
Zellen z.B. erfolgt die Antigenprasentation im Lymphknoten. Um dorthin zu gelangen,
folgen die Zellen einem Konzentrationsgradienten des Chemokins CCL21. Dies wird
Chemotaxis genannt. Polysialyliertes Neuropilin-2 auf gereiften dendritischen Zellen ist
der Trager des Chemokins CCL21 (Rey-Gallardo, et al., 2010). Im Lymphknoten
angekommen moduliert das polysialylierte Neuropilin-2 die Interaktion zwischen dem T-
Lymphozyten und der dendritischen Zelle (Curreli, Arany, Gerardy-Schahn, Mann, &
Stamatos, 2007).

Der zum Chemokin CCL21 dazugehdrige Rezeptor CCR7 scheint ebenfalls polysialyliert
zu sein (Kiermaier, et al., 2016). Durch diese Rolle der PolySia an der Chemotaxis der
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dendritischen Zellen zu den Lymphknoten ist sie mal3gebend an der Generierung einer

Immunantwort beteiligt.

Das synaptische Zelladhasionsmolekil SynCAM-1 wurde von Galuska, et al., 2010
als weiteres polysialyliertes Molekdl im postnatalen Mausehirn identifiziert. Das
polysialylierte SynCAM-1 ist ein Membranprotein auf Polydendrozyten, auch NG2-Zellen
genannt. Der Anteil der NG2-Gliazellen betragt etwa 5-10 % aller Zellen im Gehirn. Das
Besondere an diesen Zellen ist, dass ein Grof3teil davon auch im erwachsenen Gehirn
noch teilungsaktiv ist und so das Potential behélt sich nach einer ZNS-Verletzung in
Oligodendrozyten oder Astrozyten differenzieren zu kénnen (Steinh&user & Dietrisch,
2015). Das polysialylierte SynCAM-1 scheint eine wichtige Funktion bei Zell-Zell-
Interaktionen wahrend der Entwicklung des ZNS im Méausehirn im Speziellen bei der
Einbindung der NG2-Zellen in das neuronale Netzwerk zu haben (Galuska, et al., 2010).
Diese Zellen sind in der Lage spezielle Synapsen zwischen sich selbst und Neuronen
zu bilden (Nishiyama, et al., 2009). Es wird vermutet, dass das polysialylierte SynCAM-

1 die Ausbildung dieser speziellen Synapsen mit moduliert.

2016 ist ein weiterer PolySia-Trager identifiziert worden, das E-Selektin Ligand 1, ein
Oberflachenprotein, welches an der Zelladh&sion von Neutrophilen Granulozyten und
dem Endothel beteiligt ist, somit auch einen Teil der Immunreaktion darstellt (Werneburg,
et al.,, 2016). Auch hier spielt die u.a. durch PolySia ermdglichte Wanderung der

Granulozyten zum Entziindungsherd wahrscheinlich eine Rolle.

Das bisher am besten und am friihesten untersuchte polysialylierte Molekil ist NCAM
(neural cell adhesion molecule) (Finne, Finne, Deagostini-Bazin, & Goridis, 1983;
Rutishauser, 2008) (siehe Abbildung 12). Es ist wie auch SynCAM-1 und E-Selektin
Ligand 1, ein Zelladhasionsmolekdl.

Das NCAM liegt besonders wahrend der Entwicklung des Nervensystems polysialyliert
vor. Entfernt man die PolySia mittels Endosialidasen, wird die Zellmigration sowohl von
Neuronen als auch von Gliazellen wéhrend der Entwicklungsphase und das
Axonwachstum im jungen und adulten Organismus verandert. Daraus kann gefolgert
werden, dass polysialyliertes NCAM an der Ausbildung des Nervensystems und auch
bei der Regeneration von Nerven nach einer Lasion mal3gebend beteiligt ist (Kleene &
Schachner, 2004). Des Weiteren wurde polysialyliertem NCAM auch eine Rolle in der
neuronalen Plastizitat bzw. wahrend der Bildung des Langzeitgedachtnisses

zugeschrieben (Kleene & Schachner, 2004). Im Hippocampus des adulten Hirns, der
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Teil des Gehirns, welcher die Gedachtnisfunktion beherbergt, ist polysialyliertes NCAM

weiterhin vertreten (Gascon, Vutskits, & Kiss, 2007).

A Ig1 B N-Glycosylation site
S5and 6
Ig 2
e
Ig 4

Ig5

FN1

FN 2

Abbildung 12: Neural cell adhesion molecule (NCAM). (A) Schematische Darstellung eines
polysialylierten NCAM. Alle drei Isoformen des NCAM bestehen aus zwei Fibronektin (FN)- und funf
Immunglobulin (Ig)- Doménen. Es gibt sechs N-Glykosylierungsstellen (grine Dreiecke), wovon nur die
Stellen 5 und 6 polysialyliert (orange Kreise) werden. (B) Dargestellt ist ein 3D-Modell des NCAM. (Abbildung
aus Galuska, Litteke, & Galuska, 2017, CC-BY).

Ebenso findet man das Glykokonjugat auch noch in den hypothalamischen
Kerngebieten und im olfaktorischen System (Kanato, K., & Sato, 2008; Theodosis,
G., & Poulain, 1991; Seki & Y., 1991; Miragall, Kadmon, Husmann, & Schachner, 1988).
Ergadnzend ist PolySia-NCAM auch Gegenstand der Forschung bei psychiatrischen
Erkrankungen und somit mutmaflich auch bei hdheren kognitiven Funktionen beteiligt
(Gascon, Vutskits, & Kiss, 2007).

Drei Hauptisoformen von NCAM sind bekannt, die sich in ihrem Molekulargewicht
unterscheiden: es sind Membranproteine mit ca. 120, 140 und 180 kDa. NCAM kommt
auch in einer l6slichen Form (NCAM-110) vor. Alle Isoformen kdnnen polysialyliert sein.
Das polysialylierte NCAM kommt nicht nur auf neuronalen Zellen vor, obwohl diese
bisher am besten untersucht wurden. In unserer Arbeitsgruppe konnten weitere
Vorkommen von PolySia-NCAM identifiziert werden.

2013 haben Simon, et al. und Baumner beschrieben, dass NCAM-140 und auch die
Sialyltransferase ST8Siall polysialyliert postakrosomal auf Saugerspermien (bovin,
murin und human) und in Epididymosomen (extrazellulare Mikrovesikel im
Nebenhodengang) vorkommen. 2014 beschétftigte sich Hansch mit dem Nachweis von
PolySia-NCAM im Hoden von Rehbdécken. Hier wurde die Lokalisation von PolySia-

NCAM wahrend des Reproduktionszyklus des Rehbocks, welcher eine saisonale
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Rhythmik zeigt, genauer charakterisiert. Anhand der Daten wurde postuliert, dass
PolySia aufgrund des hochsten Expressionslevels wahrend der immer wiederkehrenden
Aktivierung und Deaktivierung der Spermatogenese malgelblich an der
morphologischen Umstrukturierung des Keimepithels beteiligt ist.

Wie Moller, et al. 1991 bereits sialyliertes NCAM in Gonaden von Mausen nachweisen
konnte, gelang es ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe polysialyliertes NCAM-140 in
Ovarien von Katzen nachzuweisen und die Funktion genauer zu charakterisieren. Es
wurde festgestellt, dass PolySia-NCAM-140 nur in der Granulosazellschicht von bereits
atretischen Follikeln exprimiert wird. Ein Verlust an PolySia fihrt zu einer Hemmung der
Apoptose der Follikel und greift somit in den Zyklus ein (Kése, et al., 2015).

Auch im Lungengewebe konnte PolySia detektiert werden. 1994 konnten Lackie et al.
zeigen, dass polysialyliertes NCAM auf Epithelzellen von embryonalem
Lungengewebe vorkommt. In unserer Arbeitsgruppe konnten Ulm et al. 2013 wiederum
darlegen, dass auch adultes Lungengewebe polysialyliertes NCAM-140 enthalt. Der
Nachweis gelang mittels Immunhistologie auf peripheren Immunzellen, alveolaren
Epithelzellen und vor allem auf bronchialen Epithelzellen (Ulm, et al., 2013). Desweiteren
konnte auch PolySia-NCAM im Lungengewebe von COPD- sowie IPF-Patienten
detektiert werden, so dass eine Polysialylierung in der Pathophysiologie der Lunge
ebenfalls eine Rolle spielen kann (Miiller, 2013; Ulm, et al., 2013).

Dabei wurde nicht nur die NCAM-140 Isoform sondern auch eine kleinere sekretierte
Variante des NCAM (NCAM-110) nachgewiesen, welches vermutlich auf eine
Stimulierung durch IL-11 (erhdht bei COPD-Patienten) oder LPS (Lipopolysaccharid) hin
durch ectodomain shedding mittels einer Metalloproteinase freigesetzt wird (Ulm, et al.,
2013).

Im Zusammenhang mit der Arbeit von Ulm, et al. und in Kooperation mit Saffarzadeh, et
al., (2012) konnte in Zellkulturversuchen mit Alveolarepithelzellen der Lunge eine weitere
Eigenschaft von PolySia erkannt werden: PolySia bindet extrazellulare Histone und

vermag es deren Zytotoxizitdt gegeniber Zellen signifikant zu reduzieren.

1.2 HISTONE UND NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAP (NET)

1.2.1 Aufbau und Funktion von Histonen

Histone wurden bereits von Albrecht Kossel 1884 entdeckt (Doenecke, et al., 1984). Sie
sind DNA-bindende Proteine mit einem hohen Gehalt an den basischen Aminoséuren

Lysin, Arginin und Histidin, welche den Molekulen eine positive Ladung verleihen.
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Dadurch sind Histone anziehend fiir negativ geladene Substanzen. Es sind flnf
Histonproteine, die in humanen Zellen vorkommen, bekannt: H1, H2A, H2B, H3 und H4.
Sie sind mal3gebend bei der Faltung des langen DNA-Strangs zu einer kompakten Form
beteiligt und bilden mit der DNA das sog. Nukleosom. Dieses besteht aus den
verschiedenen Histonproteinen (H2A, H2B, H3 und H4) und die darum gewundene DNA
(siehe Abbildung 13). Die Histone H2A und H2B sowie H3 und H4 bilden ein Dimer,
zwei Dimere tetramerisieren und schlie3lich verbinden sich die zwei Tetramere zu einem
Oktamer.

Durch die positive Ladung der Histone ist eine feste Bindung an die stark negativ
geladene DNA moglich. Letztlich wird ein Histonoktamer gebildet, um welches 146-147
Basenpaare gewunden sind. Das Histon H1 ist zwar nicht an der Bildung des
Nukleosomen-Komplexes beteiligt, wird aber fiir die Stabilisierung dessen bendétigt. Sie
liegt als Verbindungsstick wie auch die linker-DNA als sog. linker-Histon zwischen den
Nukleosomen (Montenarh & Loffler, 2007).

) ~
H3 =\ S *x Complete Histone With
P &
N 77 8

)
Histone éctamer
Tetramer

Abbildung 13: Histone. (A) Dimerisierung der Histonproteine zu einem Tetramer und schlieR3lich zum
Oktamer. (B) Schematische Darstellung eines Nukleosom-Komplexes aus Histonoktamer und der darum
gewundenen DNA. (Modifiziert nach https://de.wikipedia.org/wiki, Richard Wheeler, CC-BY-SA)

Aufgrund ihrer Bindung an die DNA sind sie auch an der Regulierung der Transkription,
Replikation und DNA-Reparatur beteiligt. Das Chromatin wird aufgelockert, indem die

Histone posttranslational modifiziert werden (Citrullinierung, Acetylierung, Methylierung,
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Phosphorylierung, Ubiquitinylierung, Biotinylierung, Sumoylierung). Aufgrund der
Modifikationen nimmt die Starke der Bindung zwischen DNA und Histon ab und ein
besserer Zugang zur DNA wird gewahrt, so dass die entsprechenden Enzyme fir

Transkription, Replikation oder Reparatur binden kénnen (Zentner & Henikoff, 2013).

1.2.2 Extrazellulare Histone

Neben der oben beschriebenen Funktion ist eine weitere Aufgabe der Histonproteine
bekannt. Als eine Art antimikrobielles Peptid, welches in den Extrazellularraum gelangt,
fungiert es als Teil des angeborenen Immunsystems (Kawasaki & lwamuro, 2008; Rose,
etal., 1998; Miller, Abrams, Dorfman, & Klein, 1942). Antimikrobielle Peptide sind aktuell
vielsprechender Gegenstand der Forschung, sie werden u.a. als Biozide untersucht und
als Ersatz oder Ergdnzung flr Antibiotika bei multiresistenten Erregern diskutiert
(Laverty, Gorman, & Gilmore, 2011; Hancock & Patrzykat, 2002).

