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1 Einleitung

Die interzellulare Kommunikation und Interaktion ist ein fein justiertes System,
welches Ausgangspunkt flr zahlreiche pathologische und physiologische Prozesse
ist. Dabei kénnen Modifikationen von Proteinen der Zellmembran zu einer
Veranderung der urspringlichen Proteinfunktion fihren und so die Proteininteraktion
benachbarter Zellen, die Zellproliferation, -migration und -differenzierung sowie die
Apoptose modulieren. Eine bedeutende posttranslationale Modifikation von
Glykoproteinen stellen Polysialinsauren (PolySia) dar. Diese weitverzweigten
Zuckermolekuile verfligen Uber stark anionische Ladungen und sind beispielsweise in
der Lage, den interzelluldaren Abstand um ca. 10 nm zu vergréBern
(Rutishauser et al. 1988). Sie kénnen so die inter- und intrazelluldare Kommunikation
und Adhésion stark beeinflussen. Die prominenteste Bedeutung kam bisher dem
polysialyliertem neuralem Zelladhdsionsmolekils (NCAM) im Zusammenhang mit der
Neurogenese zu. Seit 2013 ist zudem bekannt, dass PolySia eine nicht unerhebliche
Rolle sowohl wahrend der saisonalen Spermatogenese von Rehbdcken als auch bei
der postnatalen Entwicklung von murinen, méannlichen Gonaden einnimmt. Es kommt
zudem auf der postakrosomalen Region von Spermien vor. Ausgangspunkt flr die
Studien dieser Dissertation war jedoch eine Erkenntnis, die mehr als 20 Jahre
zuriickliegt. Damals konnten Elisabeth Bock und Kollegen unterschiedlich
glykosylierte Isoformen von NCAM in Ovarien von Saugetieren identifiziert. Allerdings
wurden seither keine weiterflihrenden Untersuchungen hinsichtlich der Bestimmung

der Isoform von NCAM und einer mdglichen biologischen Funktion durchgefiihrt.

Im Fokus dieser Dissertation steht daher die Frage, ob und wo PolySia im Gewebe
des weiblichen Reproduktionstrakis bei Saugetieren vorkommt, welche mdglichen
biologischen Bedeutungen daraus resultieren kdénnen und inwiefern zyklische
Vorgange, wie z. B. die Follikulogenese, durch eine Polysialylierung beeinflusst
werden. Von zentraler Bedeutung sind weiterhin die Ermittlung des Tragerproteins

und der Grad der Polymerisierung.



2 Literaturubersicht
2.1 Polysialinsauren

2.1.1 Struktureller Aufbau

Sialinsduren gehéren zu den a-Ketonsauren und bestehen aus einem
C9-Grundgerist mit einer endstédndigen Carboxylgruppe an C1 sowie einer
Ketongruppe an C2 (Angata et al. 2002; Schauer 2004). Bereits 1941 wurde die
N-Acetylneuraminsaure von Klenk als ,Spaltorodukt eines neuen Gehirnlipoids*
isoliert (Klenk 1941). Mittlerweile sind mehr als 50 natirlich vorkommende
Sialinsauren identifiziert. Allerdings eignen sich nur wenige von ihnen als
Ausgangsprodukte fir die Synthese von Polysialinsduren (PolySia) (Kelm und
Schauer 1997; Angata et al. 2002). Hierzu z&hlen die in Abbildung 1 gezeigten
Sialinsauren wie die N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac), die N-Glycolylneuraminsaure
(Neu5Gc) und die Deaminoneuraminsaure (KDN) (Muhlenhoff et al. 1998). Die

Erstgenannte z&hlt hierbei zu den am haufigsten, natirlich vorkommenden

Sialinsauren (Tiralongo 2013).
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Abbildung 1: Struktureller Aufbau und Modifikationen der Sialinsauren

(modifiziert nach Schnaar et al. 2014)

Sialinsauren gehdren zu den a-Ketons&duren und setzen sich aus einem C9-Grundgerist zusammen.
Sie sind gekennzeichnet durch eine Carboxylgruppe an C1 und eine Ketongruppe an C2. Zu den
haufigsten exprimierten Sialinsdurederivaten zahlen die N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac),
N-Glycolylneuraminséure (Neu5Gc) und Deaminoneuraminsaure (KDN) (MUhlenhoff et al. 1998).



