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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mono-, Oligo- und Polysialinsaure

Sialinsauren (Sia) sind eine mehr als 50 verschiedene Derivate umfassende
Familie von sauren Monosacchariden, die bei einer Vielzahl von hdher
entwickelten  Wirbeltieren, aber auch bei einigen Wirbellosen und
Mikroorganismen vorkommen [Angata et al.; 2002; Schauer; 2009]. Sie
befinden sich bei Glykolipiden und Glykoproteinen meistens als Monosialylreste
am terminalen Ende von Glykanen [Sato; 2004]. Sialinsauren sind z.B. beteiligt
bei Zelladhasionsprozessen [Green et al.; 1995], Zell-Zell-Interaktionen [Kelm et
al.; 1997] und Signallbertragungen [Crocker et al.; 2007]. Im Tierexperiment
konnte gezeigt werden, dass Mause ohne das Schlisselenzym zur Sia-Synthese,
die Dbifunktionale UDP-N-Acetylglukosamin-2-Epimerase/N-Acetylmannosamin-
Kinase, bereits im Embryonalstadium sterben, was deren essentielle Bedeutung
fir die physiologischen Prozesse von Saugetieren zeigt [Schwarzkopf et al.;
2002].

Entdeckt wurden die ersten Sia-Reste bereits in den 1930er Jahren von Ernst
Klenk und Gunnar Blix, die unabhangig voneinander in Koéln und Uppsala
forschten. Klenk isolierte ein Neuraminsdure-Derivat aus Glykolipiden des
menschlichen Gehirnes, wahrend Blix in submaxillaren Mucoproteinen vom Rind
Sialinsauren fand [Faillard; 1989].

Deaminoneuraminsaure (KDN)

Abbildung 1.1 Strukturen der drei hdaufigsten Sialinsauren

Entnommen aus der Kumulativdissertation: Charakterisierung der
Glykosylierungseigenschaften der Polysialyltransferasen ST8Siall und St8SialV in vivo
von Galuska, S.P., GieBen 2008
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Sialinsauren sind a-Ketosdauren mit einem C9-Grundgerlist. In C1-Position
befindet sich eine Carboxylgruppe in Nachbarschaft zu einer Ketogruppe an C2.
Die am haufigsten vorkommenden Formen sind N-Acetylneuraminsaure
(Neu5Ac), N-Glykolylneuraminsaure (Neu5Gc) und Deaminoneuraminsdure
(KDN) (Abbildung 1.1). Die groBe Diversitat von Sialinsauren beruht vor allem
auf Substitution der Hydroxylgruppen mit Acetyl-, Lactoyl-, Methyl-, Sulfonyl-
oder Phosphonylresten in C4-, C7-, C8- oder C9-Position sowie auf Substitution

bzw. Fehlen der Aminogruppe [Angata und Varki; 2002; Schauer; 2004].

1.1.1  Struktur von Oligo- und PolySia

Wahrend Sialinsduren hauptsachlich als endstéandige MonoSia-Reste auf

Glykokonjugaten vorkommen, kann auch eine Di- (2 Sialinsauren), Oligo- (3-7

Sialinsauren) oder Polysialylierung (=8 Sialinsdauren = PolySia) von
Glykokonjugaten erfolgen [Sato; 2004] (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2 Darstellung der bisher bekannten Oligo/PolySia-
Verkniipfungen

(A) a2,8-Verknipfung; (B) a2,9-Verknlipfung; (C) alternierende a2,8/a2,9-Verknlpfung;
(D) a2,5-0O-Glykolylverknipfung. Entnommen aus der Kumulativdissertation:
Charakterisierung der Glykosylierungseigenschaften der Polysialyltransferasen ST8Siall
und ST8SialV in vivo von Galuska, S.P., GieBen 2008
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Solche Polymere unterscheiden sich sowohl in der Lange der Kette, als auch in
der Art der enthaltenen Sia-Molekille sowie der Art der Verknlipfung der
einzelnen Bausteine [Galuska et al.; 2007]. Beschrieben wurden bisher a2,8-
[Inoue et al.; 1980], a2,9- [Bhattacharjee et al.; 1975], alternierende a2,8-
/a2,9- [Chao et al.; 1999] und a2,5-0O-Glykolylverknipfungen [Kitazume et al.;
1996].

Entdeckt wurde PolySia im Jahr 1957 von Guy Barry und Walther Goebel, die
eine weiBe Substanz aus Escherichia coli (E. coli) Bakterien isolierten, die sie
Colominsaure nannten und die sich spater als a2,8-verknupftes Neu5Ac-Polymer
erweisen sollte [Barry et al.; 1957; McGuire et al.; 1964] (Abbildung 1.3).

OH
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o OH
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HO o0~ oH ©
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Abbildung 1.3 Darstellung eines a2,8-verkniipften Neu5Ac-Polymers

Wie bei MonoSia kdénnen auch Oligo- und PolySia an verschiedenen Stellen
modifiziert werden, was ihre strukturelle Vielfalt noch erhdéht. Dabei spielen vor
allem die Positionen C7 bis C9 eine Rolle, die sulfatiert [Ijuin et al.; 1996], O-
acetyliert [Sato et al.; 1993] oder laktonisiert werden kénnen [Kielczynski et al.;
1994]. Durch die Laktonisierung kommt es beispielsweise zu einer Verbindung
der Carboxylgruppe mit einer benachbarten Hydroxylgruppe und es entsteht ein
sechsgliedriger Ring. Effekt der Laktonisierung st eine schnelle
Herunterregulation von funktionellen Carboxylgruppen, ohne dass die
Kettenlange verandert wird. Die dadurch entstehende Ladungsveranderung kann

die physiochemischen Eigenschaften von PolySia beeinflussen und scheint von




Einleitung

biologischer Bedeutung zu sein [Zhang et al.; 1999]. Die Laktonisierung erfolgt
vor allem unter sauren Bedingungen. Die Geschwindigkeit differiert nach Art der
VerknUpfung. So lauft sie bei a2,9-verknlUpfter PolySia langsamer als bei a2,8-
verknilpfter PolySia ab. Unklar bleibt, ob die Laktonisierung allein pH-abhdngig
ist oder ob sie Enzym-vermittelt ablauft [Cheng et al.; 2004].

1.1.2 Vorkommen und Funktion von Oligo- und PolySia

PolySia-Ketten mit a2,8-Verknipfungen kommen auf der Glykokalix von den
neuroinvasiven Bakterien Escherichia coli K1 und Neisseria meningitidis Typ B
vor. Da a2,8-verknupfte PolySia physiologisch auch im Nervengewebe von
Saugetieren vorkommt, erkennt deren Immunsystem die Bakterien nicht als
Jfremd® [Vimr et al.; 2002]. In Neisseria meningitidis des Typs C findet man
dagegen a2,9-verknupfte PolySia [Bhattacharjee et al.; 1976]. Im Gegensatz
zum Typ C kann man gegen Typ B Meningokokken bisher nicht impfen, was mit
der andersartigen VerknUpfung der PolySia-Ketten zu tun haben koénnte
[Swartley et al.; 1997].

Eines der am besten erforschten Beispiele flir Neu5Ac-polysialylierte Proteine in
Saugetieren ist das neurale Zelladhasionsmolekiil NCAM, einem zur
Immunglobulin(Ig)-Superfamilie gehérendem Adhasionsmolekdul, welches Gber N-
Glykane polysialyliert wird [Galuska et al.; 2006]. Durch die Polysialylierung
kommt es zu Interferenz bis hin zur kompletten Inhibition der homophilen NCAM-
NCAM-Bindung, was zu vermehrter Axonbildung flihrt und so einen essentiellen
Faktor der Neurogenese im Saugerhirn darstellt [Bonfanti; 2006] (Abbildung
1.4).

Nach neuen Untersuchungen zeigt an NCAM gebundene Neu5Ac-PolySia eine
Bindungsfahigkeit von Dopamin in vitro. Diese Bindungsfahigkeit geht verloren,
wenn die PolySia-Kette von einer an einer Stelle punktmutierten Form der
Sialyltransferase ST8Siall synthetisiert wird. Diese mutierte Form der
Sialyltransferase weist eine deutlich verminderte Aktivitat auf, was in klrzeren
Ketten resultiert, und kann vor allem in Schizophrenie-Patienten nachgewiesen
werden [Isomura et al.; 2011].

Neu5Ac-PolySia ist auBerdem in der Lage Wachstumsfaktoren zu binden. Dies
konnte wunter anderem flUr brain-derived neurotrophic factor (BDNF),

Neurotrophin 3 und nerve growth factor (NGF) gezeigt werden. Im Fall von BDNF
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erfolgt die Bindung ab einer Kettenlange von mindestens 12 Neu5Ac-Resten; ein
Beleg, dass die Kettenléange flir biologische Funktionen relevant ist [Kanato et
al.; 2008].

Der Nachweis von PolySia in NCAM-knock-out-Mausen flhrte in unserem Labor
zur Identifikation eines weiteren polysialylierten Proteins im sich entwickelnden
Mausgehirn, dem synaptischen Zelladhasionsmolekil SynCAM 1, wobei die
biologische Funktion noch unklar ist. Die Polysialylierung kénnte die Interaktion
von Neuronen und Gliazellen auf Synapsen-Ebene regulieren [Galuska et al.;
2010].

intrazellular
I
= NCAM

= PolySia

extrazellular
ARG LR AL TR R LD

intrazellular

Abbildung 1.4 Wirkung von PolySia auf NCAM

Mdgliche Regulation der NCAM-NCAM-Interaktion durch PolySia und die daraus
resultierende Inhibition der Zelladhasion. Modifiziert nach [Rutishauser et al.; 1996;
Bruses et al.; 2001]

Neben NCAM und SynCAM 1, wo N-Glykane die PolySia-Ketten aufweisen, sind in
Saugern zwei weitere PolySia-Trager bekannt, deren O-Glykane Ziel dieser
posttranslationalen Modifikation sind: CD 36 (Cluster of Differentiation), ein
urspringlich in Thrombozyten nachgewiesenes Glykoprotein in der Muttermilch,
weist PolySia-Ketten von bis zu 18 Neu5Ac-Resten auf [Yabe et al.; 2003]. Des
Weiteren findet man polysialylierte O-Glykane an humanem Neuropilin-2 auf

gereiften Dendritischen Zellen [Curreli et al.; 2007]. Bei einem
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spannungsabhangigen Natriumkanal im Rattenhirn [Zuber et al.; 1992] konnten
zwar PolySia-Ketten nachgewiesen werden, aber bisher ist noch nicht bekannt,

ob hier die PolySia-Ketten an O- oder N-Glykanen zu finden sind.

Vor einigen Jahren entdeckte ein japanisches Forscherteam um Shinji Miyata
mehrere polysialylierte Glykokonjugate auf Seeigel-Spermien [Miyata et al.;
2007]. Das mit a2,9-verknupfter und bis zu 20 Neu5Ac-Resten langen Ketten
glykosylierte Protein Flagellasialin befindet sich am Flagellum und ist an der
intrazellularen Calcium-Regulation beteiligt. Die Inkubation von Seeigel-Spermien
mit einem gegen a2,9-verknlUpfte PolyNeu5Ac gerichteten Antikdrper bewirkt
einen intrazelluldaren Calcium-Anstieg, was eine Abnahme der Motilitat und der
Fertilisationsrate zur Folge hat [Miyata et al.; 2004; Miyata et al.; 2006]. Ein
noch nicht naher identifiziertes polysialyliertes Glykoprotein von 190 kDa GroéBe
in Kopf und Flagellum weist dagegen 2 bis 15 a2,8-verknupfte Neu5Ac-Reste auf.
Im Gegensatz zum gegen a2,9-verknlipfte PolySia gerichteten Antikdrper
beeintrachtigte ein gegen a2,8-verknupfte PolyNeu5Ac gerichteter Antikdrper die
Fertilisation nicht, so dass flr die beiden PolySia-Typen verschiedene biologische
Funktionen angenommen werden kdénnen. Ebenfalls a2,8-verknipfte PolySia mit
bis zu 16 Neu5Ac-Resten konnten an Polysialogangliosiden im Seeigelsperma
nachgewiesen werden. Dies ist der erste Nachweis von a2,8-verknilpfter PolySia
in Glykolipiden von Eukaryonten [Miyata et al.; 2007; Miyata et al.; 2011].

In Spermien von Wirbel- und Sdaugetieren wurde bisher keine PolySia

nachgewiesen bzw. beschrieben.

Die chemischen und immunogenen Eigenschaften, die sich einzelne Bakterien wie
oben beschrieben zunutze machen, um sich zu maskieren, machen PolySia als
Modifikation von Medikamenten auf Protein-Basis interessant. Diese weisen oft
nachteilige Eigenschaften wie ein hohes Molekulargewicht, geringe
Halbwertszeiten und eine starke Immunogenitat auf. Vor allem Halbwertszeit,
Loslichkeit und Immunogenitat kénnten durch Hyperglykosylierung verbessert
werden. PolySia scheint daflir ein geeigneter Kandidat zu sein [Pisal et al.;
2010].
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1.1.3 Synthese von PolySia

In Saugetieren wird PolySia von den beiden Golgi-standigen a2,8-
Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV synthetisiert [Kean; 1991; Mlnster
et al.; 1998]. ST8Siall und ST8SialV gehdéren zur mehr als 20 Mitglieder
umfassenden Familie der Sialyltransferasen [Harduin-Lepers et al.; 2001].

Die individuellen und synergistischen Polysialylierungs-Eigenschaften der beiden
Polysialyltransferasen in vivo wurden am NCAM-Mausmodell eingehend
charakterisiert. Je nach Expressionsniveau von ST8Siall und STS8SialV
unterscheiden sich sowohl die synthetisierte Gesamtmenge von PolySia als auch
die synthetisierten Kettenlangen. AuBerdem zeigte sich, dass NCAM je nach
Genotyp in unterschiedlichem AusmaB polysialyliert wird. So wird bei ST8Siall-
defizienten Mausen 55 % von NCAM polysialyliert, wahrend ST8Siall bei einem
intakten Allel allein in der Lage war 90 % aller NCAM-Molekule zu polysialylieren
[Galuska et al.; 2006; Galuska et al.; 2008; Oltmann-Norden et al.; 2008].

Der Synergismus der beiden Polysialyltransferasen bewirkt ein fein reguliertes
Expressionsmuster von PolySia-NCAM. So wird ein fehlreguliertes PolySia-NCAM-
Muster mit dem Morbus Alzheimer [Mikkonen et al.; 2001] und ein erniedrigter
PolySia-NCAM-Gehalt mit Schizophrenie-Erkrankungen [Barbeau et al.; 1995;
Isomura et al.; 2011] in Verbindung gebracht. Die komplette Inaktivierung von
ST8Siall und ST8SialV im Mausmodell fliihrt zu einem letalen Phanotyp mit
fortschreitendem Hydrocephalus, Bildungsdefekten von neuronalen
Zellverbindungen und postnataler Wachstumsverzdégerung [Weinhold et al.;
2005].

Uber die Synthese von a2,8-verkniipfter PolySia in Seeigeln ist bislang wenig
bekannt. Die Gene der beiden a2,8-Polysialyltransferasen von Saugetieren
kdnnen in Seeigeln nicht nachgewiesen werden [Harduin-Lepers et al.; 2008].
Zur besseren Verstandlichkeit und Ubersichtlichkeit werden im weiteren Verlauf
der Arbeit die Begriffe Sialinsaure (Sia) und Neu5Ac bzw. PolySia und a2,8-

verknipfte Neu5Ac-Polymere synonym verwendet.

1.2 Anatomie und Physiologie des Hoden

Die paarig angelegten Hoden erflllen zwei Aufgaben: die Bildung von

Samenzellen, die sog. Spermatozoen oder Spermien, und die Synthese von
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mannlichen Geschlechtshormonen wie z.B. Testosteron [Holstein; 1994]. Der
grundlegende Aufbau des Hodens ist bei den verschiedenen Saugetierspezies
vergleichbar [Holstein; 1994; Sinowatz; 2001].

1.2.1  Histologischer Aufbau des Keimepithels

Das menschliche Hodengewebe besteht aus Hodenlappchen, die gekammert von
bindegewebigen Septen zum Rete testis (lat. rete = Netz) verlaufen. Das Rete
testis ist das Verbindungsstliick vom Hoden zum Nebenhoden [Holstein; 1994].
In den Hodenlappchen laufen in morphologisch und funktionell voneinander
getrennten Kompartimenten sowohl die Samenzellreifung als auch die
Hormonproduktion ab. Die Samenzellreifung (Spermatogenese) findet im
tubuldren Kompartiment, den sog. Tubuli seminiferi, statt, wahrend die
Hormonsynthese (Steroidogenese) im Interstitium ablauft [Weinbauer et al.;
2009].

Haufigster Zelltyp neben den in allen Stadien vorkommenden Keimzellen
innerhalb der Tubuli sind die Sertoli-Zellen, die mit ihren Zellauslaufern das zur
Spermatogenese ndétige Stutzgerist und Wachstumsmilieu des Keimepithels
erzeugen und die Blut-Hoden-Schranke bilden [Mruk et al.; 2004]. Im Laufe der
Spermatogenese passieren die Keimzellen im Spermatozyten-Stadium die Blut-
Hoden-Schranke [Lui et al.; 2003; Rabionet et al.; 2008] und sind damit ab
diesem Stadium vor dem eigenen Immunsystem verborgen [Weinbauer et al.;
2009].

1.2.2 Spermatogenese

Die Spermatogenese umfasst mehrere Stadien, an deren Ende die aus der
Meiose hervorgehenden haploiden Spermien stehen (Abbildung 1.5).

Die Spermatogonien liegen basal im Keimepithel. Sie kdénnen in Typ A und B
unterteilt werden, wobei die Spermatogonien Typ B ein weiter entwickeltes
Keimzellstadium darstellen und nur noch losen Kontakt mit der Basalmembran
haben. Die A-Spermatogonien kdénnen ebenfalls in zwei verschiedene Typen
unterteilt werden, namlich in A pale (Ap) und A dark (Ad), was von ihrer
unterschiedlichen Anfarbbarkeit herrihrt [Clermont; 1963; Holstein; 1994]. Die

Ad-Spermatogonien weisen im adulten Hoden nur eine sehr geringe

10
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Proliferationsaktivitéat auf und werden als testikuldare Stammzellen angesehen
[Ehmcke et al.; 2006b]. Ap-Spermatogonien weisen eine kontinuierliche
Teilungsaktivitat auf [Ehmcke und Schlatt; 2006a]. Aus einer Ap-Spermatogonie
gehen beim Menschen rein rechnerisch 16 elongierte Spermatiden hervor
[Amann; 2008].