Durch unterschiedliche Stimuli, wie eine Entziindung durch Mikroorganismen sowie
auch sterile Entziindungsvorgénge wie Traumata, Hypoxie und
Autoimmunerkrankungen, kdnnen Histone freigesetzt werden (Chen, Kang, Fan, &
Tang, 2014; Silk, Zhao, Weng, & Ma, 2017). Es werden drei verschiedene Formen
beschrieben, wie Histone im extrazellularen Raum vorkommen: zum einen frei, zum
anderen an die DNA gebunden als Nukleosom-Komplex und zuletzt als Bestandteil
von neutrophil extracellular traps (NETSs) (Silk, Zhao, Weng, & Ma, 2017). Damit ist
die Sekretion einer fadenartigen Matrix aus DNA-Komponenten hauptsachlich Histonen,
und weiteren antimikrobiellen Peptiden aus den Granula der Neutrophilen gemeint
(Brinkmann, et al., 2004; Fuchs, et al., 2007). Neben der Nekrose und Apoptose von
Gewebe bzw. Tod von Zellen ist die NETose ein weiterer Mechanismus fur die
Freisetzung von Histonen in den Extrazellularraum. Die freiwerdenden Histone
bewahren die DNA vor einem friihzeitigen Abbau (Allam, Kumar, Darisipudi, & Anders,
2014).

Fur Histone ist jedoch auch die Kehrseite der 0.g. Abwehrfunktion bekannt: sie fungieren
im Extrazellularraum als sog. damage-associated molecular patterns (DAMP). Diese
sind zytotoxisch und fuhren Gber die Aktivierung bzw. Uberaktivierung des
Immunsystems und durch die Verdnderung der Durchléssigkeit der Zellmembran zu
weiteren Schaden im Organismus (Xu, et al., 2009; Chen, Kang, Fan, & Tang, 2014;
Silk, Zzhao, Weng, & Ma, 2017). Endothelschaden, akute Organdysfunktion (Leber,
Niere, Gehirn und Lunge) und eine erhéhte Krankheitsaktivitat durch mikrovaskulare

Komplikationen sowie hdhere Sterblichkeit bei Patienten mit einer Sepsis sind die Folge
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(Xu, etal., 2009; Fuchs, Bhandari, & Wagner, 2011; Allam, Kumar, Darisipudi, & Anders,
2014). Auch die Begunstigung von Thrombosen wird Histonen zugeschrieben, zumal sie
die Thrombozytenaggregation aktivieren kénnen und prokoagulatorisch wirken (Fuchs,
et al., 2010) (siehe Abbildung 14).

Erste Experimente in einem Mausmodell zeigen, dass neutralisierende Antikdrper gegen

Histone den Organismus gegen Schaden schiitzen kbénnen (Abrams, et al., 2013).

Zelltodmechanismen

DAMP

Abbildung 14: Freisetzung und Eigenschaften von extrazellularen Histonen. Durch
Triggerfaktoren/Stressoren wie Hypoxie, Infektionen, Traumata und Chemikalien kommt es zu
verschiedenen Zelltodmechanismen, bei denen extrazellulare Histone freigesetzt werden. Extrazellulare
Histone fiihren als toxische damage-associated molecular patterns (DAMP) zu einer Uberaktivierung des
Immunsystem und schlie3lich zu verschiedenen Pathologien. Entziindungen, Sepsis, Thrombosen und
diversen Organdysfunktionen sind die Folge.

1.2.3 Aufbau und Funktion von neutrophil extracellular traps (NETS)

Neutrophile Granulozyten, die mengenmaf3ig grof3te Gruppe der Leukozyten im
Blutkreislauf, darunter auch Basophile und Eosinophile, gehéren dem angeborenen
Immunsystem an. Sie sind neben den physikalisch-chemischen Barrieren (z.B. Haut,
Schleimhaut, Flussigkeitsfilm des Auges, Urinfluss, Speichel, Scheidenfliissigkeit und
Magensaure) gegeniber Pathogenen die erste Verteidigungslinie. Neben der
Beseitigung von Mikroorganismen aktivieren sie weitere Immunzellen zur Bildung einer
spezifischen Immunantwort und sind an der Reparatur von geschadigtem Gewebe

beteiligt (Branzk & Papayannopoulos, 2013). Dabei haben sie drei Mdglichkeiten den
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Organismus gegen Krankheitserreger zu schitzen: Phagozytose, Sekretion von
antimikrobiellen Peptiden aus ihren Granula und die im Jahre 2004 von Brinkmann, et
al. entdeckte NETose. Wéhrend diesem Vorgang werden sog. neutrophil extracellular
traps (NETS) freigesetzt und der neutrophile Granulozyt opfert sich dabei, begeht einen
sog. ,beneficial suicide” (= nutzbringender Selbstmord) (Brinkmann & A., 2007; Galuska
S., 2013) (siehe Abbildung 15). Heute ist auch eine vitale NETose bekannt, bei dieser
ein mit NET gefilltes Vesikel aus der Zelle exozytiert wird. Der verbliebene Neutrophile
ist dabei noch in der Lage Mikroorganismen zu phagozytieren (Clark, et al., 2007;
Pilsczek, et al., 2010; Yipp & Kubes, 2013).

Dekondensation der
DNA und Auflésung
der Kernmembran

] &L : 4 @)
® . G e ® {
, o \ i \
{ o N 4 H
» = -
Aktiviertgr Neutrophil extracellular trap (NET)
neutrophiler - Proteine aus Granula
Granulozyt - Histone
- DNA

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Bildung von Neutrophil extracellular traps (NETs) mit
dem Zelllysemechanismus. Antimikrobielle Granula sind farbig, Zellkern grau, DNA als schwarze Linien
dargestellt. NETose-Mechanismus: Triggerfaktoren aktivieren neutrophile Granulozyten. Es kommt zur
Dekondensation des Chromatins, die Kernmembran 16st sich auf und der Zellkerninhalt vermischt sich mit
den zytoplasmatischen Granula. SchlieRlich I6st sich auch die Zellmembran auf und der Zellinhalt wird nach
aulBen befordert.

Die NETose kann durch verschiedene Triggerfaktoren ausgelést werden. Zu den
Faktoren zahlen z.B. Lipopolysaccharide, Zytokine, Autoantikbrper, Immunkomplexe,
Thrombozyten, Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten), Urate, Cholesterin
und Phorbolmyristatacetat (PMA) (Hasler, Giaglis, & Hahn, 2016; Gupta & Kaplan,
2016).

NETs bestehen hauptséchlich aus Histonen und die darum gewundene DNA sowie
antimikrobiellen Peptiden wie die neutrophile Elastase, Cathepsin G, Defensine und
Myeloperoxidase, welche in den verschiedenen Granula der neutrophilen Granulozyten

enthalten sind. Die NETs konnen Erreger abtéten, nicht nur Bakterien sondern auch
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Pilze, Parasiten und Viren, sowie dessen Virulenzfaktoren bzw. Toxine neutralisieren,
indem sie die lokale Konzentration von antibikrobiellen Molekilen erhdhen, die
Schéadlinge damit in Schach halten und so aul3erdem die weitere Verbreitung dieser
verhindern (Brinkmann, et al., 2004; Urban, Reichard, V., & A., 2006; Papayannopoulos
& A., 2009; Hasler, Giaglis, & Hahn, 2016).

Nicht nur die neutrophilen Granulozyten, sondern auch die weniger zahlreich vertretenen
eosinophilen (Yousefi, et al., 2008; Dworski, Simon, Hoskins, & Yousefi, 2011) und
basophilen Granulozyten (Morshed, et al., 2014) sind zur Bildung von extracellular traps
(ETs) fahig. Auch bei weiteren Zellen des angeborenen Immunsystems wie
Makrophagen (Doster, Rogers, Gaddy, & Aronoff, 2018), Monozyten (Webster, et al.,
2010) und bei Mastzellen (von Kockritz-Blickwede, et al., 2008) ist dieser Vorgang
beschrieben worden.

1.2.4 Beteiligung extrazellularer Histone und neutrophil extracellular trap (NET)

an verschiedenen Pathologien

Neben der oben beschriebenen Schutzfunktion fungieren NETSs, wie im Ubrigen auch
die Histone, wie ein ,zweischneidiges Schwert®. Sie sind an verschiedenen zum Teil
schwerwiegenden Erkrankungen beteiligt. Als erstes wurde die Gegenwart von NETs
bei einer Shigellen-Infektion von Kaninchen und einer spontanen Appendizitis beim
Menschen nachgewiesen (Brinkmann, et al., 2004). Diese krankmachende Funktion wird
vor allem den Nukleosomen bzw. extrazellularen Histonen geschuldet (Saffarzadeh, et
al., 2012; Fuchs, Bhandari, & Wagner, 2011; Chen, Kang, Fan, & Tang, 2014). Dartber
hinaus wird das Ungleichgewicht zwischen NET-Bildung und NET-Beseitigung fur die
Pathogenese verantwortlich gemacht. Die negativen Folgen sind weitreichend, relevant
sind sie z.B. beim Multiorganversagen im Rahmen einer Sepsis, da die NET-Bildung mit
Endothel- und Gewebsdysfunktion in Zusammenhang gebracht wird (Clark, et al., 2007).
Zudem fungieren die in den NETs befindlichen Proteine und Substanzen vor allem DNA
und Histone als Autoantigene, die das Immunsystem zur Bildung von Auto-Antikérpern
aktivieren (Allam, Kumar, Darisipudi, & Anders, 2014; Grayson & Kaplan, 2016).

Ihre Mitwirkung ist daher vor allem fiir Autoimmunerkrankungen (Grayson & Kaplan,
2016) wie z.B. Systemischer Lupus Erythematosus (SLE) (Villanueva, et al., 2011) und
Rheumatoide Arthritis (RA) (Khandpur, et al., 2013) aber auch fur Tumorerkrankungen
beschrieben (Papayannopoulos, 2018; Erpenbeck & Schon, 2017; Berger-Achituv, et al.,
2013; Park, et al., 2016; Cools-Lartigue, et al., 2013). Daneben spielen sie ebenfalls eine
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Rolle bei Vaskulitiden (Kessenbrock, et al., 2009) wund der tiefen
Beinvenenthrombose (Fuchs, et al., 2010; Brill, et al., 2012).

Auch in chronischen Entzindungen wie bei der zystische Fibrose (Marcos, et al.,
2010) sind NETSs vertreten. Bei allergischen Erkrankungen wie Asthma bronchiale und
Atopische Dermatitis gelang der Nachweis von EETs und zum Teil auch NETs. Welche
Rolle diese in der Pathogenese spielen, ist bislang allerdings unklar (Dworski, Simon,
Hoskins, & Yousefi, 2011; Simon, et al., 2011; Simon, Simon, & Yousefi, 2013).
Interessant ist auch die Tatsache, dass es wéhrend der Befruchtung im weiblichen
Genitaltrakt zur Aktivierung von Neutrophilen und letztlich zur Bildung von NETs kommit.
Dieser Mechanismus dient als Abwehr kdrperfremder Spermien sowie Mikroorganismen,
welche bei der Insemination in den weiblichen Genitaltrakt gelangen. Damit die
Spermien den Fangen der NETs entkommen kénnen, enthélt die Samenflissigkeit das
Enzym DNAse. Durch dessen Einsatz werden die NET-Bestandteile soweit abgebaut,

dass es den Spermien gelingt weiter zur Eizelle vorzudringen (Alghamdi & Foster, 2005).
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2 ZIELSETZUNG

Die durch Histone und NET verursachten Pathologien sind umfangreich und die
Therapiemdglichkeiten noch Gegenstand der Forschung. Vorrangehende Publikationen
(unter anderem unserer Arbeitsgruppe) zeigen, dass PolySia die Eigenschaft besitzt die
durch NETs oder auch durch Histone induzierte Zell- und Gewebeschadigung zu
kompensieren (Saffarzadeh, et al., 2012; Ulm, et al., 2013; Simon, et al., 2013).
Ziel dieser Arbeit war es, diese Eigenschaft von PolySia genauer zu analysieren und zu
charakterisieren, mit der Absicht PolySia zukiinftig als Therapeutikum einsetzen zu
kénnen.
Aus unseren Uberlegungen haben sich folgende Fragestellungen ergeben:
e Welche Konzentration wird bendtigt damit PolySia die Histon-vermittelte
Zytotoxizitat kompensiert?
e Welche Kettenldnge der PolySia ist notwendig um die Histon-vermittelte
Zytotoxizitdt zu kompensieren?
e Ist der terminale Sialinsaurerest am nicht-reduzierenden Endes der PolySia-
Kette in den Inaktivierungsprozess der Histon-vermittelten Zytotoxizitéat

involviert?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

In den Versuchen dieser Arbeit wurde als PolySia-Aquivalent die Colominsaure
verwendet, da diese die gleiche Struktur aufweist wie Polysialinsdure (PolySia) in
Saugetieren. Die Colominsaure stammt aus den Zellwanden von Escherichia Coli (E.
coli) und ist ein a2,8-verknipftes N-Acetyl-Neuraminsiure-Polymer. Anstatt
Colominsaure wird hier fortan PolySia als Synonym weiterverwendet.

Alle Versuche bei denen Wasser benétigt wurde, wurden mit Reinstwasser durchgefuhrt.
Dieses wurde durch eine Elix UV5 Anlage vorgereinigt und mit dem Milli-Q entsalzt und

analysenrein weiterverarbeitet. Das gereinigte Wasser wird im Rahmen dieser Arbeit als

Aqua dest. bezeichnet.