Diese Molekule kénnen entweder an den Positionen a2,4, a2,5, 02,8, 02,9 oder
gemischt an a2,8/9 verknlpft sein (Sato und Kitajima 1999; Sato 2013) und weisen
daher ein unterschiedliches Mal3 an Polymerisierung auf. Sie bestehen jedoch
mindestens aus acht Untereinheiten bis hin zu Uber 50 bis 60 Sialinsaureresten mit
starken anionischen Eigenschaften (Finne 1982; Galuska et al. 2006). Als mit
PolySia posttranslational modifiziertes Tragerprotein im Saugetier dient am
haufigsten das neurale  Zelladh&sionsmolekil ~NCAM  (Finne  1982;
Liedtke et al. 2001; Ohe et al. 2002). Zusatzlich sind sieben weitere Tragerproteine
bekannt. Hierzu zahlen das synaptische Zelladhdsionsmolekil SynCAM1
(Galuska et al. 2010), Neuropilin-2 (Curreli et al. 2007; Werneburg et al. 2015) und
CD36 der Muttermilch (Yabe etal. 2003), CCR7 der dendritischen Zellen
(Kiermaier et al. 2016), der E-Selektinligand-1 auf Mikrogliazellen und Makrophagen
(Werneburg etal. 2016) sowie eine Untereinheit eines spannungsabhangigen
Natriumkanals (Zuber etal. 1992) wund die Polysialyltransferase St8Siall
(Simon et al. 2013).

2.1.2 Biosynthese

Der Grundbaustein der durch CMP aktivierten Neu5Ac entsteht urspriinglich aus
UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc), welches neben der Sialinsduresynthese
noch an zahlreichen anderen Stoffwechselvorgéangen beteiligt ist. Die Synthese von
CMP-Neu5Ac vollzieht sich in finf Schritten, von denen die ersten vier im Zytosol
und der letzte im Zellkern lokalisiert ist (Abbildung 2) (Kean 1991). In den ersten
beiden Schritten kommt ein bifunktionales Enzym zum Einsatz, welches sowohl
Epimerase- als auch Kinaseeigenschaften aufweist und dessen Untereinheiten
jeweils unabhéangig voneinander agieren kénnen. Die
UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase  (GNE) katalysiert zunachst die
Epimerisierung von UPD-GIcNAc zu N-Acetyl-D-Mannosamin (ManNAc) unter
Abspaltung des UDP (Hinderlich etal. 1997; Tanner 2005; Sato 2013;
Mnster-Kihnel und Hinderlich 2013). ManNAc wird durch die ATP-abhdngige
Kinaseaktivitat der GNE anschlieBend an C6 phosphoryliert — ManNAc-6-Phosphat
entsteht. Die Entwicklung des Grundgeriists der Neu5Ac erfolgt durch Offnung des
Ringes, dem Verbrauch von Phosphoenolpyruvat (PEP) und dem finalen
Ringschluss durch die konformitatsstabilisierende Neu5Ac-Phosphat-Synthase. Nach
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Abspaltung des Phosphats durch die Neu5Ac-Phosphat-Phosphatase entsteht
Neu5Ac. Im Unterschied zu der Aktivierung aller anderen Monosacchariden erfolgt
die Synthese von CMP-Neu5Ac im Zellkern (Kean et al. 2004). Hohe Konzentration
des CMP-Neu5Ac flhren zu einer Hemmung der GNE, wobei die regulatorische
Domane im Bereich der Kinasedomane lokalisiert ist (Kornfeld et al. 1964). Somit gilt
die GNE als Schlisselenzym der Neu5Ac-Synthese. CMP-Neu5Ac wird Uber
spezifisch bindende CMP-Neu5Ac-Transporter in den Golgi-Apparat transportiert und
dient dort als Ausgangsstoff flr posttranslationale O- und N-glykosidische
Modifikationen von Proteinen, die durch verschiede Sialyltransferasen katalysiert

werden kdnnen (Harduin-Lepers et al. 2001).

PolySia-NCAM-140

UDP-Glc-Nac
|
ManNAc
L
5 l trans-Golgi Apparat
ManNAc-6-Phosphat
|
CMP-NeubAc i
8 [ L
Neu5Ac-9-Phosphat L i I
Iu c ospha ol gﬂmn‘%—#
Neu5Ac
Zellkern
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Biosynthese von Sialinsauren

und PolySia (modifiziert nach Schauer 2004)

Beginnend mit dem Substrat UDP-Glc-NAc (UDP-N-Acetyl-D-Glucosamin) fiir das bifunktionale
Enzym GNE (UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase) und dessen Produkt Neu5Ac
(N-Acetylneuraminsaure) sowie dem Transport in den Zellkern mit anschlieBender CMP-Aktivierung
und Weitertransport Gber den CMP-Neu5Ac-Transporter in den Golgi-Apparat wird die Synthese der
Polysialinsduren schematisch dargestellt. Die im Golgi hergestellten PolySia-Ketten und deren
N-glykosidische Verknipfung auf die jeweiligen Proteine werden Uber vesikuldren Transport an die
Membranoberflache Ubertragen.



Die N-Glykosylierung der Proteine erfolgt am bzw. im rauen Endoplasmatischen
Retikulum (rER) und Golgi-Apparat (Feizi und Mulloy 2003). Dabei werden an die
Aminogruppen (N-) des C2 der Aminosaure Asparagin (Asn) von Proteinen
bestimmte Zuckerabfolgen transferiert. Die N-Glykane unterteilt man in drei
Haupttypen: mannosereich, hybrid oder komplex. Dabei ist die sogenannte
Core-Struktur bei allen N-Glykanen stets gleich strukturiert und besteht aus flnf
Molekulen: zwei verknipfte GIcCNAc und drei folgenden Mannosen (Abbildung 3). Im
Gegensatz dazu lasst sich bei O-Glykanen kein einheitliches Core identifizieren.
Dem Core schlieBen sich unterschiedliche Anzahlen von Antennen an (Pavelka und
Roth 2005).