Durch  mitotische Teilung entstehen aus B-Spermatogonien primare
Spermatozyten. Kennzeichnend fir die Entwicklung der Spermatozyten ist die
Uberwindung der Blut-Hoden-Schranke und die Bildung von haploiden Keimzellen
durch meiotische Reifeteilungen [de Kretser et al.; 1998]. Die Blut-Hoden-

Schranke bleibt zu jedem Zeitpunkt dieses Prozesses intakt [Russell; 1977].

A:Pgle AfD_aark
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Abbildung 1.5 Spermatogenese

Schematische Darstellung der Spermatogenese sowie Darstellung einzelner
Keimzelltypen des Mannes. Aus einer A-Pale-Spermatogonie gehen rein rechnerisch 16
reife Spermien hervor [Amann; 2008]. Die Interaktion zwischen A-Pale und A-Dark-
Spermatogonien ist bisher unbekannt. Ab dem Stadium der B-Spermatogonie ist nur der
halbe Stammbaum dargestellt. A-Pale = A-Pale-Spermatogonie; A-Dark = A-Dark-
Spermatogonie; B = B-Spermatogonie; I = Spermatozyt Typ I; II = Spermatozyt Typ II.
Modifizierte Darstellung nach [Weinbauer et al.; 2009]

11
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Bereits wahrend des Transportes durch die Blut-Hoden-Schranke treten die
Spermatozyten in die Meiose ein. Die erste meiotische Phase, die Prophase I,
dauert beim Menschen etwa 24 Tage. In dieser Phase findet auch der crossing-
over genannte Austausch genetischen Materials zwischen den homologen
Chromosomen statt [Holstein; 1994]. Nach Ablauf der Prophase I wird die erste
meiotische Teilung schnell abgeschlossen und endet pro Spermatozyt I in der
Bildung von zwei haploiden Spermatozyten 1II, jedoch mit doppeltem
Chromatidensatz. Die DNA wird nun nicht redupliziert und nach nur ca. 6
Stunden teilen sich die Spermatozyten II in haploide Spermatiden mit einfachem
Chromatidensatz [de Kretser et al.; 1998; Sinowatz; 2001]. Der zweite Teil der
Meiose lauft dabei wie eine normale Mitose ab. Aus einem Spermatozyt II

entstehen zwei Spermatiden [Bergmann; 1998].

1.2.3  Entwicklung zum elongierten Spermium

Die Entwicklung der Spermatide zum reifen elongierten Spermium
(Spermatozoon) umfasst vor allem morphologische Veranderungen, die mit einer
Polarisierung der Zelle einhergehen (Abbildung 1.6).

Mit der Wanderung des Zellkerns in die Peripherie findet eine starke Verdichtung
der DNA statt. Zwischen Zellmembran und exzentrischem Zellkern formiert sich
das Akrosom, welches aus granularen Vakuolen des Golgi-Apparates entsteht
und sich kappenartig Uber zwei Drittel des Kerns legt. Auf der Gegenseite
entsteht der Spermienschwanz, das Flagellum, welches Uber zwei T-férmig
angeordnete Zentriolen an der Kernmembran verankert ist. Dieser Prozess wird
auch als Elongation bezeichnet. Mit der Reduktion des Organellenapparates auf
ein Minimum findet am Schluss der Spermiogenese die AbstoBung des
entstehenden Residualkdrpers und damit der Verlust groBer Zytoplasma-Anteile
statt [Holstein; 1994; de Kretser et al.; 1998; Weinbauer et al.; 2009].
Zeitgleich mit den morphologischen Veranderungen werden die elongierenden
Spermatiden lumenwarts transportiert [Guttman et al.; 2000]. Die Lésung des
reifen Spermiums vom Keimepithel wird als Spermiation bezeichnet [Mruk und
Cheng; 2004]. Kontraktile Elemente, die die Tubuli seminiferi umhdillen, sorgen
fir den Transport der noch unbeweglichen Spermien ins Rete testis und von dort
weiter in den Nebenhoden [Middendorff et al.; 2002].

12



Einleitung

Akrosomblase Akrosomkappe Nukleus Mitochondrien

Abbildung 1.6 Differenzierung der Spermatide zu Spermatozoen

(A) Die Akrosomblase bildet sich (Gber dem Kern, das Axonem entsteht am
entgegengesetzten Kernpol. (B) Der Nukleus wird oval, das Akrosom verdichtet sich. (C)
Der Nukleus verdichtet sich, die Mitochondrien gruppieren sich um das Axonem. (D)
Reifes Spermium nach AbstoBung groBer Zytoplasmaanteile, die Mitochondrien sind
helikal um das Mittelstiick angeordnet. Vereinfachte Darstellung nach [Holstein; 1994]

1.2.4  Spermienreifung im Nebenhoden

Die treibende Kraft flir den Transport der noch unbeweglichen Spermien in den
Nebenhoden ist ein kontinuierlicher Flissigkeitsstrom, in dem die Spermien
passiv mitgesplilt werden [Holstein; 1994; Cooper et al.; 2009]. Dort verweilen
sie beim Menschen abhangig von der testikuldaren Produktionsrate zwischen 2
und 7 Tage, wahrend sie weiter reifen. Umso niedriger die testikulare
Produktionsrate, desto langer dauert der Transit der Spermien durch den
Nebenhoden [Johnson et al.; 1988].
Der Nebenhoden gliedert sich in Kopf, Kérper und Schwanz und wird in dieser
Reihenfolge von den Spermien durchquert [Seitz; 1998]. Er erflllt vor allem drei
Aufgaben [Bedford; 1994]:
e Transport der Spermien zum Nebenhoden-Schwanz, von dem aus sie
ejakuliert werden kdénnen
» Schaffung eines Mikromilieus, um die weitere Reifung zu Uberlebens- und
befruchtungsfahigen Spermien zu férdern
» Speicherung von reifen und befruchtungsfahigen Spermien.
Mikroskopische Studien belegen, dass sich wahrend der Passage des
Nebenhodens unter anderem GréBe und Konfiguration von Akrosom und Nukleus
verandern, sowie strukturelle Veranderungen an anderen Organellen stattfinden
[Cornwall; 2009].
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Bei fruheren in vivo und in vitro Versuchen wurde beobachtet, dass die
Wahrscheinlichkeit, mit der ein Spermium eine Eizelle befruchtet, ansteigt, bzw.
die Befruchtung schneller eintritt, je weiter distal die Spermien aus dem
Nebenhoden entnommen wurden. Direkt aus dem Hoden enthommene Spermien
sind dazu weder nach Insemination noch nach in-vitro-Fertilisation (IVF) in der
Lage, was auf weitere Entwicklungsschritte schlieBen lasst [Cooper; 2007].

In distaler Richtung scheint die Anzahl morphologisch missgebildeter Spermien
abzunehmen, was bei ndherer Betrachtung auf die Reduktion von Artefakten in
der Praparation zurickzufihren ist [Yeung et al.; 1997]. Bekannt ist, dass die
epididymale FlUssigkeit hohe Konzentrationen an wasserldslichen
niedermolekularen Komponenten wie Myoinositol, Taurin, L-Carnitin oder
Glutamat aufweist und gegenuber Serum hyperosmolar ist [Cornwall; 2009]. Die
Hypothese ist, dass Spermien auf ihrem Weg durch den Nebenhoden diese
Molekile aufnehmen und nach Ejakulation auf diese Weise besser vor
osmotischem Stress geschitzt sind [Cooper et al.; 2003].

Ein zentraler Entwicklungsschritt der Spermien ist die Ausbildung der
Beweglichkeit. Obwohl die morphologischen Voraussetzungen bereits bei Losung
vom Keimepithel vorhanden sind, entwickelt sich eine koordinierte und
progressive GeiBelbewegung erst in den distalen Bereichen des Nebenhoden-
Koérpers bzw. im Schwanz [Soler et al.; 1994]. Dabei scheint vor allem eine
bessere Koordination des Bewegungsmusters, neben der Erhéhung der
Schlagkraft, die Vorwartsbeweglichkeit zu erhéhen [Cooper und Yeung; 2009].
Obwohl die Spermien im Nebenhoden die Fahigkeit zur Vorwartsbewegung
erlernen, sind sie wahrend der Speicherung im Schwanz weitgehend

unbeweglich, um die Energiereserven zu schonen [Yeung et al.; 1993].

1.2.5 Veranderungen der Zellmembran wahrend der Passage des

Nebenhodens

Bei dem auf ein Minimum reduzierten Organellenapparat der Spermien kommt
der Zellmembran sozusagen als Sitz der Kommunikationsmolekille eine
Schlusselrolle in der Interaktion mit dem mannlichen bzw. weiblichen
Genitaltrakt im Allgemeinen und der Interaktion mit der Eizelle im Besonderen
zu. Darum ist es flr die erfolgreiche Befruchtung von groBer Wichtigkeit, dass

dieser Zellapparat mit den ndétigen Proteinen ausgestattet wird, da Spermien,
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wenn sie einmal vom Keimepithel abgestoBen sind, diese nicht mehr selbst
herstellen kdnnen [Sullivan et al.; 2005].

Wahrend man zunachst annahm, dass die meisten Membran-Proteine auf
Spermien im Nebenhoden durch elektrostatische, nicht-kovalente Bindungen
aufgelagert werden und somit mit Detergenzien ,,abwaschbar®™ sind [Robitaille et
al.; 1991], verdichten sich die Hinweise, dass viele fest in die Membran integriert
sind, z.B. mittels Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) [Légaré et
al.; 1999; Frenette et al.; 2001; Yeung et al.; 2001; Zhang et al.; 2003].

Der epididymale Reifungsprozess lasst sich auBerdem an einer Zunahme
negativer Oberflachen-Ladungen beobachten. Dies konnte bereits in mehreren
Spezies gezeigt werden [Yanagimachi et al.; 1972; Eddy et al.; 1985]. Diese
Ladungszunahme hangt unter anderem mit dem Anstieg von Sialinsaure-Resten
zusammen [Holt; 1980].

Die Oberflachen-Glykosylierung von epididymalen Zellen kann mittels Lektinen
nachgewiesen werden [Arya et al.; 1986]. Die Bindungsraten der
entsprechenden Lektine im Nebenhoden nehmen nach distal hin zu mit
Maximalwerten im Schwanz, wahrend im Lumen des Samenleiters nur noch
Bindung von wheat germ agglutinin (WGA) nachweisbar ist, einem Lektin das
relativ spezifisch an N-Acetylglukosamin und Sialinsduren bindet [Arenas et al.;
1996].

1.3 Anatomie und Physiologie der Spermien,

Aufgabe der Spermien ist es, das Erbgut des Mannes zum Erbgut der Frau zu
transportieren und dort durch Verschmelzung der beiden Gameten je nach
Spezies einen bzw. mehrere Embryonen zu bilden, aus denen sich das neue
Leben weiterentwickeln kann. Nach einer Reihe von Entwicklungsschritten in
Hoden und Nebenhoden, wird das Spermium als reife und terminal

ausdifferenzierte Zelle bei der Ejakulation im weiblichen Genitaltrakt deponiert.

1.3.1 Histologischer Aufbau

Die SpermiengréBe variiert bei den verschiedenen Spezies. Beim Menschen
erreicht sie eine Lange von 50 - 60 ym, wahrend sie beim Rind bis zu 90 ym
betragen kann [Schnorr; 2006].
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Morphologisch lassen sich drei verschiedene Kompartimente unterteilen: Kopf,
Hals und Schwanz (Abbildung 1.7). Der Kopf beherbergt den Kern mit haploidem
Chromosomensatz und das Akrosom, welches sich kappenartig Uber den Kern
stilpt [Holstein; 1994]. Es entsteht wahrend der Spermatogenese aus dem
Golgi-Apparat und beherbergt hydrolytische Enzyme wie Akrosin oder
Hyaluronidase, die im Rahmen der Akrosomenreaktion ausgeschittet werden und
die Zona pellucida der Eizelle verdauen [Tulsiani et al.; 1998]. Der nicht vom
Akrosom bedeckte Teil des Kopfes wird postakrosomale Region genannt
[Pedersen; 1972]. Diese wird durch das aquatoriale Segment, welches noch zum
Akrosom gehért, von der Akrosomen-Region getrennt. Es ist nur in Hdheren
Saugetieren (Eutheria) nachweisbar [Bedford et al.; 1979].
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass die Fusion von Spermium und
Eizelle von dieser Struktur ausgeht [Fujihara et al.; 2010].

Der menschliche Spermien-Kopf hat eine Tennisschldger-artige Form. Bei der
seitlichen Ansicht ist er zur Spitze hin abgeplattet [Holstein; 1994].
Rinderspermien haben eine ovale bis birnenférmige Form und sind in der
Seitenansicht ebenfalls abgeplattet [Sinowatz; 2001].

Der Spermienhals ist ein kurzes Verbindungsstlick zwischen Kopf und Schwanz.
Er besteht im reifen Spermium nur noch aus einem Zentriol. Aus dem zweiten
Zentriol, welches T-féormig zum ersten angeordnet war, entsteht im Laufe der
Spermatiden-Differenzierung das Tubulusbindel des Schwanzes [Pesch et al.;
2006]. Einige Autoren sprechen von zwei Kompartimenten und zahlen den Hals
zum Schwanz hinzu [Fawcett; 1975].

Der dreiteilige Schwanz dient als Fortbewegungsorgan, um den weiten Weg
durch den Uterus und die Eileiter zurtcklegen zu koénnen. Er lasst sich in
Mittelstlick, Hauptstlick und Endstlick unterteilen. Zentrales Element ist das aus
Mikrotubuli in 9x2+2-Konfiguration gebildete Tubulusbiindel. Es erstreckt sich
Uber den gesamten Schwanz, verliert aber im Endstlick die charakteristische
Anordnung [Afzelius et al.; 1995].

Unterscheidungsmerkmal von Mittelstlick und Hauptstlick sind die in ersterem
Teil liegenden Energie-liefernden Mitochondrien [Si et al.; 1993]. Um die
Beweglichkeit des Schwanzes nicht zu beeintrachtigen, sind sie helikal um das

Tubulusbliindel angeordnet. Ein enger mit der Zellmembran verbundener Ring

16



Einleitung

verhindert ein Abrutschen der Mitochondrien nach distal [Pesch und Bergmann;
2006].

Schwanz =

5

';‘.:\.

'._'fcs?-_- Hauptstick

Y,

postakrosomale |
Region

— Kopf

Abbildung 1.7 Aufbau eines Spermiums

Elektronenmikroskopische Aufnahme eines menschlichen Spermiums. (A) Langsschnitt.
Dargestellt sind der Kopf, der Hals und der Schwanz mit Mittelstiick und teilweise dem
Hauptstiick. A = Akrosom; N = Nukleus; C = Zytoplasma; M = Mitochondrien; Ax =
Axonem; Rf = Ringfasern. (B) Querschnitt durch das Hauptstick. Zu sehen ist die
typische 9x2+2 Anordnung der Mikrotubuli mit den umgebenden Ringfasern. Abbildung
nach [Neugebauer et al.; 1990], entnommen aus [Cooper und Yeung; 2009]

1.3.2 Spermien-Glykokalix

Im Ejakulat erscheinende menschliche Spermien tragen schatzungsweise
mindestens 300 verschiedene Proteine auf ihrer Oberflache, detektierbar durch
vektorielle Markierung mit '?°I, einem Jod-Radioisotop, oder Biotin [Naaby-
Hansen et al.; 1997]. Bei somatischen Zellen wird geschatzt, dass tber 90 % der

Oberflachen-Proteine glykosyliert sind [Gahmberg et al.; 1996], und auch

17



Einleitung

Spermien-Proteine sind haufig glykosyliert [Benoff; 1997]. Die
elektronenmikroskopisch messbare GréBendifferenz zwischen (relativ gesehen
dinnerer) Erythrozyten- und (dickerer) Spermien-Glykokalix mit einem
Unterschied zwischen 10 und 50 nm [Rademacher et al.; 1988; Bearer et al.;
1990] lasst die Bedeutung der Glykosylierung im Rahmen der Fertilisation
erahnen.

Die Charakterisierung von Spermien-Glykoproteinen in verschiedenen Spezies
zeigt starke Spezies-spezifische Unterschiede in den Glykosylierungsmustern.
Dies kdnnte zur Verhinderung von Spezies-Ubergreifender Fertilisation beitragen
[Schroeter et al.; 1999].

Die Verteilung der Glykoproteine auf der Oberflache folgt einem genauen Plan,
anhand dessen man sowohl eine terminologische Einteilung als auch eine
funktionelle Zuordnung der einzelnen Kompartimente vornehmen kann [Koehler;
1981]. Mittels Klonierung testikuldrer und epididymaler Gene konnte eine Reihe
von Glykoproteinen der Spermien-Glykokalix identifiziert werden [Schroeter et
al.; 1999]. Dies ist insofern von Bedeutung, als Glykoproteinen eine wichtige
Rolle im Rahmen der Fertilisation zugeschrieben wird. Zum einen gibt es
Hinweise, dass Oligosaccharid-Reste immunsupressive Wirkung haben [Halttunen
et al.; 2000; Pang et al.; 2007; Koyama et al.; 2009]. Zum anderen sind
Glykoproteine von groBer Relevanz fir die Interaktion von Spermien mit
weiblichem Gewebe [Ivell; 1999] oder die Implantation des Embryos [Whyte et
al.; 1985]. Spermien binden im weiblichen Genitaltrakt an das Epithel des
Eileiters und verbleiben dort in einem energiesparenden Zustand bis zur
Ovulation, um die Oozyte zum optimalen Zeitpunkt erreichen zu koénnen
[Dobrinski et al.; 1997; Orihuela et al.; 1999; Croxatto; 2002]. Dieser Vorgang
wird Uber Proteine vermittelt, die stark glykosyliert sind [Suarez; 2002]. Dabei
gibt es Spezies-spezifische Unterschiede zwischen den Kohlenhydrat-Molekdilen.
So wird vermutlich die Spermien-Ovidukt-Adhdsion beim Rind durch Fucose
[Lefebvre et al.; 1997], bei der Ratte und beim Hamster durch Sialinsaure-Reste
vermittelt [DeMott et al.; 1995; Cortes et al.; 2004].