Verbauchsmaterial/Laborbedarf
Kryo-Réhrchen

Deckglaser

Dialyse Cups MWCO 2000Da
Mikrotiterplatten

Objekttrager fur Zellzahlung
Pasteurpipetten

Pipetten (steril mit Stopfen)
Pipettenspitzen (verschiedene GroRen)
Reaktionsgefalze (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL)
Spritzen (2 mL, 5 mL)

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 48- und 96-well)
Zellkulturschalen

Zentrifugenréhrchen, Falcon®

Hersteller/Lieferant
Greiner

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific
Greiner, Roth

Biorad

VWR

VWR

Eppendorf, Sarstedt
Eppendorf

Braun

Greiner, Sarstedt
Greiner, NUNC, Sarstedt
Greiner, Sarstedt

VWR, Sarstedt

Tabelle 1: Laborbedarf und Verbrauchsmaterialien

Gerate

Alpha 1-4 Gefriertrockner
Analysenwaage
Autosampler

CO2-Inkubator (MCO-17AIC)
Fluoreszenzdetektoren
HPLC-Anlagen
HPLC-Séaulen

Hersteller/Lieferant
Christ

Mettler Toledo

Midas

Sanyo

Jasco, Merck-Hitachi
Knauer, Merck-Hitachi
Dionex, Merck-Hitachi
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e DNAPac® PA100

C-18
Kuhl-/Gefrierschranke

pH-Meter (Five Easy) Mettler
Pipetten (verschiedene Gréf3en)
Reinstwasser-Anlage (Milli-Q ®)
Schittler (Thermomixer comfort)
SpeedVac RC 10.22

Spektrometer UVIKON 922
Sterilbank (Holten LaminAir)
Ultraschallbad (Bandelin SONORE)
Vortexer (Reax top)

Wasserbad (WB-14)

Inverses Mikroskop (Typ Wilovert 30)

e Superspher® 100 RP (reversed phase)

Zellzahler (TC 10™ Automated Cell Counter)
Zentrifuge (Labofuge 400R, Heraeus)

Bosch, Liebherr, Sanyo
Hund Wetzlar
Mettler
Eppendorf
Millipore
Eppendorf
Jouan

Kontron

Thermo Scientific
Bandelin
Heidolph
Memmert

Biorad

Kendro

Tabelle 2: verwendete Gerate

Rohstoffe

Acetonitril
Ammoniumacetat
Ammoniumbicarbonat

Polymer)

Ethylenglykol

Histone

KDN (Deaminoneuraminsaure)
Lipopolysaccharid (LPS)

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcyanoborohydride
Natriumhydrosulfit
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriummetaperjodat

Neu5Ac (N-Acetyl-Neuraminsaure)
Neu5Gc (N-Glykolylneuraminséure)
Salzsaure 30%ig (HCI)
3-Mercaptoethanol
Trifluoressigsaure (TFA)

Triton X-100

1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol (DMB)

Colominsaure (02,8-N-Acetyl-Neuraminsaure-

Hersteller/Lieferant
Dojindo

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich, Gerbu

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Pierce
Sigma-Aldrich

Tabelle 3: verwendete Rohstoffe
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Medien/Puffer/Zellkulturzusatze Lieferant
0,2%ige Trypanblau-Lésung (sterilfiltriert) Sigma-Aldrich
0,4%ige Trypanblau-Ldsung Biorad

Bovine Serum Albumin (BSA; IgG frei) Carl Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich

Dulbecco’s Minimal Essential Medium (DMEM)  Gibco
Dulbecos Phosphate-Buffered Saline (ohne

Calcium und Magnesium) (PBS) Gibco
Erythrozyten-Lyse-Puffer AG Preissner
Fetales bovines Serum (FBS) Gold Gibco
Gentamicin Gibco

Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) Gibco

Minimal Essential Medium (MEM) mit L-

. PAA, Gibco, Thermo Fisher
Glutamin

Scientific
Penicillin/Streptomycin Gibco
Phosphate Buffered Saline (PBS-Puffer) Thermo Fisher Scientific
RPMI-Medium 1640 (mit Glutamin, mit und ohne .

Gibco
Phenolrot)
Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Roth

Tabelle 4: verwendete Medien, Puffer und Zellkulturzusatze

Zelllinie Herkunft Referenz
) (Giard, et al.,
A549 humanes Lungen-Adenocarcinom, &
1973)

Tabelle 5: verwendete Zellen
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3.2 METHODEN

3.2.1 High performance liquid chromatography (HPLC)

Das Grundprinzip der High performance liquid chromatography (= Hochleistungs-
flussigkeitschromatographie; HPLC) beruht auf der Trennung von Substanzen, die,
geldst in einer mobilen Phase, durch mehr oder weniger starke Wechselwirkungen mit
einer stationaren Phase (spezifische Trennséule) anhand ihrer Retentionszeit mit einem
entsprechenden Detektor analysiert werden kénnen. Mit Hilfe von Standards ist es
mdglich die zu trennenden Stoffe zu identifizieren und zu quantifizieren, indem man die
Chromatogramme anhand der erhaltenen Retentionszeiten und Absorptionspeaks

miteinander vergleicht.

z i @ Injektu:uns*,entll ) A
Mischventil Pumpe Qoo
Autosampler

LM-A LM-B Trennséule
I (=)
7 Fluoreszenzdetektor
Daten-
auswertung Durchlauf, )
Fraktionen

Abbildung 16: HPLC-Anlage (schematisch). Erlauterung siehe Text. Schema mit Hilfe von ©Motifolio
erstellt.

3.2.1.1 Aufbau und Funktionsweise der HPLC-Anlage

Wie oben bereits erwdhnt ist die HPLC eine sensitive Methode um I6sliche
Stoffgemische voneinander zu trennen und quantitativ sowie qualitativ zu bestimmen.
Die chromatographische Methode wurde in dieser Arbeit zur Kettenlangenbestimmung
bzw. Fraktionierung sowie zur Quantifizierung von PolySia verwendet (siehe weiter

unten).
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Zum Aufbau der HPLC-Anlage (siehe Abbildung 16) gehdren die Laufmittel A (LM-A)
und B (LM-B), auch als mobile Phase bezeichnet, die tiber eine Gradientenelution in das
System eingebracht werden. Ein Gradientenlauf bedeutet, dass die Zusammensetzung
des Laufmittelgemischs wahrend des HPLC-Laufes verandert wird. Ferner zahlt die
eigentliche Trennsaule ebenfalls zu den Hauptbestandteilen einer HPLC-Anlage. Die
Trennsaule ist die stationdre Phase einer HPLC-Anlage und besteht meist aus eng
gepackten Partikeln, die je nach Saule mit unterschiedlichen chemischen Gruppen
beladen sind. Wichtige Vertreter sind z.B. die Anionenaustauschersaule, die mit positiv
geladenen Partikeln geflllt ist, oder die Umkehrphase. Letztere ist mit langen
hydrophoben Kohlenwasserstoffketten ausgestattet.

Die mobile Phase wird tber ein Mischventil sowie eine Pumpe, die daflir sorgt, dass ein
hoher Druck auf der Trennsaule erzeugt wird, Richtung Saule weitergeleitet. Zwischen
der Pumpe und der Trennsaule befindet sich ein Injektionsventil, welches zum
Einbringen der Probe in das System zusténdig ist. Die eigentliche Probenaufgabe erfolgt
vollautomatisiert durch den Autosampler. Durch den aufgebauten Druck, die chemischen
Eigenschaften der HPLC-S&ule und der verwendeten Laufmittel werden die PolySia-
Molekiile anhand ihrer Retentionszeit getrennt und mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors
identifiziert. Hier wird nach Anregung der DMB-Derivate bei 372 nm die Emission bei
456nm vermessen und aufgezeichnet. Die Daten wurden in einem Personal Computer
(PC) mit Hilfe des Programms Eurochrom 2000 als Chromatogramm dargestellt und
weiter ausgewertet. In der Regel entspricht einem einzelnen Bestandteil der Probe ein

Absorptionspeak im Chromatogramm.

3.2.1.2 Kettenldangenbestimmung von PolySia mit (und ohne) 1,2-Diamino-4,5-
Methylendioxybenzol (DMB)-Markierung

Die Kettenlangenbestimmung von PolySia mit und ohne 1,2-Diamino-4,5-
Methylendioxybenzol (DMB)-Markierung diente im Rahmen dieser Arbeit als
Vorbereitung der Fraktionierung bestimmter PolySia-Kettenlangen zur
Weiterverwendung in den anschlie3enden Zellkulturversuchen.

Zur Kettenldngenbestimmung wird die HPLC-Saule DNAPac® PA100, eine
Anionenaustauscherséaule, als stationdre Phase verwendet. Die positiv geladenen
Gruppen der stationaren Phase ziehen in Losung befindliche Anionen an, so wird die
starke negative Ladung von PolySia fir die Bindung an die S&ule genutzt. In
Abhéngigkeit vom Polymerisierungsgrad der PolySia-Molekule und der lonenstarke des
Gradienten ergibt sich jeweils eine unterschiedliche Retentionszeit. Je langer die
Kettenldnge ist umso langer bindet PolySia an die Saule bzw. umso hohere

Salzkonzentrationen sind nétig, um die die Interaktion mit der stationaren Phase
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aufzuheben. Mit dieser Methode ist es mdglich kleinste Mengen von langkettigen (bis zu
90) PolySia zu detektieren und zu trennen (Inoue, Lin, Lee, & Inoue, 2001).

Zur Fluoreszenzmarkierung erfolgt eine spezifische Derivatisierung mit DMB. Die
Spezifitat beruht auf der Reaktivitdt des DMB, genauer seiner zwei Amingruppen, mit
der a-Ketosdure, am reduzierenden Ende der Neuraminsdure-Kette (Sato, Inoue,
Matsuda, & Kitajima, 1999; Lin, Inoue, & Inoue, 2000) (siehe Abbildung 17).
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R—— ‘
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b 5 HO——H
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SR CH,OH
Fluorescent HPLC

Abbildung 17: DMB-Markierung von Sialinsauren. Erlauterung siehe Text. (Gebrehiwot, et al., 2018, CC
BY)

Vorbereitung der Proben und des Arbeitsreagenzes

Zunachst wurde der DMB-Puffer aus den folgenden Rohstoffen hergestellt:

Rohstoff Konzentration
Natriumhydrosulfit 0,018 M
3-Mercaptoethanol Y

TFA (Trifluoressigséaure) 0,04 M

= in 1mL Portionen aliquotieren und bei -20°C lagern

AnschlieRend wurde vor jeder Kettenlangenbestimmung ein 1 mL Aliquot des DMB-
Puffers zur Herstellung des Arbeitsreagenzes (DMB-Reagenz) mit 0,0054 M DMB
verwendet.

Es folgte die Markierung der PolySia mit DMB. Dazu wurde die gewinschte Menge an
PolySia in 80 pL verdinntem DMB-Reagenz (1 + 1 mit Aqua dest. verdinnt)

aufgenommen und Uber 24 h bei 11°C oder alternativ 1 h bei 55°C auf einem Schdttler
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inkubiert. Die Derivatisierung wurde durch Zugabe von 20 uL 1 M NaOH gestoppt. Die
Probe wurde vor Einsatz an der HPLC 1 h bei Raumtemperatur (RT) stehen gelassen.
Durch die Zugabe einer Base wird die Laktonisierung der PolySia, welche unter sauren

Bedingungen ablauft, aufgehoben (Galuska S. P., et al., 2012).

HPLC-Bedingungen und Lauf

Die Aufgabe der gewiinschten Probenmenge auf die Saule erfolgte mit Hilfe des

Autosamplers. Die Analyse fand unter folgenden Bedingungen statt:

Temperatur RT

Laufmittel A (LM-A) Aqua dest.

Laufmittel B (LM-B) 4 M Ammoniumacetat
Fluss-Geschwindigkeit 1 mL/min.
Anregungswellenlange 372 nm
Emissionswellenlange 456 nm

Die Analyse erfolgte bei folgendem Gradienten: Tomin = 0% (V/V) LM-B; T1smin = 7% (V/V)
LM-B; T20 min = 14% (V/V) LM-B; Ta0 min = 20% (v/V) LM-B; Ts5 min = 24% (v/vV) LM-B; T11s
min = 35% (v/v) LM-B; T116 min = 100% (v/v) LM-B. Die wurde anschlieend fur 5 min mit
100% LM-B und danach fiir ca. 1 h mit 100% LM-A gesplilt.

3.2.1.3 Fraktionierung von PolySia in verschiedene Kettenlangen

Die Auftrennung von PolySia in verschieden lange Kettenlangen wird fortan als
Fraktionierung bezeichnet. Der Fraktionierung von PolySia in die entsprechenden
Kettenlangen ging ein Standard-Lauf mit einer mit DMB markierten PolySia-Probe einer
bekannten Konzentration voraus (siehe Abbildung 18). Dieser fand unter den in 3.2.1.2
genannten Bedingungen statt. Anhand dieses Standards konnte man die Kettenlangen
bestimmten Retentionszeiten zuordnen. Die Retentionszeit einer Substanz ist bei den
gleichen chromatographischen Bedingungen immer gleich gro3, daher war es mdglich
anschlielend unmarkierte PolySia fiir die Fraktionierung zu verwenden und an der

Laufzeit orientierend die Fraktionierung durchzufihren.
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Abbildung 18: HPLC-Chromatogramm eines DMB-markierten Colominséure-Standards. KL =
Kettenldnge; orangene Pfeile markieren jeweils die Sialinsdure-Polymere (mit entsprechender
Nummerierung der Kettenldnge) sowie die dazugehdrigen Retentionszeiten.

Auf die DMB-Markierung wurde verzichtet, da angenommen wurde, dass sie eventuell
die nachfolgenden Zellkulturversuche stort. Die unmarkierte PolySia-Probe wurde gleich
der markierten Probe behandelt, d.h. die gleiche Konzentration an PolySia, die gleichen
Inkubationszeiten und die gleichen HPLC-Bedingungen. Um die Fraktionierung
anschlie3end zu kontrollieren, wurde ein Teil der gesammelten Proben fir eine Re-
Chromatographie mit DMB-Markierung verwendet.

Es wurden folgende Kettenlangen (KL)-Gruppen in Rundkolben gesammelt: KL 8-20, KL
21-30, KL 31-40, KL 41-50, KL 51-60, KL 61-70, KL 71-80, KL >81. Die gesammelten
Fraktionen wurden bei -20°C vorgekuhlt, anschlielZend mit flissigem Stickstoff gefroren
und Uber Nacht im Gefriertrockner lyophilisiert, um so eine Konzentrierung der Proben
zu erreichen. Durch die Gefriertrocknung wurde das Wasser wieder entzogen. Die
getrockneten PolySia-Fraktionen wurden in 2 mL Aqua dest. geldst und erneut einem
Lyophilisierungsvorgang unterzogen. Zur Endlagerung bis zur Weiterverarbeitung
wurden die gefriergetrockneten Proben in ca. 700 yL Agua dest. rekonstituiert, in der

SpeedVac getrocknet und bei 4°C gelagert.

33




MATERIAL UND METHODEN

3.2.1.4 Quantifizierung der PolySia-Fraktionen

Um zu wissen welche Konzentration an verschiedenen PolySia-KL in den Proben, aus
den in den Abschnitten 3.2.1.2 und 3.2.1.3 beschriebenen Probenvorbereitungen,
vorhanden sind, muss man eine Quantifizierung dieser durchfiihren. Dieser Schritt
bedarf erneut eines HPLC-Laufs.

Fur die Quantifizierung wurde eine Superspher® 100 RP C-18 HPLC-Saule verwendet.
Diese Saule ist eine sogenannte Reversed-Phase (RP) Saule (Umkehrphase). Damit
meint man eine stationdre Phase, die wenig polar ist. Der unpolare Teil der Trennséule
ist hier eine aus 18 Kohlenstoffatomen bestehende Alkylkette, welches an das
Tragermaterial der Saule gekoppelt wurde. Diese RP-Saule sorgt dafir, dass die Probe
in Abhangigkeit von ihrer Polaritat an der Oberflache festgehalten wird. D.h. je unpolarer
sie ist, umso starker wird sie retadiert. Anhand von Standards definierter Konzentration
ist es moglich eine Kalibrationskurve zu erstellen und so die genaue Konzentration der
PolySia-KL der Proben zu berechnen. Als Standard wurde hier eine Mischung aus
Neu5Ac, Neu5Gc und KDN gewahlt und den gleichen Bedingungen ausgesetzt wie die
Proben (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Quantifizierung von PolySia. Die drei Sialinsduren KDN, Neu5Gc und Neu5Ac werden
nach Fluoreszenzmarkierung mittels HPLC getrennt (HPLC-Lauf verdffentlicht in Galuska S. P., et al.,
2017).

Vorbereitung der Proben und des Arbeitsreagenzes

Zunéachst erfolgt eine Hydrolyse der Proben mit 0,2 N TFA, dafur wurden die
getrockneten Proben in 200 pL TFA aufgenommen und fur 4 h bei 80 °C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Trocknung in der SpeedVac.

Der Hydrolyse folgte die Markierung der Proben mit DMB analog wie in Kapitel 3.2.1.2
bereits beschrieben wurde. Im Unterschied zur Kettenlangenbestimmung wurde hier 2 h
bei 55°C inkubiert und der Reaktionsstopp mit 20 pl einer 0,2 M NaOH herbeigefiihrt
(Galuska et al. 2012).
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HPLC-Bedingungen und Lauf

Auch hier erfolgte die Aufgabe der Proben mittels Autosampler. Die Analyse fand unter

folgenden Bedingungen statt:

Temperatur Probenteller: 8°C, Reaktion: 45°C
Laufmittel A (LM-A) siehe unten

Laufmittel B (LM-B) siehe unten
Fluss-Geschwindigkeit 0,3 mL/min.
Anregungswellenlange 372 nm

Emissionswellenlange 456 nm

Als Laufmittel zur Trennung wurden ein Methanol/Acetonitril/Wasser/TFA-Gemisch (LM-
A) (4:4:92:0,1 v/v) sowie Methanol/Acetonitril/Wasser/TFA (45:45:10:0,1 v/v) als LM-B
verwendet. Die Analyse erfolgte bei folgendem Gradienten: To min = 0% (v/v) LM-B; T2 min
= 0% (V/V) LM-B; T20min = 5% (V/V) LM-B; T2smin = 9% (V/V) LM-B; T30 min = 15% (V/v) LM-
B; T35 min = 100% (V/V) LM-B; T40 min = 100% (v/v) LM-B. Die wurde anschliel3end fir 15
min mit 100% LM-B und danach fur ca. 1 h mit 100% LM-A gewaschen/gespiilt.

3.2.2 Modifizierung der PolySia durch Oxidation am nicht-reduzierenden Ende

10 mg der PolySia wurden mit einer frisch hergestellten 0,1 M Natriummetaperjodat-
Losung versetzt. Das Gemisch wurde fur vier Stunden bei 4°C auf einem Rttler im
Dunkeln inkubiert. Mit der zweifachen Menge an Ethylenglykol (3%ig) wurde die
Reaktion gestoppt, indem die Probe fur weitere 30 min bei 20°C auf dem Rttler
belassen wurde.

Um die Probe von Uberschiissigen Reaktionsreagenzien zu befreien wurde sie gegen
eine 25 mM Ammoniumbicarbonat-Losung Uber 24 h dialysiert und anschliel3end

gefriergetrocknet.

3.2.3 Zellkultur

3.2.3.1 Kultivierung von A549-Zellen

Der Arbeitsablauf im Umgang mit der Kultivierung von Zelllinien beinhaltete gewohnlich
folgende Schritte:

e das Auftauen von Zellen

e das  Futtern“ oder Mediumwechsel der Zellen

e die Subkultivierung oder das Passagieren von Zellen
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e Zellzéhlung fur nachfolgende Versuche
e Inkubation der Zellen mit PolySia und Histonen

e ggf. das Einfrieren (Kryokonservierung) von Zellen

Bei der A549 Zelllinie handelt es sich um adharent wachsende Zellen, die aus einem
humanen Lungen-Adenocarcinom stammen. In vorrangehenden Arbeiten wurde bereits
mit dieser Zelllinie bei &hnlicher Fragestellung gearbeitet (Saffarzadeh, et al., 2012; Ulm,
et al., 2013). Die Kultivierung erfolgte mit den zuvor genannten Medien (siehe Tabelle
4) mit den Zuséatzen L-Glutamin, 10%iges fetales Kalberserum (FCS) sowie, als
Prophylaxe vor mikrobiellen Kontaminationen, mit einer 1%igen Kombination aus
Penicillin und Streptomycin. Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO.-
Gehalt bebritet. Alle Reagenzien (Zellkulturmedien, Zellkulturzusatze, Puffer etc.)

wurden vor Beginn ihrer Anwendung auf 37°C im Wasserbad vortemperiert.

Das Auftauen von A549 Zellen

Gelagert wurden die A549 Zellen bis zu ihrer Verwendung in dafiir vorgesehene Kryo-

Ro6hrchen in einem Stickstofftank bei bis zu -196°C. Im Gegensatz zum Einfrieren von
Zelllinien sollte das Auftauen mdglichst ohne Verzégerungen und Uberhitzung erfolgen,
so kdnnen eventuelle Zellschaden vermieden werden. Direkt nach Entnahme der
eingefrorenen Zellen aus dem Stickstoffbehalter wurden die Zellen fiir wenige Sekunden
im Wasserbad bei 37°C erwarmt. Um das Frostschutzmittel, in diesem Fall
Dimethylsulfoxid (DMSO), zu entfernen wurde die aufgetaute Zellsuspensionen in 9 mL
vorgewarmtem Medium aufgenommen und bei 1000 rpm fur 3 Minuten zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem Medium
vorsichtig resuspendiert. Diese Suspension wurde schlie3lich je nach Bedarf in einer
Zellkulturschale oder Zellkulturflasche ausgesat. Um restliches DMSO zu entfernen,

wurde das Medium nach 24 h gewechselt.

Der Mediumwechsel bei A549 Zellen

Damit die Zellen wachsen und sich vermehren kénnen wurde ca. zweimal pro Woche

das Medium gewechselt um den Verbrauch an Nahrstoffen und die Produktion von
Stoffwechselendprodukten, die zu Zellschaden und vorzeitigem Zelltod flihren kdnnen,
zu kompensieren. AulRerdem berlcksichtigt man damit auch die Halbwertszeit der
Antibiotika, die im Medium vorhanden sind.

Bevor das frische Medium zu den Zellen gegeben wurde, wurde das alte Medium
vorsichtig abgesaugt, zu der Zellkulturplatte anschlieBend auf 37°C temperiertes

Phosphate Buffered Saline (PBS) hinzu pipettiert. Nach mehrmaligem Schwenken
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wurde das PBS ebenfalls abgesaugt und das frische Medium hinzugegeben. Es besteht
auch die Mdoglichkeit nur einen Teil des Mediums zu wechseln, da so die

Wachstumsfaktoren, die von den Zellen selbst produziert werden, erhalten bleiben.

Das Subkultivieren von A549 Zellen

Die A549 Zellen verdoppeln sich innerhalb von 22-40 Stunden und wachsen rasenartig
auf der Oberflache von Zellkulturgefal3en, bedecken diese also bis sie Platz haben. Dann
folgt gewohnlich ein Wachstumsstopp oder auch Zelltod. Damit die Zellen sich weiter
vermehren kdnnen bedarf es einer Subkultivierung oder auch eines Umsetzens in
andere ZellkulturgefaRe. Daflr missen die Zellen von der Zellkulturschale sowie auch
voneinander geldst werden. Die hier verwendeten A549 Zellen wurden alle 3-4 Tage
passagiert. Dies erfolgte mit einer Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Ldsung.
Trypsin ist eine Protease und l6st Zell-Matrix-Verbindungen, die zwischen dem
Zellkulturgefald, Medium und Zellen besteht. Das EDTA ist ein Calcium-Fanger, der dafir
sorgt, dass die Zell-Zell-Bindeproteine kein Calcium zur Verfigung haben um an die
Nachbarzelle zu binden. Es wurde zundchst wie oben beim Mediumwechsel
beschrieben vorgegangen: eine zu 80-90% mit Zellen bedeckte Platte (konfluent) wurde
verwendet, altes Medium wurde abgesaugt und mit PBS gewaschen. Dann erfolgte die
Zugabe von ca. 2-4 mL (je nach GroRRe des KulturgefaRes) einer 0,2 %igen
Trypsin/EDTA-L6sung zu den Zellen, die anschliel3end im Brutschrank fir 1-3 Minuten
bei 37°C inkubiert wurden. Danach wurde vorsichtig gegen die Zellkulturschale geklopft,
um auf mechanische Weise eine Losung der Zellen von der Schale zu bewirken.
Zusatzlich wurden 4-8 mL an vorgewarmten Medium (doppelte Menge an Medium wie
Trypsin/EDTA-L6sung) der Zellkulturschale hinzugefiigt um das Detachement zu
stoppen. Gleichzeitig konnten mit dieser Lésung die Zellen durch Spilen vom Boden
besser geldst werden. Dieses gesamte Gemisch wurde in ein Falconréhrchen Uberfihrt
und 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann vorsichtig
abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 1 mL vorgewdrmten Medium achtsam resuspendiert
und erneut mit Medium auf 10 mL aufgefillt und homogenisiert.