1.3.3 Interaktion von Spermium und Eizelle

Bevor Spermien die weibliche Eizelle befruchten kénnen, missen sie noch einige

Entwicklungsschritte im weiblichen Genitaltrakt vollziehen. Diese umfassen die
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sog. Kapazitation, ein Prozess, bei dem unter anderem Membran-Proteine
abgespalten oder modifiziert werden [Abou-haila et al.; 2009], und die
Hyperaktivierung, die durch eine gréBer werdende asymmetrische
Bewegungsamplitude des Flagellums gekennzeichnet ist [Katz et al.; 1980;
Marquez et al.; 2004].

Um zur Eizelle vordringen zu kénnen, missen Spermien zunachst den aus ca.
5000 Zellen bestehenden Cumulus oophorus durchdringen (Abbildung 1.8). Als
Werkzeug nutzen sie die GPI-verankerte Oberflachen-Hyaluronidase PH-20, die
fur die hyperaktivierten Spermien einen Weg durch die Zellschicht bahnt. Das
Akrosom ist noch intakt [Lin et al.; 1994; Primakoff et al.; 2002].

Der erste direkte Kontakt zwischen Spermium und Zona pellucida der Eizelle I6st
die Akrosomen-Reaktion aus [Oehninger; 2001]. Die Zona pellucida ist eine
zwischen Cumulus oophorus und Eizelle liegende glykoproteinreiche
extrazelluldre Matrix, welche die komplette Eizelle umhillt [Lefievre et al.;
2004]. Die das Akrosom uberdeckende Spermien-Membran I6st sich auf, das
Akrosom wird er6ffnet und die darin enthaltenen Proteasen und Glycosidasen
werden freigesetzt. Lektinartige Proteine auf der inneren Akrosomen-Membran
binden an Oligosaccharide der Eizelle, wahrend die freigesetzten Proteasen und
Glycosidasen einen Weg durch die Zona pellucida bahnen [Dell et al.; 1999].

Ein GroBteil der Kohlenhydratketten von Glykoproteinen der noch nicht
penetrierten Zona pellucida enthalten beim Rind Sialinsaure-Reste [Katsumata et
al.; 1996]. Ihr Gehalt sinkt nach erfolgter Akrosomen-Reaktion des Spermiums
stark ab. Das fuhrte zu der Hypothese, dass aus dem Akrosom freigesetzte
Neuraminidasen die Zusammensetzung der Zona pellucida verandern und so die
Eizelle vor Polyspermie, also der gleichzeitigen Befruchtung durch mehrere
Spermien, schiitzen [Velasquez et al.; 2007].

Spermien, die die Zona pellucida passiert haben, fusionieren mit der
Zellmembran der Eizelle. Der erste Kontakt findet zwischen Oolemma und
Spermienspitze statt [Talbot et al.; 2003]. AnschlieBend bindet das
entsprechende Spermium seitlich mit der Aquatorial-Region an die Eizelle [Stein
et al.; 2004]. Eine Voraussetzung scheint die erfolgreich abgelaufene

Akrosomen-Reaktion zu sein [Ikawa et al.; 2010].
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Abbildung 1.8 Interaktion von Spermium und Eizelle

Schematische Darstellung der Interaktion von Spermium und Eizelle. (A) Penetration des
Cumulus oophorus (Lila). (B) Darstellung der Eizelle ohne Cumulus-Zellen. Spermium 1
bindet an die Zona pellucida (Blau); Spermium 2 vollzieht die Akrosomenreaktion mit
Exozytose des akrosomalen Inhalts; Spermium 3 durchquert die Zona pellucida. (C)
Spermium 1 bindet seitlich mit der Aquatorial-Region an die Zellmembran der Eizelle;
Spermium 2 fusioniert mit der Eizelle. Abbildung nach [Primakoff und Myles; 2002]

Es existiert eine Reihe von Proteinen, von denen man weiB3, dass sie Penetration
und/oder Fusion von Spermium und Eizelle unterstltzen. Viele der in vitro
identifizierten Proteine erwiesen sich im Mausmodell als wichtig, aber nicht
essentiell fur die Fertilisation. Das Fehlen bestimmter Faktoren scheint in vivo

kompensiert werden zu kénnen [Talbot et al.; 2003; Ikawa et al.; 2010].
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2 Zielsetzung

Es gibt zahlreiche Beispiele, dass sich physiologische Prinzipien, die einen

evolutionaren Vorteil haben, unabhangig von einander in unterschiedlichen

Spezies entwickelt haben (z.B. Auge bei Tintenfisch und Wirbeltier). Da PolySia

entscheidend an der Funktionalitat von Seeigelspermien beteiligt ist, war das Ziel

der vorliegenden Arbeit, zu untersuchen, ob PolySia auch auf Spermatozoen von

Sadugetieren prasent ist.

Dabei waren folgende Fragestellungen von besonderem Interesse:

Sind Sialinsaurepolymere auf Glykoproteinen von Spermien vorhanden?
Wie lang sind die synthetisierten PolySia-Ketten?

Liegen die PolySia-Ketten an N- oder O-Glykanen des polysialylierten
Glykoproteins vor?

Wo ist das bzw. sind die sialylierten oder polysialylierten Proteine auf dem

Spermium lokalisiert?
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3 Material

3.1 Probenmaterial

Zur Etablierung der Methoden wurde zunachst natives, bovines Ejakulat
verwendet. Verwendet wurden nur Proben mit einer guten Massenbewegung und
einer Vorwartsbewegung, die bei mindestens 70 % lag [Weitze; 2001].

Zur Gewinnung der bovinen Ejakulate wurden wechselweise drei gesunde Bullen
der Rasse Holstein-Friesian aus der Klinik fir Geburtshilfe, Gynakologie und
Andrologie der Veterinarmedizin GieBen mit Hilfe eines Unterstell-Bullen [Leiding;
2007] abgesamt. Die Tiere waren zwischen 2 und 3 Jahren alt.

Die humanen Ejakulate stammten von drei an der Studie Dbeteiligten
Wissenschaftlern im Alter zwischen 26 und 34 Jahren, so dass es sich um eine
Eigenspende handelte und kein Ethikvotum erforderlich war (siehe [Simon et al.;
2013]).

3.2 Antikdrper

3.2.1 Primarantikoérper

Anti-PolySia (735) monoklonaler Antikorper, erkennt
a2,8-verknipfte PolySia ab einer Kettenlange
von 8 Sialinsaureresten [Frosch et al.; 1985]
Anti-SynCAM Sigma

3.2.2 Sekundarantikérper

Polyklonale Ziegen Anti-Maus-Ig Immunglobuline/HRP-konjugiert ~ Dako
Polyklonale Schwein Anti-Kaninchen-Ig Immunglobuline/HRP- Dako
konjugiert

Polyklonale Ziegen Anti-Maus IgG, FITC-konjugiert Dianova
Polyklonale Ziegen Anti-Maus IgG, Rhodamin Red™-X-konjugiert Dianova

3.3 Enzyme

EndoN Endoneuraminidase N aus einem
E. coli K1 Phagen [Kwiatkowski
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N Glycosidase F (PNGaseF)

et al.; 1982]
Roche, NEB

N-Acetyl-2,3-dehydro-2-deoxyneuraminsdaure Sigma

Enzympuffer:

* Glycoprotein-Denaturierungspuffer

* 10 % NP-40

3.4 Gerate

Analysenwaagen
Auto-Sampler Midas
Blockthermostate
Blotkammer
Brutschrank

Drucker

Eismaschine
Elektrophoresekammern
Fluoreszenz-Detektoren
Gefrierschranke
HPLC-Anlagen
Kihlschrank
Magnetrihrer
Microplate Reader

Mikroskope

* Fluoreszenz-Mikroskop

» Lichtmikroskop

Mikroskop-Kamera RT Slider

Mikrotom
pH-Meter

Reinstwasseranlage Milli-Q®

Dokumenten-Scanner
Schuttler
Spannungsquelle EPS 600
Speedvac RC 10.22

Bio-Labs
Bio-Labs

Mettler Toledo
Spark

HLC, Thermodual
Kreutz Labortechnik
WTC Binder
Brother, Samsung
Scotsman

Bio-Rad

Jasco, Merck Hitachi
Bosch, Liebherr
Knauer, Merck Hitachi
Bosch

Hartenstein

Bio-Tek

Leica

Olympus

Diagnostic Instruments
Leica

Knick

Millipore

Brother

Stovall, Ika

Pharmacia

Jouan
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Ultraschallbad
Ultraschallstab Sonifier
Vortexer

Thermomixer
Thermo-Wasserbad
Warmeschrank
Zentrifugen:

e Kuhlzentrifuge ,Universal®

« Galaxy 14D
+ Labofuge
3.5 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen

Filme

Filterpapier Whatman-Paper
Kanllen Spinocan
Mikrotiterplatten
Objekttrager

Petrischalen

Pipettenspitzen
Polypropylenréhrchen
PVDF-Membran
ReaktionsgefaBBe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Spritzen (2 ml, 5 ml)
Zentrifugier-Filter-Gefal3e

3.6 Chemikalien
a2,9 verknupfte Neu5Ac

Aceton

Acrylamid Rotiphorese®
AEC Staining Kit
Aprotinin

Ammoniumpersulfat (APS)

Bandelin Sonorex
Branson

Ika

Eppendorf
Eppendorf

Memmert

Hettich
VWR

Heraeus

Roth, Knittel

Kodak Biomax XAR Film
Schleicher & Schell
Braun

Greiner, Roth
Langenbrinck, Roth
Greiner

Eppendorf, Sarstedt
Greiner, Sarstedt

GE Healthcare
Eppendorf

Braun, Henke-Sass Wolf

Millipore

Dade Behring
Merck

Roth

Sigma

Sigma

Sigma
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BCA Assay Kit

Blockpuffer Roti®-Block
Bovine Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid
Chemilumineszenz SuperSignal
Colominséaure
2-Mercaptoethanol
Di-Natriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

Dynabeads® Tosylactivated
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol

Fetales Bovines Serum (FBS)
Glycin

Hamalaun

Hepes

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Laemmli

Leupeptin

Magnesiumchlorid

Methanol

Mounting Medium (Glycergel)
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natrium-Deoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natrium-Laktat

Natrium-Pyruvat

Pageruler™ Prestained Protein Ladder

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Precision Plus All Blue Protein Standard

Roticlear®

Pierce
Roth
Sigma
Sigma
Thermo
Sigma, Ey
Sigma
Roth
Bio-Labs
Invitrogen
Roth
Merck
Sigma
Roth

Roth

Roth
Merck
Roth
Bio-Rad
Sigma
Merck
Merck
Dako, Roth
Seromed
Roth
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Fermentas
Sigma
Bio-Rad
Roth
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Salzsaure (HCI)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Temed (N,N,N’,N’-Tetramethylenethan-1,2-diamin)
Triethylamin

Trifluoressigsaure (TFA)

Tris

Triton X-100

Vectashield inkl. Diamidinphenylindol

Zytochem AP Staining Kit
1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol (DMB)

Merck
Bio-Rad
Roth
Merck
Pierce
Roth
Sigma
Vector
Zytomed
Dojindo
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4 Methoden

4.1 Probenaufbereitung des frischen Ejakulates

4.1.1 Proteinfallung mit Aceton

Die Acetonfallung ist eine Methode, um Proteine aus Ldsungen auszufallen und
aufzureinigen. Aceton dient dabei aufgrund seiner sowohl hydrophoben als auch
hydrophilen Eigenschaften als Ldosungsmittel. Es hat gegenliber Alkoholen wie
Ethanol oder Butanol den Vorteil, dass die Proteine weniger denaturiert werden.
Bei besonders hydrophoben Proteinen wirkt es dagegen eher schlechter als
Alkohole.

Die zur Acetonfallung vorgesehen Spermien werden zunachst mit Aqua bidest
lysiert und mit dem Ultraschallstab homogenisiert. AnschlieBend wird die Probe
im Verhaltnis 1:5 mit Aceton von -20°C Temperatur gemischt und Gber Nacht bei
-20°C inkubiert. Das ausgefallene Sediment wird bei 10.000 g und 8°C fir 5
Minuten zentrifugiert und nach TiefklUhlung mit flissigem Stickstoff im
Lyophilisator getrocknet. Anders als bei der Lyse, die der Affinitatsprazipitation

vorausgeht, wird bei der Acetonfallung kein spezieller Lysepuffer verwendet.

4.1.2 Swim-up

Modifiziertes Tyrode-Medium (TALP)

2,0 mM CaCl,

3,1 mM KCl

0,4 mM MgCl,

100 mM NaCl

25 mM NaHCO;
0,3 mM NaH,PO,

1 mM Na-Pyruvat
10 mM HEPES
21,6 mM Na-Lactat
20 % (v/v) FBS

Ziel der swim-up-Behandlung ist die Trennung der Spermien von Uubrigen
Ejakulatbestandteilen, wie z.B. Leukozyten oder Sekreten von Prostata oder
Blaschendrise (Abbildung 4.1). Daflr wird das native unbehandelte Ejakulat
vorsichtig unter angewarmtes TALP-Medium in einer PCR-well-plate geschichtet.
Bei bovinem Sperma 1 mL unter 5 mL TALP, bei humanem Sperma aufgrund der

niedrigeren Zellzahl im Ejakulat 1 mL unter 4 mL TALP-Medium. Nach 60 Minuten
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Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, mit dem Ziel, dass die
beweglichen Spermien sich aus der vorgelegten Ejakulatmasse I6sen und in das
TALP-Medium schwimmen, werden 3 mL Uberstand aus jeder Vertiefung (well)
abgenommen und bei 700 g 10 Minuten lang zentrifugiert. Nach Zentrifugation
wird erneut der Uberstand abgenommen und verworfen. Als Sediment bleiben
die wahrend der swim-up-Prozedur aufgrund ihrer Beweglichkeit ins Medium
eingewanderten Spermien zuruck, welche zur weiteren Analytik verwendet
werden kénnen. Nachteil der swim-up-Technik ist ein hoher Zellverlust, da selbst
bei kontinuierlicher Warmezufuhr und schneller Weiterverarbeitung nach der

Samengewinnung viele Spermien ihre Vorwartsbeweglichkeit verlieren.

TALP-Medium— —_— ANy
edium o °__ / \/\‘

Natives Ejakulat -1

37°C - 5%CO,

/
TALP + motile Spermien

Abbildung 4.1 Swim-up

Schematische Darstellung des swim-up. Das native Ejakulat wird vorsichtig unter TALP-
Medium geschichtet. Nach einstindiger Inkubation bei 37°C und 5 % CO, wird der
Uberstand bestehend aus beweglichen Spermien und Medium abgenommen

4.1.3 Lyse

Lysepuffer

5 mM EDTA

150 mM NacCl

50 mM Tris/HCI, pH 8

1 % (w/v) Triton X-100

0,5 % (w/v) Na-Deoxycholat
kurz vor Lyse hinzufligen:

1 mM PMSF

1 mM 1000 U Aprotinin

1 mM Leupeptin

Bei Anwendung der unten beschriebenen Affinitatsprazipitation wird die Lyse der

Spermien zusatzlich zur Homogenisierung mit dem Ultraschallstab durch
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Inkubation mit Lysepuffer durchgeflihrt. Die Spermien werden vor der Lyse
teilweise per Swim-up vom Rest-Ejakulat separiert.

Wenn kein Swim-up vorgeschaltet wird, wird das native Ejakulat mit Lysepuffer
versetzt und auf Eis mechanisch homogenisiert (,,gepottert"). Die mittels Swim-
up gewonnenen und vom TALP-Medium getrennten Spermien werden ebenfalls
mit Lysepuffer versetzt. In beiden Fallen erfolgt anschlieBend die
Homogenisierung mit dem Ultraschallstab.

Als Mengenrichtwert gilt: pro 1 mL Nativ-Ejakulat 1 mL Lysepuffer bzw. pro nach
Swim-up eines kompletten Ejakulates abzentrifugiertem Spermienpellets 2 mL
Lysepuffer. Die homogenisierten, mit Lysepuffer versetzten Spermien werden 2
Stunden unter Bewegung inkubiert und anschlieBend 1 Stunde bei 20.160 g
zentrifugiert, um unlésliche Zell- und Gewebsbestandteile abzutrennen. Beide
Prozeduren erfolgen bei 4°C. Der Uberstand wird in ein neues GefaB Uberfiihrt.
Wenn die lysierten Spermien zur HPLC-Analytik verwendet werden, wird das
ionische Detergens Natrium-Deoxycholat weggelassen, um die HPLC-Saulen nicht

zu beschadigen.

4.1.4 Aufreinigung von polysialylierten Glykoproteinen

Waschpuffer 1

20 mM Tris/HCI, pH 8
150 mM NaCl
0,5 % (w/v) Triton X-100

Waschpuffer 2

20 mM Tris/HCI, pH 8
150 mM NacCl

Elutionspuffer

100 mM Triethylamin
150 mM NaCl

Puffer B
0,1 M Na-Phosphat, pH 7,4

Puffer C

3 M Ammoniumsulfat
0,1 M Na-Phosphat, pH 7,4
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Puffer D
0,5 % BSA in PBS

Puffer E
0,1 % BSA in PBS

Um Proteine aufzureinigen, kann man beispielsweise eine Immunprazipitation
oder Affinitatsprazipitation durchfihren. Die Affinitatsprazipitation ist eine
molekularbiologische Methode, um ein bestimmtes Antigen, z.B. ein Protein, aus
einer groBen Zahl von Antigenen einer Lésung in vitro zu isolieren. Dabei ist ein
Antikérper an ein festes Substrat gekoppelt. Der jeweilige Antikdrper bindet
spezifisch Uber seine Affinitat das entsprechende Antigen.

In dieser Arbeit werden fiir die Aufreinigung von polysialylierten Proteinen
tosylaktivierte magnetische beads (Kigelchen) verwendet. Diese besitzen an
ihrer Oberflache Tosylgruppen, die eine kovalente Bindung eines Proteins Uber
eine primare Amino- oder Sulfhydrylgruppe unter Abspaltung von
Toluolsulfonsaure erméglichen (Abbildung 4.2). Statt eines Antikérpers wurde in
dieser Arbeit inaktivierte EndoN verwendet. Diese besitzt neben dem
inaktivierten aktiven Zentrum zur Spaltung von a2,8-verknlpfter PolySia hoch
spezifische Bindungsdomanen.

Die magnetischen Eigenschaften der beads macht man sich zunutze, indem man
mittels eines Magneten die sich in einer Lésung befindlichen beads von dieser
trennt. Die im Folgenden genannten Mengenangaben beziehen sich jeweils auf
eine Probe.