Zwischenzeitlich wurden neue Zellkulturgefalle vorbereitet, 10-15 mL (je nach Grol3e
des KulturgefaRes) Medium hinzugegeben und die Zellen, je nach Bedarf und Zellzahl,

auf die vorbereiteten Zellkulturschalen ausgesat.
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Zellzéhlung
Fur die folgenden Versuchsansatze (siehe Kapitel 3.2.3.2), war es notwendig die Zellen

zu zahlen, um genormte Bedingungen herzustellen und um die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse bei mehrfach durchgefuhrten Versuchen gewdhrleisten zu kdnnen. Es

wurden zwei verschiedene Methoden zur Zellzahlung verwendet:

manuelle Zellzéhlung mit Trypanblau in der Neubauer-Zahlkammer
automatisierte Zellzahlung mit einem Zellzahlgerat (hier: TC 10™ Automated Cell

Counter)

manuelle Zellzdhlung mit Trypanblau in der Neubauer-Zahlkammer

Trypanblau hat sich als Zellfarbstoff in der Zellkultur bewahrt. Es ist ein saurer
Farbstoff aus der Gruppe der Azofarbstoffe, dessen Anionen an Zellproteine
binden kdnnen. Der Farbstoff dringt nur in tote Zellen ein, dessen Membran
durchlassig geworden ist, so dass sie auch als eine Ausschlussfarbung
bezeichnet wird. Entsprechend werden bei der Farbung die toten Zellen blau
angefarbt und die lebenden Zellen leuchten im Mikroskop hell auf. Wenn die
Inkubationszeit mit Trypanblau zu lang wird, wirkt der Farbstoff zytotoxisch und
die Zellen werden falschlicherweise als avital gesehen und nicht bei der
Zellzédhlung mitgezéahlt (Schmitz, 2011).

Mit der Neubauer-Zahlkammer meint man ein Messgeréat, das aus Spezialglas
hergestellt ist und der Bestimmung der Teilchenzahl pro Volumeneinheit einer
Losung dient. Sie besteht aus einer dicken Grundplatte von der Gréf3e eines
Objekttragers, in welche drei Stege durch Langsrillen hineingefrast sind. Die
glattgeschliffenen Seitenstege sind 0,1 mm hoéher als der Mittelsteg, in welchen
meist zwei sich gegeniuberliegende Zahlnetze eingraviert sind.

Dieses Zahlnetz besteht aus neun groRen Quadraten (3 x 3), deren Flache je 1
mm? betragt. Bei einer Tiefe von 0,1 mm ergibt das ein Volumen von 0,1 pl. Die
Zellen werden unter dem Mikroskop (Phasenkontrast) ausgezahilt.

Gewohnlich werden die vier gro3en Aulenquadrate fur die Zellz&hlung
verwendet und der Mittelwert errechnet. Dabei ist darauf zu achten, dass Zellen,

die auf den Linien liegen, nicht doppelt gezahlt werden (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Neubauer-Zahlkammer. (A) neun Quadrate, (Z) Eckquadrate zum Auszéahlen der
Zellen. (B) Auszéhlung der lebenden Zellen (schwarze Punkte), Zellen auBerhalb des Zahlfeldes
und tote Zellen werden nicht berlcksichtigt. Dabei werden zwei R&nder vom Z&hlen
ausgeschlossen, hier: unterer und rechter Rand. (Modifiziert nach Gstraunthaler & Lindl, 2013)

Um die Zellen zahlen zu kdénnen, wurde zunachst ein Deckglas auf die Kammer
angebracht. Die richtige Lage bestatigte das Erscheinen von ,Newtonringen®.
AnschlieBend wurde die Kammer mit der zu zdhlenden Zellsuspension bestlckt.
Dafiir wurde ein Teil der vorher geernteten Zellsuspension je nach Dichte der
Zellen 1:3 oder 1:4 mit einer 0,2%igen Trypanblau-Ldsung verdinnt. 10 pL dieser
Suspension wurden durch Ansetzen der Pipette an die Kante des Mittelstegs
gesetzt und mit Hilfe von Kapillarkraften in den Zwischenraum zwischen
Deckglas und Kammer gesaugt.

Zuletzt erfolgten die Zellz&hlung und die Berechnung der Zellzahl (Formel 1).

ZxVF xV x 10* = Gesamtzellzahl/mL

Formel 1. Berechnung der Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer. Z = Mittelwert der 4
groRen Eckquadrate, VF = Verdinnungsfaktor (mit Trypanblau-Lésung), V = Volumen der
Zellsuspension, 10* = Konversionsfaktor

automatisierte Zellzdhlung mit dem TC 10™ Automated Cell Counter

Das Prinzip der automatischen Zellzahlung am TC 10™ Automated Cell Counter
beruht auf eine Autofokussierung mit Hilfe von Mikroskopie. Dabei werden
multiple Flachen untersucht um die beste herauszufiltern und so Zelldebris von
vitalen Zellen besser unterscheiden zu kdnnen.

Zur Ausristung gehdrten ein spezieller Objekttrdger und eine 0,4%ige
Trypanblau-Ldésung. Die Zellsuspension wurde hier 1 + 1 mit der Trypanblau-
Losung versetzt und gut vermischt. AnschlieRend wurden 10 pL dieser Mischung

in den dafur vorgesehenen Bereich der Objekttrager pipettiert. Der beladene
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Objekttrager wurde in das Gerat eingefiihrt und die Zellzahl wurde anhand von

Algorithmen automatisch bestimmt.

3.2.3.2 Inkubation von A549-Zellen mit PolySia und Histonen

Die zuvor eingefrorenen A549-Zellen wurden aufgetaut und in einer 96-well Platte mit
jeweils 30.000 Zellen/well in RPMI-Medium ausgesét sowie fiir 24 h (bei 37°C, 5% CO3)
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und tUber Nacht mit
jeweils 100 pL RPMI-Medium (ohne den Farbstoff Phenolrot, dieser stort die
Zytotoxizitdtsmessung) sowie:

e mitund ohne Zusatz von Histonen (in verschiedenen Konzentrationen)

e mit verschiedenen KL der zuvor fraktionierten PolySia
versetzt, um jedes Mal den Einfluss der KL auf die Histon-vermittelte Zytotoxizitat
aufzuzeigen. Als Negativ-Kontrolle galten unbehandelte Zellen. Die Zytotoxizitat wurde

photometrisch gemessen (siehe unten).

Probenvorbereitung (Reinigung der Colominséaure und Endotoxintest)

Das PolySia-Aquivalent Colominséaure, welche firr die Versuche verwendet wurde, ist
aufgrund ihrer bakteriellen Herkunft kontaminiert mit Lipopolysacchariden (LPS). Diese
wiederum wirken storend auf die durchgefiihrten Zellkulturversuche, so dass die
Colominsaure von LPS gereinigt werden musste. Die Reinigung erfolgte mit einer
Festphasenextraktion mit Hilfe einer C18 ec Kartusche (Macherey-Nagel™, Thermo
Fisher Scientific). Aufgrund der unpolaren C18-Ketten ist sie besonders geeignet fur die
Bindung von hydrophoben Verbindungen wie LPS. LPS aus der Probe bindet an die
Saule, so dass die im Durchlauf befindliche Colominséaure letztlich LPS-frei war. Dies
konnte in einem Limulus-AmoObozyten-Lysat-Test (LAL-Test) bestéatigt werden. Der Test
(hier verwendet: Pierce™ LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit, Thermo Fischer
Scientific) dient dem Nachweis von Endotoxinen aus Gram-negativen Bakterien (wie z.B.
LPS) und beruht auf einem kinetischen Assay, in welchem ein photometrisches Signal
in Anwesenheit von Endotoxinen erzeugt wird. Das Signal wird vermessen und

anschliefRend die Endotoxinkonzentration mit Hilfe einer Standardkurve berechnet.

3.2.4 Zytotoxizitdtsmessung

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein zytoplasmatisches Enzym, welches in jeder Zelle

vorkommt. Bei Schaden der Zellmembran gelangt LDH schnell in das extrazellulare
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Milieu, in diesem Fall in das Zellkulturmedium. Aufgrund dieser Eigenschaft eignet sich

das Enzym gut als Marker fur die Zytotoxizitat bzw. Vitalitat von Zellen.

. Zelle ™
r b,
[

[ S~ | Pyruvat + NADH + WST

",

Lactat + NAD"

Messung der Absorption bei 450nm

Abbildung 21: Prinzip des LDH-Assays. Schematisch dargestellt ist eine Zelle mit einem Schaden an
der Zellmembran (Blitz), dadurch gelangt LDH aus der Zelle. Dieses oxidiert Laktat zu Pyruvat und
reduziert dadurch NAD+ zu NADH. Das NADH wiederum reagiert mit dem WST-Farbstoff und es entsteht
eine gelbe Farbe. Diese ist proportional zur LDH-Aktivitat in der Probe. Gemessen wird die Absorption bei
einer Wellenlange von 450nm an einem Photometer. (WST= water soluble tetrazoline).

Das Prinzip des Testes beruht auf einer enzymgekoppelten kinetischen Reaktion, die in
Abhéngigkeit von der Aktivitat der LDH letztendlich zur Generierung eines gelben

Farbstoffes fuhrt, dessen Intensitat an einem Photometer gemessen werden kann (siehe

Abbildung 21).

3.2.4.1 Material und Durchfiihrung

In dieser Arbeit wurde fur die Zytotoxizitatsmessung der LDH-Cytotoxicity Colorimetric
Assay Kit Il von BioVision (Milpitas, USA) verwendet und die Messungen jeweils am
Absorptions-Reader ELx800™ von Bio-Tek® durchgefihrt.
In dem LDH-Cytotoxicity Colorimetric Assay Kit Il von BioVision war enthalten:

- Farbstoff-Gemisch (enthalt WST)

- LDH-Assay Puffer

- Zell-Lyse-L6sung

- Stopp-Losung

- LDH als Positiv-Kontrolle
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Vorbereitung des Arbeitsreagenzes:

Zunéchst erfolgte die Rekonstitution des Farbstoff-Gemisches (WST) mit 1,1 mL
Reinstwasser. Nach einer zehn mindtigen Inkubationszeit wurde dieses Reagenz mit

dem LDH-Assay Puffer in einem Verhéltnis von 1:51 gemischt.

Probenvorbereitung und Messung:

Als Probe dienten die Zellkulturiiberstédnde von in 96-well Mikrotiterplatten kultivierten
sowie stimulierten Zellen (siehe Kapitel 3.2.3.2). Zur internen Qualitatskontrolle und
Berechnung der Zytotoxizitat wurden verschiedene Kontrollen mitgefuhrt. Zur
Hintergrundkontrolle wurden Vertiefungen lediglich mit Medium, d.h. ohne Zellen
verwendet. Bei der hohen Kontrolle bedurfte es einer Vorbehandlung der Zellen mit 10
pl Zell-Lyse-Ldsung. Bei der niedrigen Kontrolle war keine Vorbehandlung notwendig.
Nach einem leichten Schwenken erfolgte eine Inkubation bei RT Utber 30 min.
AnschlieRend wurde die Zellkulturplatte fiir 10 min bei 600 x g zentrifugiert. Im Anschluss
wurden jeweils 10 pL des Uberstandes der Zellkulturplatte sowie 11 pL der hohen
Kontrolle in eine neue 96-well Mikrotiterplatte Uberfihrt und zusatzlich pro Vertiefung
100 pL des Arbeitsreagenzes hinzupippetiert und vorsichtig gemischt. Es folgte eine
lichtgeschiitzte Inkubation bei RT fur 30 min und danach die Messung am Absorptions-
Reader ELx800™ von Bio-Tek®.

Berechnung der Zytotoxizitat:

Die Proben wurden in vierfacher Bestimmung vermessen. Die Werte der Proben konnten
fur die Berechnung verwendet werden, wenn die hohe Kontrolle eine Extinktion von ca.
2 hatte und die niedrige Kontrolle bei 0,6-0,8 lag. Die Zytotoxizitat in % wurde anhand

folgender Formel berechnet:

Zytotoxizitit (%) = ——ps: [Probel — Abs [niedrige Kontrolle]) 100
ytotoxizitat (%) = (Abs.[hohe Kontrolle] — Abs. [niedrige Kontrolle]) X

Formel 2: Berechnung der Zytotoxizitat in %. Abs. = Absorption

Fur die statistische Auswertung wurde die Software Prism (Version 7.03, GRAPHPAD)
verwendet. Die Daten wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse (Analysis of

Variance, ANOVA) in Kombination mit dem Tukey-Test ausgewertet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 DIE INHIBITION DER ZYTOTOXISCHEN EIGENSCHAFTEN VON HISTONEN

DURCH POLYSIALINSAURE (POLYSIA)
KONZENTRATIONSABHANGIG

Das die PolySia es vermag die zellschadigenden Eigenschaften von extrazellularen
Histonen zu kompensieren und zu reduzieren, wurde bereits bei Ulm, et al., 2013 und
Saffarzadeh, et al., 2012 gezeigt. Im Rahmen dieser Arbeit galt es zuné&chst

herauszufinden, ob die Inhibition der zytotoxischen Eigenschaften von Histonen

zunachst von der PolySia-Konzentration abhangt.

Hierzu wurden Zellkulturexperimente mit einer humanen Lungenepithelzelllinie (A549-

Zellen) mit verschiedenen PolySia-Verdinnungen und fester Konzentration an Histonen

IST

(HistonMix aus den Histonen H1, H2A, H2B, H3 und H4) durchgefihrt.
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Abbildung 22:

**: signifikant, p<0,01. Die Daten wurden in Galuska, et al., 2017 verdffentlicht).

Die Zellen wurden zunachst kultiviert, anschlieend 30.000 Zellen/well ausgesat und mit
0 pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,25 pg/mL , 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5
pg/mL,10 pg/mL und 25 pg/mL PolySia sowie jeweils 75 pg/mL Histon versetzt. Es folgte
eine Inkubation tber 24 h unter optimalen Zellkulturbedingungen (37°C, 5%CO.).
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Inhibition der Histon-vermittelten Zytotoxizitdt ist konzentrationsabhéngig.
Dargestellt ist die Zytotoxizitat in % nach Inkubation von A549 Zellen mit Histon und Polysialinséure
(PolySia); grine Balken: Inkubation der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an PolySia + jeweils
Histon (75 pg/mL); oranger Balken: Inkubation der Zellen nur mit Histon (75 pg/mL); ns = nicht signifikant;




ERGEBNISSE

Nach einer photometrischen Messung mit dem LDH-Cytotoxicity Colorimetric Assay Kit
Il wurde die Zytotoxizitat berechnet und in % angegeben. Da die Inkubation mit Histonen
eine Zellschadigung an den hier verwendeten A549 Zellen ausloste, wurde dies als
Referenz bzw. Ausgangswert verwendet. Die Ubrigen Versuchsansatze mit
unterschiedlicher Konzentration an PolySia in Kombination mit Histonen wurden mit der
Referenz verglichen (siehe Abbildung 22).

Eine Inkubation mit Histonen (oranger Balken) in einer Konzentration von 75 ug/mL
ergab in diesem Versuchsaufbau eine Zytotoxizitat von ca. 32% gegenuber
unbehandelten Zellen. Das bedeutet: 32% der Zellen setzten LDH frei. Wenn die Zellen
aber mit PolySia (in verschiedenen Konzentrationen) und Histonen inkubiert wurden
(grine Balken), sah man zunachst einen Anstieg der Zytotoxizitat im Vergleich zu den
nur mit Histon behandelten Zellen. Ab einer Konzentration von 10 pg/mL PolySia erkennt
man einen leichten Rickgang der Zytotoxizitdt. Diese Reduktion ist erst ab einer
Konzentration von 25 pg/mL an PolySia statistisch signifikant. Mit dieser Konzentration

an PolySia erreicht man eine Minimierung der Zellschadigung von 32% auf ca. 9%.

4.2 DIE INAKTIVIERUNG DER HISTON-VERMITTELTEN ZYTOTOXIZITAT
HANGT VON DER KETTENLANGE DER POLYSIA AB

Der Einsatz von Neuraminidasen, welche fir den enzymatischen Abbau der PolySia-
Polymere bis hin zu Monomeren verantwortlich sind (Stummeyer, et al., 2005), flihrt auch
zu einem Verlust der kompensatorischen Eigenschaften der PolySia (Ulm, et al., 2013).
Es stellt sich folglich die Frage, ob und inwieweit die Kettenléange der PolySia eine Rolle
bei der Inaktivierung der Histon-vermittelten Zytotoxizitat spielt.

Um diese Frage nachzugehen, wurde die PolySia in Form von Colominséure mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DMB markiert und mit Hilfe eines

Anionenaustauschchromatographen (HPLC) in verschiedene Kettenlangen aufgetrennt.
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Abbildung 23: Auftrennung der Polysialinséure in verschiedene Kettenldéngen. DP = degree of
polymerisation (=Kettenlange); Bis ca. 20 min. wurden die PolySia-Molekile mit 2-5 N-
Acetylneuraminssaure-Einheiten, d.h. mit 2-5 Kettenlangen (blauer Teil der Kurve), gesammelt,
anschlieRend wurde das Auffanggefal gewechselt und es wurden die Kettenlangen 6-18 bis zur ca. 55.
Minute gesammelt (roter Teil der Kurve), die Kettenlangen 19-28 (schwarzer Teil der Kurve) bis zur 78.
Minute, die Kettenlangen 29-40 (hellgriner Teil der Kurve) bis zur 92. Minute, die Kettenldngen 41-50
(brauner Teil der Kurve) bis zur 105. Minute, die Kettenlangen 51-60 (pinker Teil der Kurve) bis zur 110.
Minute, die Kettenlangen 61-70 (tUrkiser Teil der Kurve) bis zur 115. Minute, die Kettenldangen 71-80
(dunkelgriiner Teil der Kurve) bis zur 118. Minute. Hellgrau dargestellt sind die PolySia-Molekile ab einer
Kettenldnge von 81. In den dargestellten Chromatogrammen wurden die fraktionierten Gruppen einzeln
rechromatographiert (Veroffentlicht in Galuska, et al., 2017).

Es wurden verschieden lange PolySia Kettenlangen (KL) in Fraktionen nach den
entsprechenden Retentionszeiten nach dem Durchlauf der HPLC-Saule in
verschiedenen Auffanggefalien gesammelt: KL 2-5, KL 6-18, KL 19-28, KL 29-40, KL
41-50, KL 51-60, KL 61-70, KL 71-80, KL > 80 und rechromatografiert (siehe Abbildung
23).

AnschlieRend wurde zu den gleichen Zeitintervallen die gleiche Konzentration an
PolySia auf die Saule aufgetragen, diesmal unmarkiert (daher hier nicht gezeigt), und
analog zu den Zeiten mit DMB-markierter PolySia gesammelt. Jeweils ein Aliquot der
unmarkierten gesammelten Fraktionen wurde schlief3lich zur Kontrolle mit DMB markiert
und die Kettenlange bestimmt (siehe Abbildung 24). Es ist dabei zu bertcksichtigen,
dass es bei der DMB-Markierung unter den sauren Bedingungen zu internen
Strangbriichen kommt, sodass auch Degradationsprodukte der Hauptfraktion visualisiert

werden.

45



ERGEBNISSE

Die Ubrigen Proben wurden zunéchst quantifiziert und im Zellkulturversuch in einer
Konzentration von 50 pg/mL in Kombination mit Histonen verwendet. Bei den Ubrigen
Proben handelt es sich letztlich um die unmarkierten Fraktionen, die hauptsachlich
Ketten in folgenden Kettenlangenbereichen enthalten: 2-7, 8-20, 21-30, 31-40, 41-50,
51-60, 61-70, 71-80, >80. Es wurden native, sprich unmarkierte, PolySia-Ketten
eingesetzt, da auch DMB einen Einfluss auf die Zytotoxizitat und somit auf das Ergebnis
der Versuche haben kénnte. Die Inkubation der A549 Zellen erfolgte mit den verschieden
langen PolySia-Kettenlangen-Fraktionen und Histonen analog zum vorangehenden
Versuch. Die rein durch Histone bedingte Zytotoxizitat wurde auch hier als Referenz
verwendet. Die darauffolgende Zytotoxizitdtsmessung erfolgte wie bereits beschrieben

am Photometer.

KL 2-7 8-20 21-30 41-50 51-60 71-80 81-

Fluoreszenz

50 100

Zeit (min)

Abbildung 24: Rechromatographie von fraktionierten PolySia-Kettenlangen. DP = degree of
polymerisation (= Kettenlange) (Galuska, et al., 2017)

Die Inkubation der Zellen mit Histonen (75ug/mL) erreichte in diesem Versuch eine
Zytotoxizitat von ca. 34% (oranger Balken in Abbildung 25). Abbildung 25 zeigt, dass
ab einer Kettenlange von ca. 21 Neu5Ac-Einheiten alimahlich eine Reduktion der Histon-
vermittelten Zellschadigung eintritt. Eine statistisch signifikante Wirkung wird ab einer

Kettenlange von 31 erreicht. In dieser Fraktion (KL 31-40) sprechen wir noch von einer
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ca. 10%igen Zytotoxizitdt im Vergleich. In den Fraktionen 41-50 und 51-60 ist eine
weitere Abnahme der Zytotoxizitat detektierbar.

Die Vermutung, dass die kompensatorische Eigenschaft der PolySia gegeniber der
Zellschadigung durch extrazellulare Histone nicht nur konzentrations- sondern auch

kettenlangenabhangig ist, konnte mit diesem Versuch gezeigt werden.
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Abbildung 25: Inhibition der Histon-vermittelten Zytotoxizitat ist von der Kettenlange der PolySia
abhéangig. Griine Balken: Inkubation der Zellen mit verschieden langen PolySia-Ketten + jeweils Histon (75
pg/mL); Oranger Balken: Inkubation der Zellen nur mit Histon (75 pg/mL); ns: nicht signifikant; ***: p <0,001;
***x: p < 0,0001. Die Daten wurden in Galuska, et al., 2017 veroffentlicht.

4.3 OXIDIERTE POLYSIA VERMAG EBENFALLS DIE HISTON-VERMITTELTE
ZYTOTOXIZITAT ZU REDUZIEREN

Es stellte sich zudem die Frage, ob die terminale Sialinsdure am nicht-reduzierenden
Ende einer PolySia-Kette bei der Inaktivierung beteiligt ist. Die Oxidation des nicht-
reduzierenden Endes der PolySia-Kette erfolgte mit Natriummetaperiodat (siehe Kapitel
3.2.2) Hierdurch wurde der terminale Rest der PolySia-Kette am nicht-reduzierenden

Ende von einem C9- in einen C7-Koérper mit einer Aldehydgruppe umgewandelt (siehe
Abbildung 26).
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nichtreduzierendes Ende reduzierende Ende

Oxidation

HyC

Abbildung 26: Struktur der oxidierten PolySia. Blauer Kreis = Aldehydgruppe. (Abbildung aus Galuska,
et al., 2017, CC BY).

Die von mir durch Oxidation modifizierte PolySia wurde im Hinblick auf dessen
Vermoégen die Histon-vermittelte Zytotoxizitat zu reduzieren im Vergleich zu nativer
unveranderter PolySia innerhalb der Arbeitsgruppe im Zellkulturversuch getestet (siehe
Abbildung 27).
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Abbildung 27: Reduktion der Zytotoxizitat durch oxidierte PolySia vs. native PolySia. Die Wirkung
von unterschiedlichen Konzentrationen an oxidierter (hellgrauer Balken) und nativer PolySia
(dunkelgrauer Balken) gegentuber den zytotoxischen Eigenschaften von Histonen (60 pg/mL) wurde
mittels LDH-Test analysiert. ns = nicht signifikant; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Die Zellkulturversuche
wurden von C. E. Galuska durchgefihrt (Abbildung aus Galuska C.E., et al., 2017, CC-BY).

Es wurden verschiedene Konzentrationen (0 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL und 50

pg/mL) an nativer und oxidierter PolySia fir die Zellversuche mit jeweils 60 pug/mL Histon
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eingesetzt. Die Inkubation mit Histonen wurde auch hier als Referenz verwendet und die
Zytotoxizitat gleich 100% gesetzt (schwarzer Balken in Abbildung 27).

Aus Abbildung 27 geht demnach hervor, dass es keinen signifikanten Unterschied
zwischen oxidierter (hellgrauer Balken) und nativer PolySia (dunkelgrauer Balken) in
Bezug auf dessen Kompensationsmdglichkeiten gibt. AuRerdem sinkt die Zytotoxizitéat
bei Zugabe héherer Konzentrationen an PolySia (oxidiert und nativ). Somit kann auch

die oxidierte Form von Neu5Ac-Polymeren verwendet werden.

49



DISKUSSION

5 DISKUSSION

5.1 PoOLYSIA ALS GEGENSPIELER DER HISTON- BzW. NET-INDUZIERTEN
ZYTOTOXIZITAT

Seit der Entdeckung der neutrophil extracellular traps (NET) 2004 durch die
Arbeitsgruppe von Brinkmann und Zychlinsky sind mittlerweile viele Eigenschaften
dieser netzartigen Strukturen genauer erforscht und kontrovers diskutiert worden. Die
ETose, so wird der Vorgang genannt, wenn Granulozyten ihren Zellinhalt nach
extrazellular beférdern, wird neben den neutrophilen auch von den eosinophilen sowie
den basophilen Granulozyten betrieben (Yousefi, et al., 2008; Morshed, et al., 2014,
Schorn, et al., 2012).

Treffend werden diese extrazellularen Komponenten als ,zweischneidiges Schwert®
bezeichnet (Kaplan & Radic, 2012). Zum einen sind sie als Teil des angeborenen
Immunsystems einer der ersten Verteidiger gegen Mikroorganismen. Zum anderen

wirken sie zell- bzw. gewebeschadigend (siehe Abbildung 28).

L Entziindung
Zytotoxizitat
NET
Autoimmunitat
Tumor

Abbildung 28: Durch NET ausgeldste Pathologien. Erlauterung siehe Text.