Die beads werden im OriginalgefaB resuspendiert und 335 pL (10 mg) in ein
neues ReaktionsgefaB Uberfihrt. Nach Anlagerung des Magneten kann der
Uberstand entnommen werden. Die beads werden zwei Mal in Puffer B
gewaschen (jeweils 1 mL). Fir die Ligand-Lésung werden 200 ug inaktivierte
EndoN mit Puffer B gemischt, sodass es insgesamt 150 pyL Lésung ergibt. Diese
wird zusammen mit 100 uL Puffer C zu den beads gegeben, sofort resuspendiert

und flr 12 Stunden bei 37°C unter Bewegung inkubiert.
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@)
/’H
~ R-NC
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Abbildung 4.2 Schema zur Kopplung von Proteinen an tosylaktivierte

magnetische beads
Entnommen aus Dynabeads® Produktbeschreibung der Firma Invitrogen™

Nach Inkubation werden die beads erneut an den Magneten gehalten und nach
Abnahme des Uberstandes eine weitere Stunde bei 37°C unter Bewegung mit 0,5
% BSA in PBS (Puffer D) inkubiert, um freie EndoN-Molektle, die unspezifisch
reagieren kdénnten, zu verdrangen. Die inaktivierte EndoN ist nun kovalent an die
beads gebunden. AbschlieBend wird noch zweimal mit PBS 0,1 % BSA (Puffer E)
gewaschen. EndoN-konjugierte beads kdnnen mehrfach verwendet und zwischen
den Versuchen in Puffer E tiefgefroren werden.

Vor der eigentlichen Affinitatsprazipitation werden die beads je zwei Mal in
Waschpuffer 1 und 2 gewaschen (jeweils 1 mL). Die folgenden Arbeitsschritte
werden unter kontinuierlicher Kihlung im Kidhlraum durchgefihrt.

Die beads werden nun zum entsprechend aufbereiteten Spermienlysat gegeben
und Uber Nacht unter Bewegung (mindestens flr 8 Stunden) inkubiert. Nach den
jeweils zwei Waschschritten mit den Waschpuffern 1 und 2 erfolgt die Elution, bei
der Substrat und inaktiverte EndoN wieder voneinander getrennt werden. Der
Elutionspuffer hat dabei einen basischen pH-Wert, wodurch die Bindung von
Substrat und inaktivierter EndoN geldst wird. Die EndoN bleibt jedoch aufgrund
der kovalenten VerknUpfung weiter an die beads gebunden.

Das gewonnen Eluat wird in ein neues Gefal3 Uberfihrt, mit flissigem Stickstoff

tiefgefroren und in der SpeedVac trocken gezogen.
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4.2 High-Performance Liquid Cromatography (HPLC) als

Trennmethode

Die Flussigkeitschromatographie oder high-performance liquid chromatography
ist ein analytisches Verfahren der Chemie und Biochemie, mit dessen Hilfe man
geléste Substanzen trennen und anhand von definierten Standards auch

identifizieren und quantifizieren kann.

4.2.1 C7/C9-Methode nach Sato

DMB-Puffer

18 mM Na-Hydrogensulfit
1 M Mercaptoethanol
40 mM TFA

Eine hoch sensitive Methode zur Detektion interner a2,8-verknipfter
Sialinsaurereste ist die C7/C9-Methode nach Sato [Sato et al.; 1998]. Weil
Sialinsauren nach heutigem Wissen in vivo immer endstandig vorkommen, lasst
sich so ein Nachweis Uber Di-, Oligo- und PolySia fuhren.

Die C7/C9-Methode beinhaltet sowohl eine Oxidation mit Perjodat, eine
Reduktion mit Natrium-Borhydrid als auch eine Fluoreszenz-Markierung mit 1,2-
Diamino-4,5-methylendioxybenzol (DMB), welches spezifisch ans reduzierende
Ende von a-Ketosauren bindet (Abbildung 4.3).

Unterzieht man Polysialinsaure-Proben einer Perjodat-Oxidation, so flhrt dies zur
Bildung von C7-Kdrpern am nicht-reduzierenden bzw. terminalen Ende der
Kohlenhydratkette, wahrend die internen Sialinsaure-Molekile C9-Koérper

bleiben. AnschlieBend kann das Verhaltnis von C7 zu C9 bestimmt werden.
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Abbildung 4.3 C7/C9-Methode nach Sato 1

Prinzip der C7/C9-Methode nach Sato: das polysialylierte Glykokonjugat wird oxidiert und
reduziert. Dadurch entsteht am nicht-reduzierenden Ende C7-Neu5Ac, wdahrend die
ketteninternen Neu5Ac-Molekiile weiter ein C9-Gerlst besitzen. Nach Hydrolyse und
Fluoreszenz-Markierung kénnen sie mittels HPLC (high-performance liquid
chromatography) getrennt bestimmt werden. DMB = 1,2-Diamino-4,5-Methylen-
Dioxybenzol. Entnommen vom Posterbeitrag: Detection of Polysialylated Proteins in
Mammalian Sperm von Galuska, S.P. et al., 2010

Die aufbereitete und getrocknete Probe wird in 50 yL 40 mM Natrium-
Acetatpuffer (pH 5,5) geldst, mit 4 pL frisch angesetzter 250 mM Natrium-
Metaperjodat-L6sung versetzt und 3 Stunden bei 0°C inkubiert. Die Oxidation
wird mit 10 uL Ethylenglycol (3 %) gestoppt. AnschlieBend wird die Probe mit 64
ML 200 mM Natrium-Borhydrid, geldést in 200 mM Natrium-Boratpuffer (pH 8),
versetzt. Die Reduktion erfolgt Gber Nacht bei 0°C. Am ndchsten Tag wird die
Probe in der SpeedVac trocken gezogen.

Die getrocknete Probe wird in 200 mL 0,2 N TFA gelést, 4 Stunden lang bei 80°C
hydrolysiert und erneut in der SpeedVac trocken gezogen. Die Fluoreszenz-
Markierung erfolgt mit DMB-Reagenz, welches 1:1 mit Aqua bidest verdinnt
wird, flir 2 Stunden bei 55°C. Die Derivatisierung wird mit 20 pL 0,2 M NaOH
gestoppt.

Zur Auftrennung wird eine LiChroCART® 250-2 Superspher® 100 reversed-
phase-Saule von Merck verwendet, die auf 40°C erwarmt wird.

Gemessen wird bei einer Anregungswellenldange von 372 nm und einer

Emissionswellenlange von 456 nm. Als Laufmittel (LM) werden verwendet:
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LM A: 4 % Acetonitril : 4 % Methanol : 92 % H,0 und 0,1 % (v/v) TFA

LM B: 45 % Acetonitril : 45 % Methanol : 10 % H,O und 0,1 % (v/v) TFA

Die Flussgeschwindigkeit liegt bei 0,25 mL/min. Eluiert wird mit folgendem
Gradienten:

Tomin = 0 % (v/v) LM B, T30 min = 15 % (v/v) LM B. Gewaschen wird die Saule 5
Minuten mit 100 % (v/v) LM B und anschlieBend 15 Minuten mit 100 % (v/v)
LM A.

N T~ C9(Neu5Ac)-DMB
N
(7p]
o
®)
-]
E -
C7(Neu5Ac)-DMB
;ZI o .2I3. - I2I4I - .2|5I o I2I6. o I2I7

Zeit [min]

Abbildung 4.4 C7/C9-Methode nach Sato 11

Typische Konfiguration von Oligo- bzw. PolySia bei Bestimmung nach der C7/C9-Methode
nach Sato. C9(Neu5Ac)-DMB = ketteninterne Sia-Molekile; C7(Neu5Ac)-DMB =
endstandige Sia-Moleklile; DMB = 1,2-Diamino-4,5-Methylen-Dioxybenzol

Im Chromatogramm erscheinen C7-Neu5Ac und C9-Neu5Ac aufgrund der
verschiedenen Laufzeiten als zwei direkt aufeinander folgende Signale, wie in
Abbildung 4.4 dargestelit.
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4.2.2 Trennung von PolySia-Ketten nach der Anzahl der

enthaltenen Sialinsaureresten

Des Weiteren kann mittels HPLC die Kettenlange bestimmt werden [Inoue et al.;
2001].

Hierbei werden in einer Ein-Topfreaktion die Oligo- und PolySia-Ketten unter
sauren Bedingungen vom Glykokonjugat abgespalten und die reduzierenden
Enden mit DMB markiert (Abbildung 4.5). Die resultierende DMB-markierte
Oligo- und PolySia wird anschlieBend nach Anzahl der Sialinsauren mittels
Anionenaustauscher-Chromatographie aufgetrennt, womit nicht nur die
Anwesenheit von Oligo- und PolySia nachgewiesen, sondern auch eine Aussage
Uber die Lange der Ketten getroffen werden kann. Unvermeidlich ist bei dieser
Methode jedoch die hydrolytische Spaltung interner Sialyl-Verbindungen, die
aufgrund der sauren Bedingungen auftritt. Es werden 1,22 mg DMB in 1 mL
DMB-Puffer geldst. PolySia-spezifische Signale erscheinen in regelmaBigem
Abstandund spiegeln jeweils die Anzahl an Sialinsaure-Monomeren innerhalb der
Kette wieder (Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.5 Bestimmung der Kettenldnge I

Prinzip der Kettenlangenbestimmung: Nach Abspaltung vom Glykokonjugat unter sauren
Bedingungen wird die PolySia mit DMB markiert. DMB = 1,2-Diamino-4,5-Methylen-
Dioxybenzol; TFA = Trifluoressigsaure. Entnommen vom Posterbeitrag: Detection of
Polysialylated Proteins in Mammalian Sperm von Galuska, S.P. et al., 2010

Die aufbereitete und getrocknete Probe wird im Verhdltnis 1:1:1 mit DMB-

Reagenz (DMB und DMB-Puffer) und H,O versetzt. Die Derivatisierung lauft Gber
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Nacht bei 11°C und wird durch NaOH-Zugabe gestoppt. Durch das alkalische
Milieu wird die Laktonisierung gestoppt und riickgangig gemacht.

Die resultierenden Oligo-bzw. PolySia-Derivate werden Uber eine DNAPac®
PA100 Saule von Dionex bei einer Temperatur von 35°C aufgetrennt und bei
einer Anregungswellenlange von 372 nm und einer Emissionswellenlange von
456 nm detektiert. Als Laufmittel (LM) werden Aqua bidest (LM A) und 4 N
Ammoniumacetat-Puffer (LM B) verwendet. Die Flussgeschwindigkeit liegt bei 1
mL/min. Eluiert wird mit folgendem Gradienten:

Tomin = 0 % (v/V) LM B, Tis min = 8 % (v/Vv) LM B, T35 min = 14 % (v/v) LM B, Ty
min = 28 % (v/v) LM B. Gewaschen wird die Saule 10 Minuten mit 100 % (v/v)
LM B und anschlieBend 15 Minuten mit 100 % (v/v) LM A.

Der Standard wird aus einer 10 pg/mL Colominsaure-Standard-Lésung 1:400
(v/v) in verdinntem DMB-Reagenz hergestellt.

Im Chromatogramm erscheinen die PolySia-Ketten, wie in Abbildung 4.6
dargestellt, als eine gleichmdBige Wiederholung von Signalen, wobei das erste
Signal gleichzeitig das Auftragungs- und MonoSia-Signal ist. Jedes weitere Signal

steht fur ein weiteres Sia-Molekll der Kette.

_ N
o
QA 50
N [
o S 60
N
) =) 70
o L+
(@)
=
LL 5 7
19 70 75 80 85 90
4 Zeit [min]
20
40
r J LJLMU
AL L L L L L B R R S R A R L L L B L L L L EL L R AL L L R R EL L R R |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeit min]

Abbildung 4.6 Bestimmung der Kettenldnge II

Typische Konfiguration von PolySia bei der Kettenldngenbestimmung: Nach DMB-
Markierung erscheinen im HPLC-Chromatogramm nach dem Auftragungssignal bzw.
MonoSia-Signal bei etwa 2 Minuten die PolySia-spezifischen Signale in regelmaBigen
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Abstdanden ab Minute 18. Die Anzahl jeweils vorhandener Sialinsdure-Einheiten ist
exemplarisch angegeben

4.3 Proteinanalytische Methoden

4.3.1 Enzymverdau

Der Enzymverdau fur die nachfolgend beschriebenen Positiv- und Negativ-
Kontrollen lauft Gber Nacht bei 37°C. Die Vorbehandlung ist im Folgenden jeweils

einzeln beschrieben.

4.3.1.1 PolySia-Abbau mit EndoN

Als Negativkontrolle versetzt man die Eluate mit dem Enzym EndoN. Dieses
schneidet die PolySia-Kette in maximal Heptamere, so dass der Anti-PolySia-
Antikoérper 735, der mindestens 8 aufeinanderfolgende N-Acetylneuraminsduren
als Erkennungsmotiv benétigt, nicht mehr binden kann. Pro Probe werden 3,2 ng
EndoN in 50 pL 50 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,3 aufgenommen.

4.3.1.2 Abspaltung von N-Glykanen mit PNGaseF

Um N-Glykane freizusetzen, werden die Proben mit dem Enzym PNGaseF
behandelt. Dafir werden die in der SpeedVac getrockneten Proben mit 40 pL
Dithiothreitol (DTT) 10 Minuten im Wasserbad bei 100°C aufgekocht und kurz
abzentrifugiert. AnschlieBend werden 5 pL NP-40-Denaturierungspuffer, 5 uL 0,5
M Na-Phosphat-Puffer pH 7,3 und 750 U PNGaseF zugegeben.

4.3.1.3 Positiv-Kontrolle
Die Positiv-Kontrolle wird wie die PNGaseF-Kontrolle behandelt mit dem

Unterschied, dass kein Enzym zugegeben wird.

4.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Sammelgel 3 %

650 pL Acrylamid 40 %
1,25 mL Tris/HCI, pH 6,8
50 uL SDS 10 % (w/v)
3,05 mL H,0

50 uL APS 10 % (w/w)

5 pL Temed
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Angaben fir 2 Gele (2 x 8 cm)

Trenngel 7 %

2,9 mL Acrylamid 40 %

3 mL Tris/HCI, pH 8,8

120 yL SDS 10 %

6 mL Aqua bidest

120 pL APS 10 % (w/w)

12 yuL Temed

Angaben fiir 2 Gele (5 x 8 cm)

Elektrodenlaufpuffer

50 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS-Lésung

Das Grundprinzip aller elektrophoretischen Trennmethoden beruht auf der
Wanderung geladener Moleklle, z.B. Proteine, in einem elektrischen
Gleichstromfeld. Die durch verschiedene Wanderungsgeschwindigkeiten der
Moleklle zustande kommende Auftrennung in einzelne Fraktionen erfolgt
aufgrund verschiedener Massen- und Ladungseigenschaften [Westermeier;
1990].

Als Tragermaterial flur die Elektrophorese wird Polyacryamid in den
Konzentrationen 7 % flr das Trenngel und 3 % flr das Sammelgel verwendet.
Durch den Zusatz des negativ geladenen Detergenzes SDS erhalten alle Proteine
proportional zu ihrer Masse die gleiche Ladung: pro 1 g Protein werden 1,4 g
SDS gebunden.

Nach Zufligen von APS und Temed zu der vorher wenige Minuten im
Ultraschallbad entgasten Trenngel-Lésung wird diese unmittelbar zwischen die
eingespannten Glasplatten (7 x 8 cm) gegossen und mit Aqua bidest
Uberschichtet. Nach Polymerisation wird das Uberschichtende Wasser entfernt,
das Sammelgel, welches ebenfalls kurz entgast wurde, sofort nach Zugabe von
APS und Temed eingegossen und die Trennkdamme eingesetzt.

Die Enzym-behandelten Proben werden 1:1 mit 2fach SDS-Probenpuffer
(Laemmli mit 5 % Di-Mercaptoethanol) gemischt, 10 Minuten im Wasserbad bei
100°C aufgekocht und kurz abzentrifugiert. Pro Spur werden 10 uL Probe
aufgegeben.

Nach einer 15-minltigen Focussierungsphase bei niedriger Spannung (50 V)
erfolgt die Auftrennung tber 60 Minuten bei 130 V.
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4.3.3 Western Blot

Transferpuffer

39 mM Glycin

48 mM Tris

20 % (v/v) Ethanol

0,02 % (w/v) SDS-L6sung

Phosphat Buffered Saline mit Tween-20 (PBS-T)

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

5 mM Na,HPO,4

1,5 mM KH,PO,

0,05 % (v/v) Tween-20

Unmittelbar nach Durchfiihrung der Gelelektrophorese erfolgt der Transfer der
aufgetrennten Proteine auf eine Protein-bindende Membran. Bei der Auswahl des
Membranmaterials  haben  sich  unter anderem  Nitrocellulose  und
Polyvinylidendifluorid (PVDF) bewdhrt. PVDF-Membranen zeichnen sich durch
eine sehr hohe Proteinbindungskapazitat, eine hohe ReiBfestigkeit und ein gutes
Signal-Hintergrund-Verhaltnis bei Verwendung von Chemilumineszenz-
Detektionssystemen aus. Der Transfer erfolgt senkrecht zur Trennrichtung der
Gelelektrophorese, damit das Muster der getrennten Proteine auf der Membran
genau dem Trennmuster des Gels entspricht. Durch Anlegen einer Spannung
werden die Proteine aus dem Gel auf die Membran Uberfuhrt.

In Rahmen dieser Arbeit wird zum elektrophoretischen Transfer ausschlieBlich
das semi dry Verfahren angewendet, welches gleichberechtigt neben dem wet -
oder tank blot existiert. Die Proteine werden auf eine PVDF-Membran geblottet.
Die Blotapparatur, bestehend aus zwei horizontal, parallel liegenden
Kohlenstoffelektroden, wird vor dem Transfer mit Transferpuffer aquilibriert. Die
verwendeten PVDF-Membranen werden vor dem Transfer in 100 % Methanol und
anschlieBend in Transferpuffer geschwenkt. Die Reihenfolge der verschiedenen
Ubereinander geschichteten Bestandteile von der Anode zur Kathode lautet wie
folgt: Whatman-Filterpapier, PVDF-Membran, SDS-Gel, Whatman-Filterpapier.
Die einzelnen Lagen werden auf die gleiche GréBe zugeschnitten, in
Transferpuffer geschwenkt und luftblasenfrei Ubereinander geschichtet. Geblottet

wird bei einer Stromstarke von 1 mA/cm?2 Blotpapier tiber 90 Minuten.
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4.3.4 Immunfarbung und Entwicklung von Western Blots

Direkt im Anschluss an den western blot wird die Membran in Blockpuffer (Roti®-
Block) Uberflhrt, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Geblockt wird 2
Stunden bei Raumtemperatur oder alternativ tGber Nacht bei 4°C. AnschlieBend
folgt eine dreimalige Waschung (jeweils 10 Minuten) mit Roti®-Block und die
Inkubation mit dem in Roti®-Block verdinnten Primarantikdrper (Anti-PolySia
1:2000) Uber Nacht bei 4°C oder 2 Stunden bei Raumtemperatur. Nach
Inkubation mit dem Primarantikérper wird die Membran erneut dreimal mit
Roti®-Block (jeweils 10 Minuten) gewaschen. Der Peroxidase-gekoppelte
Sekundarantikérper (Ziege/Anti-Maus) wird 1:5000 in Roti®-Block verdiinnt und
auf die Membran gegeben. Inkubationszeit der Membran mit dem
Sekundarantikérper ist 60 Minuten bei Raumtemperatur. Danach erfolgen drei
Waschungen mit Roti®-Block und zwei mit PBS-T (jeweils 10 Minuten). Alle bis
hierhin in diesem Abschnitt geschilderten Arbeitsschritte werden unter leichtem
Schitteln durchgefihrt.