Grundsatzlich kommt es zunachst durch die Freisetzung von NET, wenn Kkein
Gleichgewicht von NET-Produktion und NET-Abbau herrscht, zu einem Zell- und
Gewebeschaden. Bedingt ist dies durch die Zusammensetzung des Netzwerks: DNA,
Histone, antimikrobielle Peptide. Diese Bestandteile sind alleine bereits zellschadigend

(Saffarzadeh & Preissner, 2013). Auf eine weiter fortschreitende Zellschadigung folgt
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wiederum die Chronifizierung. Daher ist es nicht verwunderlich, dass extracellular traps
bei unzéhligen chronischen Erkrankungen vertreten sind. Zu nennen sind die zytische
Fibrose (Marcos, et al., 2010), chronisch-entziindliche Darmerkrankungen ( = CED,
Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) (Gottlieb, et al., 2018), Asthma bronchiale (Dworski,
Simon, Hoskins, & Yousefi, 2011), Atherosklerose (Megens, et al., 2012) und auch
Thrombosen (Fuchs, et al., 2010; Brill, et al., 2012; Martinod & Wagner, 2014). Eine
besondere Rolle scheinen die extracellular traps bei Autoimmunerkrankungen wie beim
Systemischen Lupus Erythematosus (SLE) (Villanueva, et al., 2011), der Rheumatoiden
Arthritis (RA) (Khandpur, et al., 2013) und Psoriasis (Lin, et al., 2011) zu spielen. Neben
den autoimmunen sind auch die autoinflammatorischen Erkrankungen wie Vaskulitiden
(Kessenbrock, et al., 2009) und Gicht (Mitroulis, et al., 2011) zu nennen. Extracellular
traps werden aber nicht nur bei chronischen Pathologien sondern auch bei akuten
Krankheitsgeschehen gefunden, hier sind der ischdmische Schlaganfall (Laridan, et al.,
2017) und Sepsis (Clark, et al., 2007) anzufiihren. Zum Schluss seien noch Tumor,
Tumorprogress und Metastasen erwahnt (Papayannopoulos, 2018; Erpenbeck & Schén,
2017; Berger-Achituv, et al., 2013; Park, et al., 2016; Cools-Lartigue, et al., 2013). Das
Feld der Erkrankungen, an denen extracellular trap involviert sind, ist manigfaltig.

NETs sind daher Ziel bei der Therapeutikaentwicklung, um die zellschadigenden

Komponenten zu neutralisieren bzw. zu bekampfen.

Saffarzadeh et al. haben in Zellkulturversuchen mit Endothelzellen und
Lungenalveolarepithelzellen die Komponenten der NET auf ihre Zytotoxizitat hin
untersucht und festgestellt, dass vor allem Histone fir diese Zellschaden verantwortlich
sind. Zusammen mit unserer Arbeitsgruppe konnte zudem gezeigt werden, dass PolySia
die von Histonen sowie von den NET versursachte Zytotoxizitat herabsetzt. Innerhalb
meiner  Arbeit konnte nun dargestellt werden, dass es zu einer
konzentrationsabhangigen Reduzierung kommt. Um zu untersuchen, ob PolySia einen
bestimmten Polymersisierungsgrad fiir die Inaktivierung von Histonen benétigt, wurden
mittels  Anionenaustauscherchromatographie  Gruppen von unterschiedlichen
Kettenldngen praparativ aufgereinigt. Die anschliel3enden Versuche zeigten, dass man
bzgl. der Zytotoxizitat der extrazellularen Histone, welche wir als Aquivalent fur die
zytotoxischen Eigenschaften von NET verwendeten, eine Kettenlange von mindestens
30 Neu5Ac-Einheiten braucht um eine statistisch signifikante kompensierende Wirkung
zu erreichen. Es wurde jedoch auch bereits mit Kettenldngen zwischen 21 und 29
Sialinsauren eine Reduktion beobachtet. Um zu untersuchen, inwieweit die terminale

Sialinsaure am nicht-reduzierenden Ende involviert ist, wurde sie oxidiert, sodass sie nur
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noch aus einem C7-Grundgertist besteht. Interessanterweise zeigten auch die chemisch
modifizierten Ketten vergleichbare Effekte.

Es ist bekannt, das freie PolySia durch Sialidasen vom nicht-reduzierenden Ende aus
abgebaut wird. Um PolySia vor einem Abbau durch Sialidasen zu bewahren, bedarf es
einer Maskierung am nicht-reduzierenden Ende. Da kein signifikanter Unterschied
zwischen oxidierter und nativer PolySia zu erkennen ist, lasst sich vermuten, dass das
nicht-reduzierende Ende nicht in die Bindung und Inaktivierung von Histonen involviert
ist. Dies ermdglicht, dass oxidierte PolySia weiter modifiziert werden kann, um sie vor
Exosialidasen, die sowohl von pathogenen Keimen als auch korpereigenen Zellen
gebildet werden kénnen, zu schiitzen. Diese Enzyme bendtigen namlich ein freies nicht-
reduzierendes Ende fir die sequentielle Degradierung einer linearen PolySia-Kette. Die
resultierende Aldehydgruppe am nicht-reduzierenden Ende ermdglicht z.B. eine
chemische Kopplung an Nanopartikel oder anderen Makromolektlen, um PolySia vor
Degradierung zu schiutzen und um die gekoppelten Komponenten an NET zu
akkumulieren. PolySia in Entzindungsherden mit hoher Konzentration an NET
einzusetzen ist bereits in Diskussion (Simon, et al., 2013; Ulm, et al., 2013).

Da die die Ergebnisse mit der von mir chemisch oxidierten Form von PolySia darauf
schlie3en lassen, dass wohl flr die Inaktivierung und somit Bindung von Histonen die
Enden der Zuckerketten nicht beteiligt sind, wurden Molecular dynamics (MD)
Simulationen durchgefihrt. Mit Hilfe dieser und einer ,docking study‘ wurde dieser Frage
anndherungsweise, in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Thomas Lutteke,
nachgegangen. Es konnten weitere Bindungseigenschaften zwischen PolySia und
Histonen auf molekularer Ebene aufgezeigt werden. Bei diesem Versuch wurden vier
PolySia-Molekile mit mind. 20 Neu5Ac-Einheiten verwendet, da diese Kettenlange fir
eine erste Reduzierung der Histon-vermittelten Zytotoxizitat notwendig war. Als
Rezeptor wurde ein Histon-DNA-Komplex verwendet. Die DNA-Struktur wurde vor
Hinzugabe der PolySia-Molekule entfernt. Nach dem Hinzufligen der PolySia-Molekile
in eine Wasser-Box konnte festgestellt werden, dass nach 6 ns alle vier Molekiile an die
benachbarten Orte an den Histon-Komplex wanderten, welche an DNA binden (siehe
Abbildung 29).

Die beiden Enden (reduzierend und nicht-reduzierend) der PolySia-Kette scheinen nicht
an der Bindung beteiligt zu sein. Sie stehen damit zur Verflgung um weitere
Modifizierungen wie z.B. Kopplung an Nano-Partikel durchfiihren zu kénnen, so dass

diese Kopplung als mdglicher Trager von Therapeutika fungieren kann.
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Abbildung 29: MD-Simulation (Molecular Dynamics) von PolySia Ketten und Histon. Der DNA/Histon-
Komplex ist in A dargestellt. B) Ein Histon-Oktamer interagiert mit vier PolySia-Ketten, die eine Kettenléange
von 20 besitzen. Abbildung aus Galuska, et al., 2017 CC BY.

5.2 KOPPLUNG VON PoOLYSIA AN NANO-PARTIKEL

Die innerhalb meiner Arbeit erzielten Resultate sind als Grundstein essentiell fir
weiterflhrende Experimente beziiglich der Bindungseigenschaften von Histonen mit
PolySia zu sehen. Basierend auf meinen Ergebnissen konnte bereits gezeigt werden,
dass man trotz einer Kopplung von PolySia an bestimmte Tragersubstanzen (z.B. Nano-
Beads) die kompensatorischen Eigenschaften von PolySia gegenlber Histonen
behalten werden (Galuska, et al., 2017).

Hierzu wurden in unserer Arbeitsgruppe Versuche durchgefihrt, in denen das zuvor
oxidierte nicht-reduzierende Ende der PolySia-Kette an Nano-Partikel gekoppelt wurde
(Galuska, et al., 2017). Diese modifizierten PolySia-Molekile wurden schlie3lich
ebenfalls in Zellkulturversuchen eingesetzt. Es konnte auch hier prasentiert werden,
dass die PolySia-Nano-Partikel die Zytotoxizitat durch Histone mindern.

Durch die positive Eigenschaft der PolySia an Histone zu binden und die durch diese
und NET-vermittelte Zytotoxizitdt zu reduzieren sowie die Moglichkeit PolySia in
gewunschter Konzentration und Kettenlange an Nano-Partikel als Trager zu koppeln,

eroffnet sich die Chance an diese Tragersubstanz ggf. noch weitere Therapeutika zu

53



DISKUSSION

knupfen (siehe Abbildung 30). Diese kbnnten dann lokal ins Gewebe z.B. mit erhthter
NET-Bildung injiziert werden (Galuska, et al., 2017).

Neben PolySia als Therapeutikum sind auch die Histonproteine von immer grof3er
werdender Bedeutung. Wie bereits erwdhnt haben Histone nicht nur negative
Eigenschaften, sie werden heute auch als zukiinftige vielversprechende ,Antibiotika“
diskutiert (Laverty, Gorman, & Gilmore, 2011; Hancock & Patrzykat, 2002). In unserer
Arbeitsgruppe wurde der Frage nachgegangen, inwieweit PolySia die bakterizide
Wirkung von Histonen neben der zytotoxischen beeinflusst. Basierend auf den
Versuchen meiner Arbeit bzgl. der Bindung zwischen unterschiedlich langen PolySia-
Ketten und den Histonen wurde in weiteren Experimenten zunachst die Bindung
zwischen PolySia und den einzelnen Histonen (H1, H2A, H2B, H3 und H4) naher
charakterisiert. Es wurden grof3e Unterschiede in der kettenlangenabhangigen Bindung
zwischen den Histonen und PolySia gefunden (Zlatina, Litteke, & Galuska, 2017).
Weiterfilhrende Versuche zeigten wiederum auch, dass PolySia die zytotoxischen
Eigenschaften von Lysin-reichen Histonen (Histon H1, H2A und H2B) auf eukaryotische
Zellen zwar hemmt, aber die antimikrobiellen Eigenschaften nicht inaktiviert werden
(Zlatina & Galuska, 2019). Diese Erkenntnisse konnen letztlich ebenfalls als eine
Maoglichkeit betrachtet werden, Histone als z.B. Antibiotika an PolySia-Ketten zu binden
und sie lokal in entziindetes Gewebe zu applizieren. PolySia schiitzt das eukaryotische
Gewebe vor der histonbedingten Zytotoxizitat und die Histone kdnnen ihre bakterizide
Wirkung direkt vor Ort entfalten (Zlatina & Galuska, 2019).
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Abbildung 30: Polysialylierte Nano-Partikel binden an Nukleosomen aus neutrophil extracellular
traps (NETSs). (Galuska, et al., 2017)
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5.3 KLINISCHE BEDEUTUNG VON POLYSIA

Das Bestreben dieser Arbeit war es die Eigenschaft von PolySia eine Histon-vermittelte
Zytotoxizitat zu mildern genauer zu charakterisieren. Mit unseren Versuchen haben wir
bewiesen, dass sowohl die Kettenlange als auch die Konzentration von PolySia fiir die
Bindung an extrazellulare Histone von groRer Bedeutung sind. Durch unsere
Experimente konnten wir auch zeigen, dass mdogliche Modifikationen (Oxidation des
nicht-reduzierenden Endes) der PolySia die positiven Eigenschaften bzgl. Kompensation
von Zytotoxizitat nicht beeinflussen. Beide Enden der PolySia-Kette stehen zur Bindung
bzw. Madifizierung bereit und werden nicht fiir die Bindung der Histone benétigt. Dies
impliziert die Mdglichkeit das nicht-reduzierende Ende der PolySia fur eine Oxidation
und anschlielBender weiterer Modifizierung als Schutz vor Sialidasen zu verwenden. Des
Weiteren besteht die Mdoglichkeit eine Trégersubstanz (z.B. Nano-Partikel) an die
entstandene Aldehydgruppe zu koppeln. Die PolySia kdnnte so als vor Sialidasen

geschitztes Therapeutikum appliziert werden.

Eine lokale Applikation in entziindeten Bereichen, wo man eine hohe Konzentration von
NET oder extrazellularen Histonen vorfindet, kdnnte von Vorteil sein. Die mit PolySia
gekoppelte Tragersubstanz kénnte durch ihre hohe negative Ladung an Histone binden

und die Zellschadigung lokal minimieren.

5.3.1 Madglichkeiten fir den Einsatz von PolySia als direktes Therapeutikum —

Beispiele: Zystische Fibrose und Schlaganfall

Zystische Fibrose (= Mukoviszidose)

Bei der autosomal rezessiv vererbten zystischen Fibrose kommt es durch einen
genetischen Defekt an einem Chloridkanal unter anderem zu einem z&hen Sputum.
Dieser verhindert den respiratorischen Selbstreinigungsmechanismus (mukozilidre
Clearance) der Patienten, so dass es fir Mikroorganismen einfacher ist sich im
Respirationstrakt anzusiedeln und zu einer chronischen Entzindung zu flhren
(Mcintosh & Cutting, 1992). Das zdhe Sputum besteht hauptsachlich aus
dekondensierten DNA-Filamenten als Produkt der fortschreitenden Entziindung mit
Zellzerfall und auch einer UbermaRigen NETose (Marcos, et al.,, 2010). Neben DNA
kommen auch antimikrobielle Peptide und F-Aktin-Filamente vor (Rubin, 2007). Diese F-
Aktine sind Strukturproteine und Komponenten des Zytoskeletts einer jeden Zelle.
Sowohl Aktin-Filamente als auch DNA sind polyanionische Molekule, die durch ihre hohe
negative Ladung kationische Molekule binden, z.B. antimikrobielle Peptide und Histone.
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Die so entstandenen Blndel tragen zum grof3ten Teil der Zahigkeit des Sputums bei
Mukoviszidose-Patienten bei.

Therapeutisch bedient man sich bei der Zystischen Fibrose unter anderem eines
inhalativen Mittels, welcher DNAse enthalt. Dadurch wird der Schleim verdinnt und der
Patient kann viel leichter abhusten, da die mukozilidre Clearance wieder verbessert wird
(Vetter, 1994).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Konjugation von PolySia an DNAse, einen
positiven Effekt im Hinblick auf eine langere Stabilitat der DNAse gegentiber Proteasen
und thermalem Stress zeigt (Meng, et al., 2018).

Zudem ist durch eine andere Arbeitsgruppe nachgewiesen worden, dass Molekile mit
polyanionischem Charakter, wie z.B. Polyasparaginsaure, als Zusatz zur DNAse-
Behandlung, zu einer besseren DNAse-Funktion fihren. Zurtickzufiihren ist dies darauf,
dass die Polyasparaginsdure mit inrem polyanionischen Charakter mit der Bindung der
ebenfalls negativ geladenen DNA an die oben genannten Bindel konkurriert. So sei es
einfacher die DNA-Filamente aus dem Biindel zu I6sen und zugénglicher fir die DNAse
zu machen, so dass die DNA besser abgebaut werden kann (Bucki, et al., 2015).

Da PolySia ebenfalls polyanionischen Charakter aufweist, lasst sich hieraus eine
maogliche Fragestellung fur zuklinftige Versuche ableiten: Hat die lokale Verwendung von
PolySia als Zusatz in Kombination mit DNAse als Inhalativum, nicht auch einen positiven

Effekt auf den z&hen Schleim und vor allem die chronische Entziindung?

Schlaganfall
Ein weiteres Beispiel, in welcher NETs Gegenstand der Forschung sind, sind Thromben

bei Schlaganfallpatienten. Durch die mechanische Rekanalisation eines akuten
GefalRverschlusses bei Schlaganfallpatienten ist es mittlerweile mdglich die
Zusammensetzung der Thromben bei ischdmischen Hirninfarktpatienten zu
untersuchen. Laridan et al. haben in ihrer Publikation aus 2017 gezeigt, das in den
untersuchten Thromben durchweg Neutrophile zu finden waren. Zudem wiesen sie in
fast allen diesen Thromben das citrullinierte Histon 3 nach. Durch eine Kolokalisation
von extrazellularer Neutrophilen-DNA und Histonen folgerten sie die Anwesenheit von
NETSs. Aufgefallen ist ergdnzend, das altere Thromben im Vergleich zu frischeren eine
héhere Konzentration an Neutrophilen und Histonen aufwiesen (Laridan, et al., 2017).
Bislang gibt es zwei verbreitete Therapieformen fir einen akuten ischdmischen
Schlaganfall:
a. Die systemisch applizierte Lyse-Therapie mit Alteplase (rekombinanter
gewebespezifischer Plasminogenaktivator, recombinant tissue-type

plasminogen activator (rt-PA)).
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b. Die interventionelle mechanische Thrombektomie als Rekanalisationstherapie.
Die systemische Lyse-Therapie ist nur innerhalb von 4,5 Stunden mdglich, die
mechanische Thrombektomie in Ausnahmeféllen auch tber 6 Stunden.

Der Slogan ,Time is brain“ spielt bei der Schlaganfallversorgung eine herausragende
Rolle, denn innerhalb kurzer Zeit kommt es zum irreversiblen Nervenzelluntergang mit
konsekutiven schweren Behinderungen. Dabei spielt das Ausmall der
Nervenzellschadigung im Gehirn eine grolRe Rolle.

Um also die Ausdehnung der Zellschadigung zu minimieren muss schnell gehandelt
werden. Es gilt die sog. Penumbra, das Risikogewebe, zu retten (siehe Abbildung 31).
Das ist der Bereich bei einem ischamischen Schlaganfall, der direkt dem bereits
abgestorbenen Gebiet, dem Infarktkern, anliegt aber noch lebende Zellen enthalt. Hier
reduziert sich der Blutfluss so weit, dass die Zellen noch nicht vollstandig geschadigt
sind, jedoch bereits gefahrdet und durch den relativen Sauerstoffmangel
funktionsgestort (Ringleb, Veltkamo, & Hacke, 2016).

Infarktkern Penumbra

Zeit

Abbildung 31: Schematische Darstellung der Penumbra eines ischdmisches Hirninfarktes. Die
Penumbra (hellblau) ist das Risikogewebe und liegt dem Infarktkern (dunkelblau) direkt an. Es enthalt
lebende Nervenzellen, die man noch retten kann. Wenn es nicht zu einer Rettung kommt, stirbt auch dieses
Gewebe ab und das Ausmalf} der Nervenzellschadigung und die daraus resultierenden Behinderungen sind
groRer. Grafik mit Hilfe von ©Motifolio erstellt.

Die Penumbra kann im Verlauf weiter zu Grunde gehen oder aber gerettet werden.
Durch das bei einem Hirninfarkt bereits abgestorbene Gewebe werden extrazellulare
Histone frei, welche wiederum zusatzlich zum Sauerstoffmangel toxisch auf die
Nachbarzellen wirken. So kann sich das Infarktareal vergré3ern. Hier konnte der Einsatz
von PolySia denkbar sein. Es konnte die extrazellularen Histone, die bereits frei

geworden sind, neutralisieren und die Ausbreitung des Infarktgebietes minimieren. De
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Meyer, et al. haben bereits 2012 beschrieben, dass zumindest Histon-neutralisierende
Antikorper die Infarkigré3e reduzieren. Der Vorteil von PolySia gegentber den
Antikérpern ist z.B. ihre minimale Immunogenitat (Azurmendi, et al., 2007) und durch
Kopplung an z.B. Nano-Partikel Stabilitat gegentiber einem Abbau durch Sialidasen
(Galuska, et al., 2017). Die mogliche neuroprotektive Eigenschaft von PolySia scheint

ein interessanter Gegenstand zukunftiger Untersuchungen zu sein.
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5.4 AUSBLICK

Neben den oben aufgefuihrten Beispielen als moglichen Einsatz von PolySia als
Therapeutikum, gibt es noch weitere denkbare Fragestellungen, die aus den
Ergebnissen dieser Arbeit resultieren kbnnen.

(1) Saffarzadeh, et al. haben 2012 bereits darauf hingewiesen, dass die positiven
Eigenschaften von NETs nicht ganzlich gehemmt werden sollten, dies fiihre zu
schweren Infektionen, Karzinogenese und anderen Effekten auf zelluléare
Prozesse. Daher gilt es ein Gleichgewicht zwischen der Hemmung der
Zytotoxizitdt und der positiven Eigenschaften zu finden. Neben Histonen sind
auch weitere positiv geladene Proteine in NETs vorhanden (Saffarzadeh &
Preissner, 2013). Hier konnte die Bindung der PolySia an diese Proteine genauer
charakterisiert werden: Welche Proteine binden PolySia? Gibt es positive Effekte
auf die Zytotoxizitat durch PolySia? Besteht auch hier eine Kettenlangen- und
Konzentrationsabhangigkeit?

(2) Abgesehen von den neutrophilen Granulozyten sind auch weitere Zellen zur
extracellular traps-Bildung fahig. Im Hinblick auf z.B. allergische Erkrankungen,
kénnten eosinophile Granulozyten sowie auch Mastzellen in Kombination mit
PolySia untersucht und die Bindungseigenschaften gegentiber von diesen Zellen

gebildeten extracellular traps genauer beschrieben werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Als meist endstandige Komponente von Glykokonjugaten haben Sialinsauren und deren
Polymere, die Polysialinsauren (PolySia), zahlreiche besondere Funktionen wie z.B. bei
der Modulation von Interaktionen zwischen Zellen untereinander. PolySia Ubernimmt
verschiedene Rollen in der Kommunikation auf zellularer oder molekularer Ebene.
Dadurch hat sie eine regulative Rolle bei der Zellproliferation und -differenzierung, sowie
Migration und Adhasion von Zellen. Interessanterweise kénnen PolySia-Ketten Histone
binden. Histone kommen u.a. an DNA gebunden als Nukleosomen vor und sind
Komponenten von Neutrophil extracellular traps (NETs), einem Netzwerk aus
extrazellularen Fasern bestehend aus DNA, Histonen und dem Inhalt der Granula aus
neutrophilen Granulozyten. Histone sind nicht nur fir die kompakte Verpackung der DNA
und die damit verbundene Regulation der um die DNA passierenden Prozesse
(Replikation, Transkription, Reparatur) verantwortlich, sondern sie sind auch eine Art
antimikrobielles Peptid. Der Nachteil der letztgenannten Funktion ist seine Zytotoxizitat
gegen den Organismus selbst.

Die Entdeckung der Eigenschaft von PolySia, eine durch Histone hervorgerufene
Zytotoxizitat in vitro zu kompensieren, ist kirzlich geglickt. Diese Funktion galt es in
meiner Arbeit weiter zu charakterisieren. Dabei konnte dargestellt werden, dass PolySia
konzentrationsabhangig Zellschadigungen durch Histone inhibiert. Ebenso zeigten die
Versuche, dass es einer Mindestkettenlange von PolySia bedarf, damit es zur
Inaktivierung der Histone kommt. Fir diese Versuche wurden unterschiedliche
Polymerisierungsgrade  mittels  Anionenaustauscherchromatographie  praparativ
aufgereinigt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das nicht-reduzierende Ende
der PolySia-Kette nicht fir die Inhibition nétig ist. Hierfir wurden innerhalb meiner Arbeit
PolySia-Ketten chemisch oxidiert, was unter anderem zur Bildung einer Aldehydgruppe
am nicht-reduzierenden Ende fiihrte. Diese chemische Modifizierung erméglicht zudem
die Kopplung von PolySia-Ketten an andere Makromolekiile oder Nanopartikel, um diese
z.B. an NET anzureichern. Zudem kann so auch eine Maskierung des nicht-
reduzierenden Endes erfolgen, um als ein Schutz gegen den enzymatischen Abbau von
PolySia durch Exosialidasen zu fungieren, die sowohl von pathogenen Keimen als auch
von korpereigenen Zellen freigesetzt werden kdnnen.

Aus diesen Erkenntnissen kdnnen nun weitere Studien bezlglich des Einsatzes von
PolySia als mogliches Therapeutikum in Erkrankungen mit erhdhter Histon-

Konzentration folgen.
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7 SUMMARY

Since sialic acids are frequently present at the terminal ends of glycoconjugates, these
sugars and their polymers, polysialic acids (PolySia), are involved in numerous
processes like the modulation of the interaction between cells. PolySia plays different
roles at cellular or molecular levels. Thus, polySia has a regulatory function during cell
proliferation, cell differentiation and also migration and adhesion. Interestingly, polySia
chains can bind histones. Histones can form complexes with DNA, called nucleosomes,
and are part of neutrophil extracellular traps (NETS), a network consisting of extracellular
DNA fibers, histones and the content of the granules of neutrophil granulocytes. Histones
are not only important for the packaging of the DNA and to this related regulation of the
processes around the DNA (replication, transcription and reparation), but they are also
a kind of antimicrobial peptide. However, the disadvantage of extracellular histones is
the cytotoxicity against the organism itself.

Recently it was described that polySia compensates the histone mediated cytotoxicity.
This ability of polySia was characterized in more detail during my thesis demonstrating
that polySia reduces the histone mediated cytotoxicity in a concentration dependent
manner. In addition, polySia counteracts the negative outcomes of extracellular histones
in a chain length dependent manner. In order to characterize the impact of the degree of
polymerization, groups with different chain lengths were purified by preparative anion-
exchange chromatography. Furthermore, the experiments demonstrated that the non-
reducing end of the polySia is not involved in the inactivation of histones. For these
experiments, polySia chains were chemically oxidized leading among other changes to
the formation of an aldehyde at the non-reducing end. This chemical modification allows
the linkage of polySia to other macromolecules or nanoparticles to enrich the resulting
conjugates on NET-filaments. Moreover, the masking of the non-reducing end protects
against the enzymatically degradation of polySia chains by exosialidases, which can be
released by body own cells as well as pathogens.

Based on these findings novel studies can be developed to design novel polySia based
tools as potential therapeutics against diseases, which come along with high

concentration of extracellular histones.
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