Die nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgen unter Rotlicht im Fotolabor:

Die Chemilumineszenz Loésung wird frisch aus den beiden Teilldsungen im
Verhaltnis 1:1 hergestellt und 5 Minuten auf die Membran gegeben. Durch die an
den Sekundarantikérper gebundene Peroxidase kommt es zu einer chemischen
Reaktion mit dem Chemilumineszenz, bei der Energie in Form von Licht frei wird.
Die Membran wird sofort auf einen Chemilumineszenz-Detektions-Film gelegt, je

nach Ergebnis unterschiedlich lang belichtet und entwickelt.

4.4 Fixierung und Immunfluoreszenz-Farbung von Spermien

Phosphat Buffered Saline (PBS) mit BSA

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

5 mM Na,HPO,4

1,5 mM KH,PO,

0,1% /2 % (w/v) BSA

Phosphat Buffered Saline (PBS) mit Formaldehyd

137 mM NacCl
2,7 mM KCI
5 mM Na,HPO,
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1,5 mM KH,;PO4

2 % (v/v) Formaldehyd

Als effektivste Methode zur Visualisierung der PolySia-Lokalisation am Spermium
hat sich im Laufe der Arbeit die Immunfluoreszenz-Farbung in Lé6sung erwiesen.
Das frische native Sperma wird zwei Mal in PBS gewaschen, d.h. es wird jeweils
in 1 mL PBS aufgenommen, mit der Pipette vorsichtig suspendiert und 5 Minuten
bei 700 g abzentrifugiert. AnschlieBend wird das gewaschene Sperma in 100 pL
PBS resuspendiert. Zur Fixierung werden 100 pL 2 % Formaldehyd in PBS ohne
BSA zugegeben und 30 Minuten inkubiert. Um die Morphologie der Spermien
mdglichst gut zu erhalten, werden die oben beschriebenen Fixierungsschritte bei
37°C durchgeflhrt.

Die Fixierung wird durch Zugabe von 1 mL 4°C kaltem PBS 0,1 % BSA gestoppt.
Es folgen 3 Waschschritte mit PBS 0,1 % BSA bei Raumtemperatur nach dem
bereits beschriebenen Verfahren. Geblockt wird 2 Stunden ebenfalls bei
Raumtemperatur mit PBS 2 % BSA, worauf erneut 3 Waschungen mit PBS 0,1 %
BSA folgen.

Alle weiteren Schritte werden in Zentrifugier-Filter-GefaBen (Amicon®) mit
hydrophilen Durapore® PVDF 0,1 pm Filtern durchgefihrt. Dazu wird die Probe
in mehrere Amicon®-GefaBe aufgeteilt. Durch Zentrifugation der Zentrifugier-
Filter-GefaBe mit 700 g werden Flissigkeit und kleine Moleklle durch die
Membran gedrickt und die grdBeren Bestandteile, in diesem Fall ab einem
Mindestdurchmesser von 0,1 um, bleiben zurtck.

Als Negativ-Kontrolle wird eine Probe mit EndoN 1:100 in PBS 0,1 % BSA 4
Stunden bei 37°C verdaut. Die Positiv-Kontrolle wird 4 Stunden in PBS 0,1 %
BSA bei 37°C inkubiert. Als Zwischenschritt werden alle Proben einmal mit PBS
0,1 % BSA gewaschen. Der in PBS 0,1 % BSA verdinnte Primarantikdrper (Anti-
PolySia 1:200) wird auf Positiv- und Negativ-Kontrollen gegeben und tGber Nacht
bei 4°C inkubiert. Die Proben werden dreimal in PBS 0,1 % BSA gewaschen und
anschlieBend 30 Minuten mit dem Sekundarantikdérper (Ziege Anti-Maus, FITC-
konjugiert 1:200) in PBS 0,1 % BSA bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend
wird erneut dreimal gewaschen (PBS 0,1 % BSA) und in 100 pL pro Aliquot

resuspendiert.
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Pro Objekttrager werden 10 pL Spermienlésung aufgegeben. Eingedeckelt wird
ebenfalls mit Vectashield® mounting medium inklusive DAPI und die
Deckglaschen werden mit Nagellack auf dem Objekttrager fixiert.

DAPI wird bei einer Lichtwellenldange von 360 nm zum Fluoreszieren angeregt
und bei 460 nm gemessen. Die Anregungswellenldange von FITC liegt bei 492 nm,

die Emission bei 520 nm. Bei Rhodamin Red™

-X erfolgt die Anregung bei 570 nm
und die Emission 590 nm.

Ausgewertet werden die immungefarbten Spermien-Bilder an einem Leica DMR
Fluoreszenz-Mikroskop. Die Bilder werden als Graustufen-Bilder mit einer RT
Slide Kamera von Diagnostic Instruments aufgezeichnet und mit MetaMorph®

7.0 von Universal Imaging gefarbt und nachbearbeitet.
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob und wenn ja wo PolySia
auf Spermatozoen von Sdugetieren prasent ist. Die grundsatzliche
Vorgehensweise bestand zunachst in der Etablierung und Optimierung der
jeweiligen analytischen Techniken unter Verwendung von bovinem Sperma, da
hier im Vergleich zu menschlichem Probenmaterial gréBere Mengen zur
Verfugung standen. AnschlieBend wurden die etablierten Verfahren auf
menschliches Sperma angewandt und so die bereits erzielten Ergebnisse

Uberprift und komplettiert.

5.1 Nachweis interner Sialinsaurereste mit der C7/C9-
Methode

Mit der C7/C9-Methode nach Sato lasst sich ein Nachweis Uber interne
Sialinsaurereste fihren [Sato et al.; 1998]. Diese Methode gibt erste Hinweise
auf das Vorliegen von Oligo- oder PolySia, jedoch wirden auch Di- und Trimere
ein  positives Ergebnis erbringen. Uber die mégliche Lénge der
Sialinsaurepolymere lasst sich mit dieser Methode also keine Aussage treffen.
Durch Oxidation und Reduktion werden die terminalen Sialinsdure-Molekdile in
einen C7-Korper Uberfuhrt, wahrend die internen Sialinsaurereste durch die
a2,8-Verknupfung nicht oxidiert werden und so weiterhin als C9-Kdérper
vorliegen. HierfUr ist es notwendig, dass zwei direkt benachbarte
Hydroxylgruppen vorhanden sind. Nach Hydrolyse werden die Sialinsdurereste
mit DMB fluoreszenzmarkiert. Nun kann man mittels HPLC Uber eine reversed-
phase-Saule das Verhaltnis von C7- zu C9-Derivate bestimmen.

Zur besseren Unterscheidbarkeit sind die generierten Chromatogramme im
Folgenden farblich unterschieden: bovine Proben sind blau, humane Proben

orange und alle Standards schwarz dargestellt.

5.1.1 C7/C9-Analyse von bovinen Spermien

Zunachst war von Interesse, ob Uberhaupt interne Sialinsaurereste im Ejakulat
vorkommen. Dazu wurde das Ejakulat zunachst in Wasser verdiinnt und mit dem

Ultraschallstab homogenisiert.
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Abbildung 5.1
Bestimmung ketteninterner Sia-Molekiile nach der C7/C9-Methode. Zur Bestimmung der
Retentionszeiten von C7- und C9(Neu5Ac)-DMB wurde OligoSia verwendet (A). Darlber
hinaus wurde Neu5Ac vor (B) sowie nach (C) vorhergehender Oxidierung und Reduktion
mit DMB markiert. Bestimmung ketteninterner Sia-Molekiile von bovinem Gesamtejakulat

C7/C9-HPLC-Analyse von bovinen Spermien I

nach Lyse und Aceton-Fallung (D).
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AnschlieBend wurden die Proteine aus dem Flussigkeitsgemisch mit Hilfe von
Aceton ausgefallt und im Lyophilisator getrocknet. Nach Oxidation und Reduktion
sowie Hydrolyse der Kette, wurden die Sialinsauren mit DMB fluoreszenzmarkiert
und per reversed-phase-HPLC aufgetrennt.

Als Standard wurde unter anderem OligoSia verwendet. In Abbildung 5.1A ist das
aufgenommene Chromatogramm der resultierenden Reaktionsprodukte nach
Oxidation, Reduzierung, Hydrolyse sowie abschlieBender Fluoreszenzmarkierung
zu sehen. Wie erwartet waren zwei Signale (C9(Neu5Ac)-DMB und C7(Neu5Ac)-
DMB) visualisierbar. Da mehr interne als terminale Neu5Ac-Reste in einem
Oligomer vorhanden sind, war die Signalintensitat von C9(Neu5Ac)-DMB hdéher
als die von C7(Neu5Ac) (Abbildung 5.1A). Abbildung 5.1B zeigt dass zu DMB-
Neu5Ac gehodrige Chromatogramm. DMB-Neu5Ac diente zur Kontrolle der
Fluoreszenzmarkierung und zudem zur Bestimmung der Retentionszeit von DMB-
Neu5Ac (entsprechend C9(Neu5Ac)-DMB). Neu5Ac wurde auBerdem als
Reduktionskontrolle genutzt. Hierflir wurde diese parallel zur Probe mit oxidiert
und reduziert. Durch die Reduktion wird die Ketogruppe in eine Hydroxylgruppe
Uberfihrt. Da fur die DMB-Derivatisierung sowohl die Carboxylgruppe als auch
die Ketogruppe notig sind, war, wie in Abbildung 5.1C dargestellt, nahezu kein
zugehoriges Fluoreszenzsignal detektierbar. Das nach zusatzlicher VergréBerung
schwache Signal ist darauf zurlckzufiihren, dass die Reduktion und Oxidation
nicht vollstandig abgelaufen sind. Dies zeigt, dass es wichtig ist, immer solch
eine Kontrolle parallel zur Probe laufen zu lassen, um den Anteil an Hintergrund
vom tatsachlichen Signal unterscheiden zu kénnen.

Die Anwendung der C7/C9-Methode fiihrte bei den bovinen Ejakulatproben
sowohl zu C9(Neu5Ac)-DMB als auch C7(Neu5Ac)-DMB (Abbildung 5.1D). Beide
Signale hatten etwa vergleichbare Signalintensitaten. Somit kommen an

Glykoproteinen im Ejakulat von Bullen nachweislich interne Sialinsauren vor.

Als Nachstes war es von Interesse, ob die detektierten internen Sialinsauren auf
Glykoproteinen von Spermien vorkommen oder von Glykoproteinen im |8slichen
Teil des Ejakulates stammen. Um die Spermien von den restlichen Bestandteilen
des Ejakulates zu trennen, wurde die swim-up-Prozedur angewendet, bei der das
frische unbehandelte Sperma vorsichtig unter warmes TALP-Medium geschichtet

wird. Die beweglichen Spermien schwimmen daraufhin ins TALP-Medium ein und
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kdénnen dort als Uberstand abgenommen werden. Dariiber hinaus sollte (iberpriift
werden, ob die internen Neu5Ac-Reste unter anderem Bestandteil von
Oligo/PolySia sind. Aus diesem Grund sollten nur oligo/polysialylierte
Glykoproteine isoliert werden. Daflir wurden die mittels swim-up gewonnenen
Spermien zunachst in Lysepuffer lysiert und mit dem Ultraschallstab
homogenisiert. Auf eine Acetonfdllung wurde bei diesem Versuchsansatz
verzichtet. Zur Aufreinigung wurden mittels Affinitatsprazipitation, bei der
inaktvierte EndoN an magnetische beads (Kigelchen) gebunden ist,
oligo/polysialylierte Glykoproteine isoliert. Inaktivierte EndoN ist noch in der Lage
Oligo/PolySia (Kettenlange =5 Sialinsdurereste) zu binden, kann diese aber nicht
mehr aufspalten. Nach mehreren Waschschritten wurde die Bindung von PolySia
und inaktivierter EndoN im basischen Milieu geldst, wahrend die inaktivierte
EndoN durch kovalente Kopplung an die beads gebunden blieb.

Die Bestandteile des auf diese Weise gewonnenen Eluats wurden wie bereits
beschrieben oxidiert und reduziert und einer sauren Hydrolyse unterzogen.
AnschlieBend wurden die Sialinsauren mit DMB fluoreszenzmarkiert und per
reversed-phase-HPLC aufgetrennt.

Auch hier war der Nachweis, dass im Ejakulat interne Sialinsdurereste
vorkommen, eindeutig positiv, da sowohl das C7(Neu5Ac)- als auch der
C9(Neu5Ac)-Signal  vorhanden  waren (Abbildung 5.2). Durch  die
vorangegangene Aufreinigung mittels Affinitatsprazipitation konnte zudem
indirekt nachgewiesen werden, dass die internen Sialinsauren von einem a2,8-
verknipften Sialinsaurepolymer mit mindestens 5 Sialinsaureresten stammen, da
- wie Dbereits erwahnt - EndoN eine Kettenldnge von mindestens 5

Sialinsaureresten flr eine Bindung bendtigt [Haselhorst et al.; 2006].
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Abbildung 5.2 C7/C9-HPLC-Analyse von bovinen Spermien 11

Bestimmung ketteninterner Sia-Molekiile nach der C7/C9-Methode von bovinen Spermien
nach swim-up, Lyse und Aufreinigung mittels Affinitdtsprazipitation (inaktivierte EndoN
gebunden an magnetische beads)

5.1.2 C7/C9-Analyse von humanen Spermien

Nach Etablierung der Methodik mit Hilfe boviner Spermien war es von Interesse,
ob es bei humanem Sperma ebenfalls Hinweise auf das Vorliegen von Oligo- oder
PolySia gibt.

Zunachst wurde das gesamte Ejakulat lysiert. AnschlieBend wurden die Proteine
mit Hilfe von Aceton ausgefallt und das Prazipitat nach Lyophilisation mit DMB

fluoreszenzmarkiert.
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Abbildung 5.3 C7/C9-HPLC-Analyse von humanen Spermien I
Bestimmung ketteninterner Sia-Molekiile nach der C7/C9-Methode von humanem
Gesamtejakulat nach Lyse und Aceton-Fallung (vgl. Figure 1A in [Simon et al.; 2013])

Analog zu den Ergebnissen der C7/C9-Analyse von bovinen Ejakulatproben
waren auch in menschlichem Sperma Sialinsaurereste, die innerhalb eines Di-,
Oligo- oder Polymers aus Neu5Ac-Resten liegen, nachweisbar (Abbildung 5.3).
Im direkten Vergleich mit dem C7/C9-Lauf aus Abbildung 5.1D fallt auf, dass der
Unterschied von C9(Neu5Ac) zu C7(Neu5Ac) gréBer ist.

Um auch hier zu Uberprifen, ob die internen Sialinsauren zumindest anteilsweise
aus Neu5Ac-Polymeren von Spermien stammen, wurde der Versuchsablauf auch
hier um swim-up, Lyse mit Lysepuffer und Aufreinigung mittels
Affinitatsprazipitation erweitert. AnschlieBend wurde das Eluat fir die C7/C9-
Analyse verwendet (Abbildung 5.4).

Wie bei allen vorangegangenen Versuchen, sind auch hier deutlich C7(Neu5Ac)-
und C9(Neu5Ac)-Signal zu erkennen.
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Abbildung 5.4 C7/C9-HPLC-Analyse von humanen Spermien 11
Bestimmung ketteninterner Sia-Molekile nach der C7/C9-Methode von humanen
Spermien nach swim-up, Lyse und Aufreinigung mittels Affinitatsprazipitation

5.2 Bestimmung der Kettenlangen

Nach dem erfolgreichen Nachweis von internen Sialinsdureresten vorhandener
Neu5Ac-Polymere mit der C7/C9-Methode sollte dariber hinaus - ebenfalls
mittels HPLC - die Lange der PolySia-Ketten ermittelt werden. Hierzu wurden die
PolySia-Ketten unter schwach sauren Bedingungen abgespalten und am
reduzierenden Ende in einer Ein-Topf-Reaktion mit DMB fluoreszenzmarkiert. Die
DMB-markierten Sialinsdureketten wurden auf einer Anionenaustauscher-Saule

getrennt.

49



Ergebnisse

5.2.1 Bestimmung der PolySia-Kettenlangen boviner Spermien

Zunachst wurde die ,Kettenlangen-Bestimmung" aus nativem bovinem Sperma
durchgefihrt, welches erst in Wasser lysiert und mit dem Ultraschallstab
homogenisiert wurde, um die Zellen aufzubrechen. AnschlieBend wurde eine
Acetonfallung durchgefihrt, um die Proteine zu prazipitieren. Die Fluoreszenz-

Markierung erfolgte mit DMB.
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Abbildung 5.5 Bestimmung der PolySia-Kettenldngen boviner Spermien I

Natives bovines Sperma wurde mit Ultraschall homogenisiert. Polysialylierte Bestandteile
wurden mit Aceton gefallt und der DMB-HPLC-Analyse zugefihrt. Die Anzahl vorhandener
Sialinsaure-Einheiten ist exemplarisch angegeben

Das erste Signal nach zwei Minuten ist das sogenannte Auftragungssignal,
welches auch DMB-Sia-Monomere enthalt. Darauf folgt ein auf Verunreinigungen
zuruckzufiihrendes Rauschen mit unspezifischen Signalen. Aufgrund der im
Vergleich zu den PolySia-Signalen deutlich gréBeren Amplituden der
unspezifischen Signale sind letztere der Ubersichtlichkeit halber nicht vollstandig
dargestellt.

Eindeutige PolySia-spezifische Signale treten ab einer Elutionszeit von ca. Minute
24 in regelmaBigen periodischen Abstanden mit abnehmender Amplitude auf.
Dabei steht jedes nachfolgende Signal fiir die Verlangerung um einen weiteren

Sialinsaurerest in der PolySia-Kette. Mit jedem Sialinsdurerest steigt die
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Bindungsfahigkeit von PolySia an die Sdule, so dass es einer immer grdoBeren
Menge an Natriumacetat bedarf, die PolySia-Kette von der Saule zu eluieren.
PolySia enthdlt per definitionem mindestens 8 Sialinsauremoleklle. Die
Zuordnung der Signale erfolgte anhand von Colominsaure, die als Standard
fungierte. Nach durchgefihrter DMB-Derivatisierung und anschlieBender HPLC-
Trennung konnten bei entsprechender VergréBerung Sialinsaurepolymere mit

mehr als 40 enthaltenen Resten nachgewiesen werden (Abbildung 5.5).

Beim im Folgenden gezeigten Lauf wurde die Acetonfallung durch eine
Aufreinigung mittels Affinitatsprazipitation ersetzt (Abbildung 5.6). Die Lyse
wurde entsprechend mit Lysepuffer durchgefthrt. Auf eine swim-up-Aufarbeitung

wurde zunachst verzichtet.
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Abbildung 5.6 Bestimmung der PolySia-Kettenlangen boviner Spermien II

Natives bovines Sperma wurde nach Inkubation mit Lysepuffer und Anreicherung
polysialylierter Bestandteile mittels Affinitatsprazipitation einer DMB-HPLC-Analyse
zugefiihrt. Die Anzahl jeweils vorhandener Sialinsaure-Einheiten ist exemplarisch
angegeben

Auch hier sind MonoSia-Signal und unspezifische auf Verunreinigung beruhende
Signale nicht vollstandig abgebildet. Eindeutige Signale fir Oligo/PolySia-

Derivate waren erst ab Minute 26 (Neu5Ac-Tetramer) erkennbar. Die weiteren
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Signale folgten in der typischen periodischen Reihenfolge. Die hier bestimmbaren

Kettenldangen umfassen etwa 27 Neu5Ac-Einheiten.

Um auch bei der Bestimmung der Kettenlangen die Herkunft der PolySia besser
eingrenzen zu kdénnen, wurden die Spermien vor der Lyse mittels swim-up von
den (dbrigen Bestandteilen getrennt. Es folgten Aufreinigung mittels

Affinitatsprazipitation und DMB-Markierung. Das Ergebnis ist in Abbildung 5.7 zu

sehen.
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Abbildung 5.7 Bestimmung der PolySia-Kettenlangen boviner Spermien III

Die Analyse mittels HPLC des bovinen Probenmaterials erfolgte nach swim-up-Prozedur,
Lyse und Aufreinigung mittels Affinitatsprazipitation. Die jeweiligen Sialinsdaure-Einheiten
sind exemplarisch angegeben

Im in Abbildung 5.7 gezeigten Lauf sind keine Artefakte nach dem Signal von
DMB-Neu5Ac zu sehen. MonoSia-Signal und Auftragungssignal sind nicht
komplett abgebildet. Ab Minute 18 waren wiederum die in regelmaBiger
Reihenfolge erscheinenden PolySia-Signale sichtbar. Die auf die Saule
aufgegebene Probenmenge erlaubte hier den Nachweis von Polymeren mit
mindestens 45 Sialinsdaure-Resten. Damit wurde eindeutig nachgewiesen, dass

PolySia auf bovinen Spermien vorkommt.
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5.2.2 Bestimmung der PolySia-Kettenlangen humaner Spermien

Um die Methode auch fiir humane Spermien zu etablieren, wurde menschliches
Ejakulat zunachst mit Wasser verdinnt und lysiert. Enthaltene Proteine wurden
mit Aceton ausgefallt und einer DMB-HPLC-Analyse zugefuhrt (Abbildung 5.8).
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Abbildung 5.8 Bestimmung der PolySia-Kettenlangen humaner Spermien I

Die Proteinanteile menschlichen Spermas wurden nach Lyse mittels Aceton prazipitiert
und anschlieBend einer DMB-HPLC-Analyse unterzogen. Die Anzahl jeweils vorhandener
Sialinsdure-Einheiten ist exemplarisch angegeben (vgl. Figure 1B in [Simon et al.; 2013])

Nach Auftrennung lieBen sich, vergleichbar mit bovinen Spermien, Sia-Polymere
mit Uber 40 Resten nachweisen. Verunreinigungsbedingte Artefakte waren hier
im Vergleich zur bovinen Probe, die mittels Acetonfallung aufgearbeitet wurde,

geringer. Erste Signale von Sia-Polymeren waren nach 16 Minuten sichtbar.

Fir genauere Aussagen hinsichtlich des Ursprungs von PolySia wurden die
beweglichen menschlichen Spermien ebenfalls per swim-up von den Ubrigen
Ejakulatbestandteilen getrennt. AnschlieBend erfolgten die Lyse im Lysepuffer,
die Aufreinigung mittels inaktiver EndoN an magnetischen beads und die DMB-

Fluoreszenzmarkierung.
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Abbildung 5.9 Bestimmung der PolySia-Kettenldngen humaner Spermien I1

Die Analyse mittels HPLC des humanen Probenmaterials erfolgte nach swim-up-Prozedur,
Lyse und Aufreinigung mittels Affinitatsprazipitation. Die jeweiligen Sialinsaure-Einheiten
sind exemplarisch angegeben

Auffallig war hier, dass die Signalstiarke deutlich niedriger als in den
vorangehenden Laufen war. Artefakte in den Anfangsminuten waren nicht
sichtbar. Signale von Sia-Polymeren konnten ab Minute 18 zugeordnet werden.
Im weiteren Verlauf, zwischen Minute 25 und Minute 35, waren die PolySia-
spezifischen Signale nicht eindeutig abgrenzbar.

Zur genauen Identifikation der spezifisch flir a2,8-verknupfte PolySia stehenden
Signale konnte aufgrund der verminderten Signalstérke und einer
Signaltberlagerung eine genaue Zuordnung anhand des parallel gemessenen
Colominsdaure-Standards vorgenommen werden (Abbildung 5.10). Die
Colominsaure-Derivate sind in schwarz dargestellt. Die Laufzeiten von Probe und
Standard sind identisch.
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Abbildung 5.10 Bestimmung der PolySia-Kettenldngen humaner Spermien
II1

Vergleich der PolySia-Kettenlangen von humanem Probenmaterial (Orange) nach swim-
up, Lyse und Aufreinigung mittels Affinitadtsprazipitation mit Colominsdure-Standard
(Schwarz) als Kontrolle

Dadurch lieBen sich auch bei menschlichen Spermien PolySia-Ketten mit einer
Lange von Uuber 40 Sialinsaureresten, bei entsprechender VergrdéBerung,
nachweisen. Zu beachten ist, dass die Signale des Colominsdaure-Standards

aufgrund ihrer gréBeren Amplitude nicht vollstandig abgebildet sind.

Die Uberlagerung von humaner Probe und Colominsdure-Standard zeigte, dass
die zwischen den PolySia-peaks liegenden Signale ebenfalls eine periodische
RegelmaBigkeit aufwiesen. Dies lieB den Verdacht aufkommen, dass es sich um
PolySia handeln kdnnte, die nicht a2,8-verknlpft ist. Um diesem Verdacht
nachzugehen, untersuchten wir a2,9-verknipfte PolySia hinsichtlich der Frage,
ob sich die Laufzeiten der Oligomere bei unterschiedlicher Verknipfung
verandern.

Die a2,9-verknlpfte PolySia wurde dazu nach dem gleichen Protokoll wie a2,8-
verknipfte PolySia DMB-markiert und per HPLC aufgetrennt.
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Abbildung 5.11 Bestimmung von Kettenldngen a2,9-verkniipfter PolySia I
Die DMB-HPLC-Analyse der eingesetzten a2,9-verkniipften PolySia erfolgte hier nach 1
Stunde Delaktonisierungszeit

In Abbildung 5.11 ist die Auftrennung der a2,9-verknlpften PolySia abgebildet.
Hier wurde mit den gleichen Inkubationszeiten gearbeitet wie bei der a2,8-
verknipften Colominsaure und den bovinen und humanen Spermien. Auch hier
traten bis Minute 10 zunachst das MonoSia-Signal neben weiteren,
unidentifizierten Signalen auf. Die regelmaBigen PolySia-Signale erschienen ab
Minute 18. Auffallig war dabei, dass die Grundlinie durch Uberlagerung
dreiecksférmig nach oben verschoben wurde. In der VergréBerung wirken die
Signale zerkliftet und ungleichmaBig.

In Abbildung 5.12 ist laktonisierte a2,9-verknupfte PolySia abgebildet.
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Abbildung 5.12 Darstellung a2,9-verkniipfter, partiell laktonisierter PolySia
Gebildete Lakton-Ringe sind mit Sternchen markiert, Kohlenstoffatome am reduzierenden
Ende sind nummeriert, Darstellung nach [Galuska et al.; 2007]

Um zu Uberprufen, ob a2,9-verknlpfte PolySia langsamer delaktonisiert als a2,8-
PolySia, verlangerten wir die Zeit zur Delaktonisierung nach NaOH-Zugabe. Zum
Vergleich: bei a2,8-PolySia wurde immer eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. In der folgenden Abbildung 5.13 ist die Bestimmung der Kettenléange
der a2,9-PolySia nach 24 bzw. 48 Stunden Inkubation mit NaOH dargestelit.
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Abbildung 5.13 Bestimmung von Kettenldangen a2,9-verkniipfter PolySia II
DMB-HPLC-Analyse a2,9-verknupfter PolySia nach (A) 24 Stunden und (B) 48 Stunden
Delaktonisierungszeit

Nach Inkubation mit NaOH flir 24 Stunden ist die Auftrennung deutlicher. Die
Grundlinie weist eine geringere Uberlagerung als in Abbildung 5.11 nach
normaler einstlindiger Delaktonisierungszeit auf (Abbildung 5.13A). Diese ist in
Abbildung 5.13B, nach einer Delaktonisierungszeit von 48 Stunden nicht mehr
erkennbar. RegelmaBige PolySia-Signale sind in beiden Abbildungen langer
abgrenzbar. Die Retentionszeiten von a2,9- und a2,8-verknlpfter PolySia waren

nach vollstandiger Delaktonisierung identisch.
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5.3 Detektion der polysialylierten Proteine mittels Western
Blot

Proteine unterscheiden sich untereinander, abgesehen von Aminosdauresequenz
und 3D-Struktur, durch ihre GréBe und ihre elektrische Ladung. Aufgrund dieser
Eigenschaften lassen sie sich in einem elektrischen Feld nach Ladung und in
einem entsprechend durchlassigen Medium nach GroBe auftrennen, was man sich
bei der Gel-Elektrophorese zu Nutze macht. Bei der sogenannten SDS-
Gelelektrophorese werden die Proteine ausschlieBlich nach deren GroBe getrennt.
Die aufgetrennten Proteine kdnnen anschlieBend im Western Blot auf eine
Membran transferiert und mit Hilfe von Antikdérpern und Chemolumineszenz
sichtbar gemacht werden.

Der als Primar-Antikérper verwendete mAK 735 bindet an PolySia ab einer GréBe
von 8 Sialinsaureresten. Da EndoN die PolySia-Kette in maximal heptamere
Einheiten spaltet, kann der mit EndoN enzymatisch verdaute Ansatz als Negativ-
Kontrolle gelten [Frosch et al.; 1985].

Als Sekundar-Antikérper wurde ein Peroxidase-gekoppelter Ziege/Anti-Maus-Ig
Antikorper verwendet. Die Peroxidase wandelt das aufgegebene Substrat in einer
chemischen Reaktion um. Dabei wird Energie in Form von Licht frei, welches
einen aufgelegten lichtempfindlichen Film schwarzt.

Anhand parallel aufgetrennter GréBenmarker kann die MolekilgréBe des Proteins

im polysialyliertem Zustand bestimmt werden.

5.3.1 Western Blot Nachweis von PolySia auf bovinen Spermien

Flr die western blot Analysen wurde das bovine Sperma der swim-up-Prozedur
unterzogen. Die erhaltenen Spermien wurden anschlieBend lysiert, mittels
Affinitatsprazipitation aufgereinigt und die gewonnenen polysialylierten
Bestandteile in einem 7%igen Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
(Abbildung 5.14). Weil die Aufreinigung mit inaktivierter EndoN durchgeflihrt
wurde, welche auch nach der Elution aufgrund ihrer kovalenten Bindung an die
beads gebunden bleibt, sollten ausschlieBlich polysialylierte Proteine im Eluat

vorhanden sein.
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IP-PolySia
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Abbildung 5.14 Western Blot Analyse von bovinen Spermien I

Western-Blot von bovinen Spermien nach swim-up, Lyse und Aufreinigung mittels
Affinitatsprazipitation; elektrophoretische Auftrennung in einem 7%igen Polyacrylamid-
Gel; Farbung mit Anti-PolySia-Antikdrper; linke Spur: unbehandelte Probe; rechte Spur:
Probe nach Inkubation mit aktiver EndoN

In der linken Spur wurde das nicht enzymatisch verdaute Eluat aufgetragen.
Deutlich zu sehen ist ein PolySia-Signal mit einem apparenten Molekulargewicht
zwischen 95 und 170 kDa. Die Bande wies einen langen schmierartigen
Charakter auf, der typisch flir polysialylierte Proteine ist [Hoffman et al.; 1982].
Grund daflr ist die Heterogenitat der PolySia-Ketten: einerseits werden aufgrund
ihrer unterschiedlichen Kettenlangen die gréBeren Moleklle zurickgehalten;
andererseits steigt mit der GréBe des Molekiils wiederum die elektrische Ladung,
was ihre Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld erhéht. Im Ergebnis
kommt die Gesamtheit der polysialylierten Glykoproteine in einem weiteren
Bereich zu liegen, als dies z.B. bei einer bestimmten Isoform eines Proteins mit

einer einheitlichen MolekllgréBe der Fall ware.
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In der rechten Spur wurde die mit aktiver EndoN inkubierte Negativ-Kontrolle
aufgetragen. Es zeigte sich keine Schwarzung des Films, so dass von einer
PolySia-spezifischen Reaktion auszugehen ist. Da kein quantitativer Vergleich der
PolySia-Menge zwischen einzelnen Individuen gezogen werden sollte, wurde auf
eine densitometrische Auswertung der Signale verzichtet.

PolySia-Ketten kdnnen sowohl an N- als auch an O-Glykanen der polysialylierten
Glykoproteine vorliegen. Um zu Uberprifen, welche dieser beiden Glykan-Typen
Trager der PolySia-Kette ist, wurden die polysialylierten Glykoproteine der
Spermien mit PNGaseF inkubiert. Falls PolySia an N-Glykane gebunden ist, wirde
durch Inkubation mit PNGaseF die PolySia-Kette samt N-Glykan vom
Glykoprotein abgespalten werden.

Bei Kenntnis der Art der glykosidischen Bindung lasst sich PolySia gegebenenfalls
einem funktionellen Bereich des Proteins zuordnen, wenn das Protein und seine

Primarstruktur bekannt sind.

IP-PolySia
EndoN - + -
PNGaseF - - +

170 kDa —

130 kDa —

95 kDa ——

72 kDa ——

55 kDa — ﬁ

Abbildung 5.15 Western Blot Analyse von bovinen Spermien II
Western-Blot von bovinen Spermien nach swim-up, Lyse und Aufreinigung mittels
Affinitatsprazipitation; elektrophoretische Auftrennung in einem 7%igen Polyacrylamid-
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Gel; Farbung mit Anti-PolySia-Antikdrper; linke Spur: unbehandelte Probe; mittlere Spur:
Probe nach Inkubation mit aktiver EndoN; rechte Spur: Probe nach Inkubation mit
PNGaseF

Wie Abbildung 5.15 zeigt, erstreckte sich die PolySia-Bande in der linken Spur
wiederum von etwa 90 kDa bis 170 kDa. Zusatzlich zeigte sich ein schwaches
Signal auf Héhe von etwa 60 kDa. Die EndoN-inkubierte Negativ-Kontrolle in der
mittleren Spur wies keine Bande auf. Nach Verdau mit PNGaseF war ebenfalls
kein Signal detektierbar (rechte Spur). Somit kann angenommen werden, dass
PolySia Uber N-Glykane an das Glykoprotein gebunden ist. N-Glykane sind immer
mit Asparagin eines bestimmten Tripeptid-Motivs verknlpft, was die Anzahl der
mdglichen Lokalisationen auf dem Protein einschrankt. Mégliche Motive sind
Asparagin-X-Serin oder Asparagin-X-Threonin, wobei X flr jede beliebige

Aminosaure auBBer Prolin stehen kann [Kasturi et al.; 1995].

5.3.2  Western Blot Nachweis von PolySia auf humanen Spermien

Nach Etablierung der Methode zur Detektion von polysialylierten Glykoproteinen
aus Rinder-Sperma wurde das gleiche Protokoll auch zur Analyse von humanem
Sperma verwandt.

Das ebenfalls mittels swim-up und Affinitatsprazipitation aufgereinigte humane
Spermienlysat wurde - einmal unverdaut, sowie jeweils einmal mit aktiver EndoN
und einmal mit PNGaseF versetzt - elektrophoretisch in einem 7%igem
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und auf eine Membran geblottet.

Nach Belichtung des Films zeigte sich in der linken Spur ein Signal zwischen 95
und 130 kDa, welches, ahnlich wie beim western blot von bovinen Spermien,
einen schmierartigen Charakter aufwies (Abbildung 5.16). Die Lange des
~Schmiers"™ war jedoch klrzer als beim bovinen Material.

Sowohl die in der mittleren Spur aufgetragene, mit aktiver EndoN behandelte
Negativ-Kontrolle als auch die in der rechten Spur aufgetragene, mit PNGaseF-
inkubierte Probe zeigten keine Signale. Wir kdnnen somit auch bei menschlichen

Spermien von an N-Glykane gebundener PolySia ausgehen.

62



Ergebnisse

IP-polySia
EndoN - + -
PNGaseF - - +
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Abbildung 5.16 Western Blot Analyse von humanen Spermien

Western-Blot von humanen Spermien nach swim-up, Lyse und Aufreinigung mittels
Affinitatsprazipitation; elektrophoretische Auftrennung in einem 7%igen Polyacrylamid-
Gel; Farbung mit Anti-PolySia-Antikorper; linke Spur: unbehandelte Probe; mittlere Spur:
Probe nach Inkubation mit EndoN; rechte Spur: Probe nach Inkubation mit PNGaseF

5.4 Lokalisation von PolySia auf Spermien

Zur weiteren Charakterisierung der polysialylierten Strukturen war es von
Interesse, diese auf den Spermien zu Ilokalisieren. Dazu wurde ein
Immunfluoreszenz-Ansatz gewahlt.

Die Spermien wurden fir die Immunfluoreszenz-Farbung direkt aus dem frischen
Ejakulat entnommen, zweimal in PBS gewaschen und in Formalin-Losung fixiert.
Die Inkubation mit Primar- und Sekundarantikérpern erfolgte in Lésung unter
leichtem Schitteln. Die Kernfarbung fand wahrend des Eindeckelns mit
Vectashield® mounting medium statt, welches bereits DAPI enthielt. Aufgrund
der unterschiedlichen Wellenlangen von FITC und DAPI wurden die Bilder jeweils
einzeln aufgenommen und anschlieBend Ubereinander gelegt. Zur besseren
Ubersicht sollen hier sowohl die jeweils (bereinandergelegten als auch die
einzelnen Bilder gezeigt werden.

Bei Spermien ist der Zellapparat auf ein Minimum reduziert. Der Spermienkopf

besteht beinahe ausschlieBlich aus dem Nukleus mit dem haploiden
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Chromosomensatz und der Akrosomenkappe (vgl. Abbildung 1.6 und Abbildung
1.7). Die Kernfarbung mit DAPI stellt daher nahezu den kompletten Kopf dar.

5.4.1 Immunfluoreszenz-Farbung boviner Spermien

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Immunfluoreszenz-Farbungen sind
reine Oberflachen-Farbungen der Spermienmembran ohne Permeabilisierung.
Zur Etablierung der Methodik wurden zunachst nur bovine Spermien verwendet.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.17 und Abbildung 5.18 zu sehen.

DAPI + FITC DAPI FITC

Abbildung 5.17 Immunfluoreszenz boviner Spermien I
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von bovinen Spermien in 40facher

VergréBerung; Farbung mit Anti-PolySia-Antikérper und FITC (Griin); Kernfarbung mit
DAPI (Blau)

Die Uberlagerung der Bilder zeigte, dass bei bovinen Spermien die
polysialylierten Glykoproteine in der post-akrosomalen Region des Kopfes liegen.
Es ist deutlich zu sehen, dass sich DNA (DAPI = blau) und PolySia (FITC = grin)
in diesem Bereich Uberlagern. Der Schwanz wurde in der Fluoreszenz-Farbung

nicht angefarbt und schlieBt sich offensichtlich an die polysialylierte Region an.
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DAPI + FITC DAPI FITC

Abbildung 5.18 Immunfluoreszenz boviner Spermien I1
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von bovinen Spermien in 63facher
VergréBerung; Farbung mit Anti-PolySia-Antikérper und FITC (Griin); Kernfarbung mit
DAPI (Blau)

Zur Uberprifung der Spezifitdit der Immunfiarbung wurden die Spermien mit
aktiver EndoN behandelt. Die vorher mit EndoN verdaute Negativ-Kontrolle wies
keinerlei PolySia-Farbung auf (Abbildung 5.19).

DAPI + FITC DAPI FITC

Abbildung 5.19 Immunfluoreszenz boviner Spermien - Negativ-Kontrolle
Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von bovinen Spermien in 40facher
VergréBerung nach Inkubation mit EndoN als Negativ-Kontrolle; Farbung mit Anti-
PolySia-Antikérper und FITC (Grin); Kernfarbung mit DAPI (Blau)
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5.4.2 Immunfluoreszenz-Farbung humaner Spermien

DAPI + FITC DAPI FITC

Abbildung 5.20 Immunfluoreszenz humaner Spermien I
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von humanen Spermien in 40facher
VergréBerung; Farbung mit Anti-PolySia-Antikérper und FITC (Grin); Kernfarbung mit
DAPI (Blau)

Die Immunfluoreszenz-Farbung von humanem Spermienmaterial erfolgte nach
dem gleichen Protokoll wie bei den bovinen Spermien. Eine Permeabilisierung der

Membran wurde auch hier nicht durchgefihrt.
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DAPI + FITC DAPI FITC

Abbildung 5.21 Immunfluoreszenz humaner Spermien II
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von humanen Spermien in 63facher
VergréBerung; Farbung mit Anti-PolySia-Antikdrper und FITC (Grin); Kernfarbung mit
DAPI (Blau)

Die Uberlagerung von PolySia- und DNA-Farbung erschien bei den humanen
Spermien auf den ersten Blick weniger ausgepragt als bei den bovinen
(Abbildung 5.20 und Abbildung 5.21). Die Einzelaufnahmen zeigten jedoch, dass
die PolySia sich auch hier auf die postakrosomale Region erstreckte. Sie projiziert
sich zusatzlich auf die Halsregion und scheint so eine zangenférmige, das
Hinterteil des Spermienkopfes umgreifende Konfiguration zu haben. Die Negativ-

Kontrolle wies wiederum keine PolySia-Farbung auf (Abbildung 5.22).

DAPI + FITC DAPI FITC

Abbildung 5.22 Immunfluoreszenz humaner Spermien - Negativ-Kontrolle
Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von humanen Spermien in 40facher
VergréBerung nach Inkubation mit EndoN als Negativ-Kontrolle; Farbung mit Anti-
PolySia-Antikérper und FITC (Grin); Kernfarbung mit DAPI (Blau)
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6 Diskussion

Glykane finden sich als posttranslationale Modifikation auf einer Vielzahl von
extrazelluldren  Proteinen. Die  Glykokonjugate kénnen dabei auch
Sialinsaurepolymere (PolySia) aufweisen. Mittlerweile sind bei Saugetieren 5
Proteine bekannt, deren Glykane polysialyliert sein kénnen: NCAM, SynCAM 1,
CD36, Neuropilin-2 und ein spannungsabhangiger Natriumkanal.

In den letzten Jahren wurden parallel drei polysialylierte Glykokonjugate in
Seeigel-Spermien entdeckt: neben polysialylierten Gangliosiden und Flagellasialin
ein noch nicht naher charakterisiertes Glykoprotein von 190 kDa GroBe. Das
Flagellasialin wird durch seinen Einfluss auf die intrazellulare
Calciumkonzentration als (Mit-)Regulator der Motilitat angesehen. Seeigel haben
in der Fertilisations- und Reproduktionsforschung eine lange Geschichte, da ihre
Gameten in groBer Zahl gewonnen werden kdnnen und relativ unempfindlich
gegenlUber auBeren Einflissen sind [Miyata et al.; 2004; Miyata et al.; 2007].
Auch wenn die evolutiondre Entwicklung von Seeigeln und Sdaugetieren seit
langer Zeit unabhangig voneinander stattfindet, gibt es in der Natur Beispiele,
dass sich erfolgreiche Anpassungsstrategien in verschiedenen Zweigen des
phylogenetischen Stammbaums unabhangig voneinander entwickeln kénnen. Als
Beispiel seien das Linsenauge von Wirbeltieren und KopfflBlern wie Tintenfischen
oder Kraken bzw. die stromungsgtlinstige Koérperform von Haien, Delphinen und
Pinguinen genannt [Lehmann; 1996].

Schon langer gibt es Hinweise, dass bei Sdugetieren negativ geladene
Glykokonjugate essentiell flur einzelne Schritte der Fertilisation sind [Oehninger;
2001], so dass der Verdacht aufkam, dass auch bei Saugetieren PolySia - neben
MonoSia-Einheiten - in irgendeiner Form an der Reproduktion beteiligt sein
kénnten. Diese Uberlegung lag der hier beschriebenen Arbeit zugrunde.

Aufgrund der einfacheren Gewinnung und der hdheren Spermiendichte pro
Ejakulat wurde jede Methode zunachst mit bovinem Sperma etabliert und
anschlieBend auf humane Spermien angewendet. Bei Interpretation der
Ergebnisse sollte immer bericksichtigt werden, dass menschliches und bovines
Sperma einige Unterschiede aufweist. Diese Unterschiede sind zum einen
quantitativer, z.B. in Bezug auf die absolute Anzahl von Spermien pro Ejakulat,
und zum anderen qualititativer Natur, was Morphologie, Beweglichkeit und

Fehlbildungsrate betrifft. Da es im Rahmen dieser Arbeit nur um den qualitativen
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Nachweis von PolySia sowie die Lokalisierung des Tragermolekils ging, wurde

auf eine exakte Quantifizierung verzichtet.

Zunachst war das Ziel, erste Hinweise zu sammeln, die das Vorkommen von
PolySia wahrscheinlich machen. Mit Hilfe der C7/C9-Methode nach Sato kénnen
mittels DMB-HPLC durch Bildung eines C7-Derivats am nicht-reduzierenden Ende
und anschlieBender Hydrolyse des Glykan-Polymers Sialinsdaure-Moleklile
nachgewiesen werden, die nicht als endstéandige Monosialyl-Reste auf Glykanen
vorkommen. Dabei wurde zunachst frisches unbehandeltes Bullen-Sperma
analysiert, ohne die einzelnen Fraktionen des Ejakulates vorher zu trennen. Hier
konnte gezeigt werden, dass ketteninterne (C9-Derivate) Sialinsdure-Reste im
Ejakulat nicht nur nachweisbar sind, sondern dass diese auch in gréBerer Anzahl
als die endstandigen C7-Derivate anfielen (Abbildung 5.1).

Um die Aussagekraft dieses Ergebnisses zu erhéhen, wurde in einem nachsten
Schritt die Ausfallung der Proteine mittels Aceton durch Aufreinigung mittels
magnetischer beads (Affinitatsprazipitation) ersetzt. Als Sialinsaurepolymer-
bindendes Protein wurde enzymatisch inaktivierte EndoN genutzt.

Weil Spermien nicht die einzigen Zelltypen im Sauger-Ejakulat darstellen und
dartber hinaus noch eine Vielzahl geléster Proteine und Glykokonjugate
vorkommt, wurde der swim-up in den Versuchsablauf integriert, bei dem sich die
beweglichen Spermien aus dem vorsichtig unter das Medium geschichteten
Ejakulat I6sen und ,hoch schwimmen" sollen. Alle weiteren Analyseschritte (Lyse,
Affinitatspréazipitation, HPLC etc.) wurden aus dem abgenommenen Uberstand,
der im Idealfall nur Medium und motile Spermien enthalt, durchgefiihrt. So
konnte eine Separation von den Ubrigen Bestandteilen des Ejakulates erreicht
werden. Wie zuvor bereits nachgewiesen uberstieg auch hier die Menge der
internen die der endstandigen Sialinsaure-Reste (Abbildung 5.2).

Analog zur C7/C9-Analytik boviner Spermien, wurde der Versuchsablauf auf
humane Spermien (bertragen, zundchst ausgehend von unbehandeltem
Probenmaterial (Abbildung 5.3), dann nach Affinitatsprazipitation und swim-up
(Abbildung 5.4). In jedem Lauf konnten interne Sialinsdure-Reste nachgewiesen
werden, deren Menge in jedem Lauf die der endstandigen Reste Uberstieg. Durch
die spezifisch gegen Sialinsaurepolymere gerichtete Aufreinigungsprozedur war

somit ein indirekter Nachweis erfolgreich gefiihrt. Uber die Kettenldngen der
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Polymere lieB sich mit dieser Methode keine Aussage treffen, da die C9-Derivate

auch von Di-, Tri- oder OligoSia stammen konnten.

Um sich ein Bild von den jeweiligen Kettenldangen der identifizierten Sia-
Oligo/Polymere zu verschaffen, wurden die PolySia-Ketten unter schwach sauren
Bedingungen abgespalten, fluoreszenzmarkiert und mittels Anionenaustauscher-
Chromatographie nach Anzahl der Sialinsaurereste aufgetrennt. Zur Etablierung
des Versuchsablaufs wurde wie bei der C7/C9-Methode vorgegangen: zundchst
Analyse von bovinem unbehandelten Sperma, dann Aufreinigung polysialylierter
Produkte mittels Affinitatsprazipitation und anschlieBend Gewinnung motiler
Spermien mittels swim-up. In erstem und letztem erwahnten Lauf lieBen sich
Kettenldangen von ca. 40 (Abbildung 5.5) bzw. 46 Sia-Molektllen (Abbildung 5.6)
nachweisen. Der Lauf mit vorangeganger Aufreinigung mittels
Affinitatsprazipitation ohne swim-up ergab Kettenldangen von bis zu 28 Sia-
Molekilen (Abbildung 5.7). Zu berlcksichtigen ist, dass bei kleineren
Probenmengen die Signalintensitdt geringer ausfallt und PolySia-spezifische
Signale im der Methode geschuldeten Grundrauschen des Detektors Uberdeckt
werden kénnen. AuBerdem kann es aufgrund der schwach sauren Bedingungen
zu spontanen Kettenbriichen kommen, was eine Vermehrung kirzerer Ketten zur
Folge hat.

Die bei humanen Spermien bestimmten Kettenldngen waren mit 44 Neu5Ac-
Einheiten beim unbehandelten Ejakulat (Abbildung 5.8) und 49 Sia-Einheiten,
nach swim-up der Spermien und Aufreinigung mittels Affinitdtsprazipitation
(Abbildung 5.9), geringflugig groBer als die Kettenldangen boviner Spermien.
Somit ist die Existenz von PolySia sowohl im bovinen als auch im humanen
Ejakulat bzw. auf den enthaltenen Spermien bewiesen.

Auffallig im in Abbildung 5.9 dargestellten HPLC-Lauf war, dass die in
regelmaBigen Abstanden auftretenden PolySia-spezifischen Signale zwischen
Signal 6 und 9 von weiteren regelmaBig auftretenden Signalen Uberlagert
wurden. Eine eindeutige Zuordnung konnte anhand des stets mitanalysierten
Colominsaure-Standards getroffen werden (Abbildung 5.10). Mdglicherweise
handelt es sich um eine Form der PolySia, die nicht a2,8-verknlpft ist.
Beschrieben sind a2,9- [Bhattacharjee et al.; 1975], alternierende a2,8-/a2,9-
[Chao et al.; 1999] sowie a2,5-O-Glycolylverkniupfungen [Kitazume et al.;
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1996]. Um dieser Frage nachzugehen, untersuchten wir, ob sich a2,8- und a2,9-
verknilpfte PolySia bezlglich ihrer Laufzeiten unterscheiden. Es zeigte sich
jedoch, dass die Elutionszeiten beider PolySia-Formen identisch sind. Allerdings
unterschieden sich die Delaktonisierungszeiten deutlich. Nach dem fir a2,8-
PolySia benutzten Protokoll ist eine Inkubationszeit mit NaOH von einer Stunde
vorgesehen. Unter diesen Bedingungen zeigte sich jedoch bei der a2,9-
verknipften Form eine deutliche Signaliberlagerung mit Verlagerung der
Grundlinie (Abbildung 5.11). Erst nach deutlich langerer Delaktonisierung Uber
24 bzw. 48 Stunden erschien ein vergleichbares Bild mit regelmaBigen Signalen
ohne Uberlagerung (Abbildung 5.13). Bei dem in Abbildung 5.9 dargestellten
HPLC-Lauf kdénnte es aufgrund einer inkompletten Delaktonisierung zu den
Zwischensignalen gekommen, da bei weiteren Analysen von humanen Proben
dieses Ergebnis nicht reproduzierbar war bzw. vergleichbare Resultate wie in
Abbildung 5.8 gewonnen wurden. Ob neben a2,8-verknipften auch a2,9-
verknipfte PolySia vorkommt, konnte mit der angewendeten Methode nicht
abschlieBend geklart werden.

Verglichen mit den Kettenlangen der im Seeigelsperma gefundenen
polysialylierten Glykoproteine von 20 Sia-Moleklilen beim Flagellasialin und 15
beim 190 kDA-Protein [Miyata et al.; 2007] sind die PolySia-Ketten bei Rind und
Mensch also deutlich langer. Sie liegen etwa in der GréBenordnung der PolySia-
Ketten von NCAM und SynCAM 1, deren N-Glykane PolySia-Kettenlangen von
mehr als 62 bzw. 44 Sia-Molekllen aufweisen kdnnen, wenn diese mittels der
beschriebenen Methode analysiert werden [Galuska et al.; 2006; Galuska et al.;
2010]. Um die analysierten Kettenlédngen jedoch gezielt mit denen von Glykanen
an NCAM und SynCAM 1 vergleichen zu kénnen, misste parallel und mit gleicher
Sialinsaure-Gesamtmenge die beschriebene Prozedur durchgefiihrt werden, da
die Bestimmung der maximal detektierbaren Kettenldange von der PolySia-Menge

abhangt. Gleiches gilt natlrlich auch flir PolySia auf Seeigelspermien.

Um das polysialylierte Protein eingehender zu charakterisieren, wurde versucht,
PolySia nach gelelektrophoretischer Auftrennung im western blot sichtbar zu
machen. Dazu wurde bovines Sperma der swim-up-Prozedur unterzogen und
polysialylierte Glykoproteine der gewonnenen Spermien nach deren Lyse mittels

Affinitatsprazipitation aufgereinigt. Vor Beladung des Gels wurde ein Aliquot der
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Probe mit EndoN verdaut, wahrend das andere unverdaut aufgegeben wurde.
Der als Primarantikbérper benutzte Anti-PolySia-Antikérper benbtigt eine
Mindestanzahl von 8 Sia-Resten um zu binden, wahrend EndoN die PolySia in
heptamere Einheiten und kirzer schneidet. Somit kann das EndoN-verdaute
Aliguot als Negativ-Kontrolle angesehen werden.

Obwohl die elektrischen Ladungen der Moleklle durch SDS proportional zu ihrer
GroBe sind, verteilen sich die Molekile in einem weiten Bereich. Dies kommt
dadurch zustande, dass die aus den unterschiedlichen PolySia-Kettenlangen
resultierenden MolekilgroBen im elektrischen Feld ein komplexes Wechselspiel
mit den Poren des Polyacrylamid-Gels bewirken, die einen Widerstand im
Laufweg der Molekile darstellen. Polysialylierte Proteine werden dadurch als
lange schmierartige Bande auf dem geschwarzten Rontgenfilm sichtbar [Hoffman
et al.; 1982].

Nach Belichtung zeigte sich im Fall von bovinen Spermien nach swim-up, Lyse
und Affinitatsprazipitation in der unverdauten Spur ein deutliches breites Signal
zwischen 95 und 170 kDa, welches den flr PolySia typischen Schmier aufwies
(Abbildung 5.14).

Um Hinweise darliiber zu bekommen, ob PolySia an N- oder O-Glykane der
Glykoproteine gebunden ist, wurde neben unverdauten und EndoN behandelten
Proben auch ein Probenaliquot mit PNGaseF behandelt. Dieses Enzym spaltet
spezifisch N-glykosidische Bindungen, wie sie z.B. bei NCAM und SynCAM 1
nachgewiesen wurden [Liedtke et al.; 2001; Galuska et al.; 2010]. Die
unverdaute Probe zeigte im western blot ein breites, starkes Signal zwischen 90
und 170 kDa (Abbildung 5.15). EndoN-verdautes und PNGaseF-verdautes Aliquot
wiesen dagegen keine PolySia-spezifischen Signale auf. PolySia wurde offenbar
mit den N-Glykanen vom Proteinrtickgrat abgespalten. AuBerdem zeigte sich
schmalbandig ein Signal mit niedriger Signalintensitdt auf H6he von 60 kDa.
Nach Abschluss der hier beschriebenen Untersuchungen zeigten weiter
durchgefiihrte Versuche an bovinen Gesamtejakulaten, dass nach Erhéhung der
Konzentration an kauflichen Protease-Inhibitoren in den Ejakulaten das
zusatzliche Signal nicht mehr detektierbar war, wahrend die PolySia-Bande
reproduzierbar zwischen 95 und 200 kDa dargestellt werden konnte. Somit
kdnnte es sich bei dem kleineren Signal in Héhe von 60 kDa um

Degradierungsprodukte handeln.
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SchlieBlich wurde das etablierte Aufarbeitungsprotokoll auch auf humane
Spermien angewandt. Der western blot zeigte nach Belichtung in der Spur des
unverdauten Aliquots ein deutliches Signal zwischen 95 und 150 kDa (Abbildung
5.16), jedoch keine akzessorische Bande wie in Abbildung 5.15. EndoN- und
PNGaseF-Verdau fuhrten wie bei den bovinen western blots zum Verschwinden
der PolySia-spezifischen Signale. Somit sind die PolySia-Ketten auch bei
humanen Spermien mit N-Glykanen verknupft.

Anhand der Wanderungsstrecken im SDS-Gel sind sich die polysialylierten
Proteine von bovinen und humanen Spermien ahnlich, auch wenn die
Signalbanden beim Rind einen gréBeren Molekulargewichtsbereich umfassen.
Dies konnte auf minimalen Unterschieden im Polysialylierungsgrad beruhen
[Simon et al.; 2013].

In spateren Untersuchungen wurden in unserer Arbeitsgruppe mittels MALDI-
TOF-Massenspektrometrie und vorangegangenem tryptischen In-Gel-Verdau zwei
polysialylierte Proteine identifiziert. Dabei handelte es sich zum einen um NCAM
und zum anderen um die Polysialyltransferase ST8Siall. Damit gelang erstmals
der Nachweis, dass ST8Siall auch in vivo polysialyliert vorkommt [Simon et al.;
2013]. Polysialylierung und Autopolysialylierung von ST8Siall konnten bisher nur
in vitro oder in cellulo in Abwesenheit von NCAM beobachtet werden, so dass
man bisher von einem, den artifiziellen Bedingungen geschuldeten Phanomen

ausging.

Fir die Interpretation der Aufgaben eines polysialylierten Proteins auf der
Spermienoberflache ist die Kenntnis der Lokalisation von entscheidender
Bedeutung. Aus diesem Grund wurde versucht, PolySia mit Hilfe von
Immunfluoreszenz zu lokalisieren. Als effektivste Methode erwies sich dabei die
Fixierung und Farbung in L6ésung mit anschlieBender Einbettung in ein nicht
aushartendes Medium (Vectashield®). Bei Fixierung auf einem Objekttrager mit
anschlieBender Farbung war die Eigenfluoreszenz des Fixationsmediums zu stark,
um aussagekraftige Fotos machen zu koénnen (Daten nicht gezeigt). Die
Farbemethode wurde zunachst an bovinen Spermien etabliert und spater mit
humanen wiederholt. Als Fluoreszenz-Farbstoff wurde FITC verwendet, die

Kernfarbung wurde mit DAPI durchgeflhrt. Als Negativ-Kontrolle wurde ein
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Aliquot mit EndoN verdaut. Da das Spermienkdpfchen fast ausschlieBlich aus
dem Nukleus besteht, kann die DAPI-Farbung als Darstellung desselbigen
betrachtet werden. Mit dieser Pramisse projizierte sich die Lokalisation der
polysialylierten Proteine bei bovinen Spermien auf den hinteren Teil des
Kopfchens bis zum Ubergang in den Halsteil, auch als postakrosomale Region
bezeichnet (Abbildung 5.17 und Abbildung 5.18). Der Schwanz wurde in den
Fluoreszenz-Farbungen nicht mit angefarbt. Die EndoN-verdauten Spermien
wiesen keine derart charakteristische Farbung auf (Abbildung 5.19). Festzuhalten
ist, dass sich FITC-PolySia und DNA-DAPI in der postakrosomalen Region nahezu
komplett tGberlagerten.

Die humanen Spermien wurden im selben Verfahren wie die bovinen aufbereitet
und gefarbt. In den mikroskopischen Aufnahmen wurde deutlich, dass sich DAPI-
und PolySia-Signal in der Oberflachenfarbung nicht in der Art Gberlagerten, wie
es bei bovinen Spermien der Fall war. Die PolySia-positive Region stellte sich in
einer den postakrosomalen Teil von hinten umgreifenden Konfiguration neben
bzw. hinter dem Nukleus dar (Abbildung 5.20 und Abbildung 5.21). Die
Signalintensitat war geringer, als bei den bovinen Spermien. Der Schwanz war
ebenfalls nicht angefarbt. Das Fehlen von PolySia-Signal in der EndoN-verdauten
Negativkontrolle zeigte erneut, dass die Farbung spezifisch war.

Die Lokalisation der polysialylierten Proteine in bovinen und humanen Spermien
war ahnlich. Die in dieser Arbeit gezeigten Bilder wurden ausschlieBlich von
ejakulierten Spermien gemacht, die kurz nach Ejakulation mittels Formaldehyd
fixiert wurden. Das bedeutet, dass die nach Ejakulation einsetzenden
physiologischen Reifungsprozesse, wie z.B. die Kapazitation, zum Zeitpunkt von
Fixierung und Farbung noch nicht bzw. in sehr anfanglichen Stadien eingetreten
waren.

Insgesamt war der Anteil an PolySia-positiven Spermien im Vergleich zur
Gesamtmenge aller untersuchten Spermien gering. Eine genaue Quantifizierung
wurde nicht durchgefiihrt, da es, wie oben bereits erwahnt, im Rahmen dieser
Arbeit um einen qualitativen Nachweis von PolySia ging.

In weiteren Untersuchungen konnte in unserem Labor gezeigt werden, dass
PolySia von Epithelzellen im Kopf des Nebenhodens exprimiert wird, wahrend
PolySia im Hoden weder in Epithelzellen noch an Keimzellen nachweisbar ist

[Simon et al.; 2013]. Die Passage des Nebenhodens ist fur die Reifung von
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Spermien essentiell, da hier viele wichtige Reifungsschritte stattfinden. So
werden Glykoproteine von Epithelzellen synthetisiert und mittels sogenannter
Epididymosomen zu den Spermien transportiert und in die Spermien-Membran
integriert [Marengo; 2008]. Vermutlich wird PolySia-NCAM bzw. polysialylierte
ST8Siall ebenfalls durch diesen Mechanismus in die Spermien-Membran
eingebaut.

Reife, ejakulierte Spermien sind im weiblichen Genitaltrakt einer Vielzahl von
Abwehrmechanismen des weiblichen Immunsystems ausgesetzt, die vor allem
von Neutrophilen Granulozyten vermittelt werden. Dabei bildet sich unter
anderem ein Netzwerk bestehend aus Histonen und DNA, in dem Spermien
hangenbleiben und absterben kénnen. Dieses Netzwerk wird auch als neutrophil
extracellular trap (NET) bezeichnet [Brinkmann et al.; 2007]. Aufgrund einer im
Ejakulat vorhandenen DNase kann zwar die DNA degradiert werden, damit sich
die Spermien wieder fortbewegen koénnen, jedoch sind die resultierenden
Nukleosomen aufgrund der extrazellularen Histone weiterhin zytotoxisch.
Klrzlich konnte unsere Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Preissner (Biochemisches Institut, Justus-Liebig-Universitat Gie3en)
nachweisen, dass PolySia von Bakterien oder Menschen die Zytotoxizitat von
extrazelluldaren Histonen und Nukleosomen abschwachen bzw. komplett aufheben
kann [Saffarzadeh et al.; 2012; Saffarzadeh et al.; 2013; Ulm et al.; 2013].
Somit koénnte PolySia - gebunden an NCAM und ST8Siall - als
Schutzmechanismus vor dem weiblichen Immunsystem dienen und so die

Uberlebensrate der Spermien im fremden Milieu erhéhen (Abbildung 6.1).
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Abbildung 6.1 Mogliches Modell einer zytoprotektiven Funktion von

polysialyliertem NCAM und ST8Siall im Ejakulat

(A) Aktivierung von Neutrophilen und Ausbildung von NET (neutrophil extracellular
traps); (B) DNAse aus dem Ejakulat degradiert DNA der Neutrophilen und (C)
zytotoxische Nukleosomen entstehen; (D) PolySia-NCAM und -ST8Siall auf Spermien und
Epididymosomen binden Nukleosomen und inhibieren deren Zytotoxizitdt, modifiziert
nach [Simon et al.; 2013]

Andere Funktionen sind ebenfalls denkbar. Es ist bekannt, dass der weibliche
Genitaltrakt, den die Spermien auf ihrem Weg zur Eizelle durchwandern mussen,
in vielfacher Weise mit den Spermien interagiert. Dazu gehort die Bereitstellung
eines Milieus, in dem weitere Reifungsprozesse ablaufen kénnen. Mittlerweile
verdichten sich die Hinweise, dass vor allem im Eileiter Vorgange stattfinden, die
Spermien auf ihre Befahigung zur erfolgreichen Befruchtung Uberprifen und bei
Mangeln aussortieren kdnnen, wenngleich die entsprechenden Mechanismen
noch weitgehend unbekannt sind [Holt et al.; 2010].

Die Lokalisation von PolySia im postakrosomalen Bereich der Spermien wirft
zudem die Frage auf, ob sie bei der Verschmelzung von Spermium- und Eizellen-
Membran eine Rolle spielen kdnnten, denn die Bindung des Spermiums an die
Eizelle findet im Bereich der postakrosomalen Region statt [Stein et al.; 2004].
Da PolySia wegen seiner hohen Elektronegativitat bisher nur als Inhibitor von
Zell-Zell-Kontakten charakterisiert wurde, ist dies auch bei der Spermien-
Eizellen-Interaktion denkbar, etwa als Schutz der Eizelle vor Polyspermie. Die
regulatorischen Mechanismen dieser Hypothese bleiben unklar, da bei der
Akrosomen-Reaktion Neuraminidasen freigesetzt werden, die nachweislich

Sialinsauren von Glykokonjugaten abspalten.
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Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit verschiedene chemische und
immunologische Verfahren auf Ejakulatsproben angewendet werden (swim-up,
C7/C9-HPLC-Analysen, HPLC-basierte Kettenldangenbestimmung von PolySia,
Affinitatsprazipitation und Immunfluoreszenztechniken). Auf diese Weise konnte
erstmalig gezeigt werden, dass poylsiaylierte Proteine als Teil der extrazellulléaren
Glykokalix im postakrosomalen Bereich von bovinen und humanen Spermien
prasent sind und dass die an N-Glykanen gebundenen PolySia-Ketten dabei einen

Polysialylierungsgrad mit mehr als 40 Sialinsdureresten aufweisen kénnen.
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7 Zusammenfassung

Polysialinsaure (PolySia), ein Homopolymer aus a2,8-verknipften N-
Acetylneuraminsauren, ist bisher vor allem als essentieller Regulator von
Adhasionsprozessen im sich entwickelnden Saugerhirn bekannt. Dabei wurde
PolySia als posttranslationale Modifikation zweier Proteine identifiziert: dem
neuralen Zelladhasionsmolekil NCAM und dem synaptischen
Zelladhasionsmolekil SynCAM 1. Da in Seeigel-Sperma bereits PolySia
nachgewiesen werden konnte, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden, ob PolySia auch auf Spermien von Sdaugetieren vorkommt.

Erste Hinweise auf das Vorliegen von Oligo- und/oder PolySia lieferte der
Nachweis interner Sialinsauren (Sia) mit der C7/C9-Methode [Sato et al.; 1998].
Mittels ,milder® DMB-Derivatisierung konnte verifiziert werden, dass die internen
Sia-Reste Bestandteil von Sialinsaurpolymeren sind. Dabei wurden PolySia-
Kettenldngen mit bis zu 46 Sia-Resten beim Rind und bis zu 49 beim Menschen
bestimmt, was die Existenz von PolySia im bovinen und humanen Sperma
beweist. Des Weiteren ergaben die Untersuchungen, dass die polysialylierten
Glykoproteine sowohl bei bovinen als auch bei humanen Spermien auf der
Oberflache vorkommen und dass die a2,8-verknipften PolySia-Ketten an N-
Glykane der polysialylierten Glykoproteine gebunden sind.

Durch Fluoreszenz-Mikroskopie konnten dariber hinaus die polysialylierten
Glykokonjugate bei bovinen Spermien innerhalb der postakrosomalen Region
lokalisiert werden. Bei humanen Spermien war PolySia ebenfalls in der
postakrosomalen Region darstellbar, jedoch im Vergleich zu bovinen Spermien
mehr in Richtung Hals verlagert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zum ersten Mal, dass polysialylierte
Glykoproteine auf Spermien von Saugetieren vorhanden sind. Somit wurde die
Basis flr weiterfUhrende Studien hinsichtlich der Identifizierung der PolySia-
Tragerproteine sowie deren PolySia-abhangige Funktionen auf Spermien
geschaffen, die nachfolgend zur Identfizierung von NCAM und der
Polysialyltransferase ST8Siall als polysialylierte Proteine flihrte [Simon et al.;
2013]. Es ist nachgewiesen, dass PolySia sowohl Histon-vermittelte Zytotoxizitat
als auch einen als neutrophil extracellular trap (NET) bezeichneten Mechanismus,
der ebenfalls zytotoxisch wirkt, abschwachen und sogar aufheben kann. Da diese

Mechanismen nach der Insemination eine wichtige Rolle spielen, lasst sich somit
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eine wichtige immunmodulatorische Funktion von PolySia im weiblichen

Genitaltrakt vermuten.
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8 Summary

Polysialic acid (polySia), a homopolymer consisting of a2,8-linked N-
acetylneuraminic acids, is known as an essential regulator of adhesion processes
in the developing mammalian brain. Here, polySia has been identified as a
posttranslational modification of the neural cell adhesion molecule NCAM and the
synaptic cell adhesion molecule SynCAM 1. Since polySia has also been
detecteted in sea urchin sperm and is involved during fertilization processes, we
wanted to investigate if polysialylated proteins are also localized at the surface of
mammalian sperms.

The first evidence for the presence of oligo- and/or polySia in mammalian semen
was provided by the detection of internal sialic acid residues using the C7/C9-
method [Sato et al.; 1998]. Subsequent “mild” DMB-derivatization showed that
internal sialic acid residues are part of sialic acid polymers, of which the degree
of polymerization ranged from ~ 46 sia residues in bovine up to ~ 49 sia
residues in human semen. Thus, the existence of polySia in bovine and human
semen was confirmed. Additional Western blot based experiments demonstrated
that polysialylated glycoproteins were associated to bovine and human sperm
and that a2,8-linked polySia chains were attached to N-glycans of these
polysialylated glycoproteins.

Furthermore, polysialylated glycoconjugates could be localized in the
postacrosomal region of bovine and human sperms using fluorescence
microscopy. In human sperm, however, the polySia positive area appeared to be
more closely associated with the neck.

In summary the results of this thesis demonstrated for the first time that
polysialylated glycoproteins are present in the postacrosomal region of
mammalian sperm. Based on these findings, further investigations allowed the
identification of two polySia carriers, NCAM and the polysialyltransferase
ST8Siall, which are modified by the polysialyltransferases ST8Siall and ST8SialV
[Simon et al.; 2013]. Since polySia is known to counteract histone- as well as
neutrophil extracellular trap (NET)-mediated cytotoxicity against host cells, which
plays a role after insemination, we propose an immunomodulatoric function of

polySia in the female reproduction tract.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

Ap
Ad
APS
BDNF

BSA
CD
DAPI
DMB
DNA
E. coli
EndoN
FBS
FITC
HPLC

HRP

GPI

Ig

IVF

KDN

LM
MALDI-TOF

NCAM
NET
Neu5Ac
Neu5Gc
NGF
PBS
PCR
PNGaseF
PolySia

A-Pale (hell) Spermatogonien

A-Dark (dunkel) Spermatogonien

Ammoniumpersulfat

Vom Hirn abstammender neurotropher Factor (brain derived
neurotrophic factor)

Bovines Serum Albumin

Oberflachenantigen (cluster of differentiation)
4’,6-Diamidin-2-phenylindol
1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol

Desoxyribonukleinsaure

Escherichia coli

Endoneuraminidase N

Fetales Bovines Serum

Fluorescein

Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (high-performance
liquid chromatography)

Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase)
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol

Immunglobulin

in-vitro-Fertilisation

Deaminoneuraminsaure

Laufmittel

Matrix-unterstlitzte Laser-Desorption/Ionisation Flugzeit-Analyse
(matrix-assisted laser desorption/ionisation time of flight)
Neurales Zelladhasionsmolekil (neural cell adhesion molecule)
Neutrophile extrazellulére Fallen (neutrophil extracellular traps)
N-Acetylneuraminsaure

N-Glykolylneuraminsaure

Nerven-Wachstumsfaktor (nerve growth factor)
Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphat-buffered saline)
Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)
N-Glykosidase F

Polysialinsaure
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PVDF
SDS-PAGE
Sia
ST8Siall
ST8SialVv
SynCAM

TALP
TFA
ubP
WGA

Polyvinylidendifluorid
Sodium-Dodecyl-Sulfat-Poly-Acrylamid-Gel-Elektrophorese
Sialinsaure

Polysialyltransferase II

Polysialyltransferase IV

Synaptisches  Zelladhasionsmolekll (synaptic cell adhesion
molecule)

Tyrode-Medium mit Albumin, Laktat und Pyruvat
Tri-Fluor-Essigsaure

Uridin-Di-Phosphat

Weizenkeim-Agglutinin (wheat germ agglutinin)
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