[ @]
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* p-1.4
§'
<Zt @ MN-Acetylneuraminséure
('%i Galactose
g . N-Acetylglucosamin
2 | . Mannose
T
-Asn -
Abbildung 3: Schematische Darstellung eines polysialylierten N-Glykans

vom komplexen Typ (modifiziert nach Angata et al. 2006; Schnaar et al. 2014)

Die Core-Struktur stellt ein Pentasaccharid dar und besteht aus zwei Molekiilen N-Acetylglucosamin
(GlcNAc) und drei Mannosen. Daran kniipfen drei Antenennen an. Das hier schematisch dargestellte
N-Glykan kann dem komplexen Typ zugeordnet werden.

Das Core des Glykans wird zunachst an einem Hilfsmolekil, dem Dolicholphosphat,
auf der AuBenseite des rER synthetisiert. Nach der Addition von finf weiteren
Mannosemolekllen wird die gesamte Struktur von der zytosolischen Seite auf die
luminale Seite transferiert. Der ,Flip-Flop“-Mechanismus oder auch Translokation
erfolgt Uber Translokone (Sec61-Komplexe). Translokone (,franslocation canal®)

bezeichnen membranstandige Proteinkomplexe, die in der Lage sind grdBere



Molekiile (PorengrdBe 40 bis 60 A) zu translokalisieren. Unterstiitzend sind hierbei
Translokon-assoziierte Proteine, wie u.a. das Enzym Oligosaccharyltransferase
(Walter und Blobel 1981; Pavelka und Roth 2005; Stanley et al. 2009). Im Anschluss
daran werden weitere Glykosyltransferasen aktiviert. Die Ubertragung von der
Core-Struktur auf das Protein erfolgt an asparaginreichen Aminosaureseitenketten
mit dem Erkennungsmotiv Asn-X-Thr/Ser und wird durch das Enzym
Oligosaccharyltransferase initialisiert. Das anschlieBende ,Caping”oder , Triming*“ der
Mannosen bis zu der eigentlichen Core-Struktur erfolgt zun&chst im rER und danach
im Golgi-Apparat. Die finale Prozessierung ist abhangig von den verschiedenen
Glykosyltransferasen (Pavelka und Roth 2005), wie beispielsweise den

Sialyltransferasen.

Die bekanntesten und am haufigsten vorkommenden Sialyltransferasen fir NCAM
sind die membranstandigen St8Siall und St8SialV des Golgi-Apparates
(Angata et al. 2000; Harduin-Lepers et al. 2001). Neben diesen beiden existieren
noch weitere Di- und Oligosialyltransferasen, jedoch kénnen nur St8Siall und
St8SialV Molekllketten mit mehr als acht Sialinsaureresten synthetisieren (Tabelle 1)
(Angata et al. 2000; Sato et al. 2000; Harduin-Lepers et al. 2001).

Tabelle 1: Ubersicht der a2,8-Sialyltransferasen (nach Sato 2013)

Sialyltransferase Beispiele moglicher Produkte
Tragerproteine

St8Sial GMB3/GD3 (Ganglioside) DiSia

St8Siall NCAM PolySia

St8Sialll GMB3/GD83, Oligosaccharide, | Di-/OligoSia
NCAM, Fetuin

St8SialV NCAM PolySia

St8SiaV GT1b/GD3 (Ganglioside) Di-/OligoSia

St8SiaVl O-verknUpfte Glycoproteine | DiSia

Die Polysialyltransferasen St8Siall und St8SialV zahlen zur Familie der
a2,8-Silalyltransferasen und bendtigen als Donormolekil die CMP-Sialinsaure,
wahrend die beiden anderen  Untergruppen der  Sialyltransferasen



(a2,3- und a2,6-Sialyltransferasen) Galaktose, N-Acetylglucosamin oder

N-Acetylgalactosamin verwenden.

Den beiden Polysialyltransferasen dient jeweils der terminale Sialinsaurerest als
Donormolekill fir die Ubertragung der aktivierten Sialinsdure. Erst zwei
Besonderheiten ermdglichen ihnen die Interaktion mit den PolySia-Ketten: Zum einen
verflgen sie Uber eine Region, die sehr reich an basischen Aminosauren ist. Dies
ermd@glicht eine erfolgreiche Bindung der sauren Molekile. Dieser Bereich wird auch
als Polysialytransferasedoméane (PSTD) bezeichnet und besteht aus 32
Aminosauren (Harduin-Lepers et al. 2008; Nakata et al. 2006). Zum anderen weisen
die Sialyltransferasen eine zweite polybasische Region (PBR) auf, die fir die
Interaktion mit dem am haufigsten polysialylierten Protein NCAM verantwortlich ist
(Foley etal. 2009; Schnaar etal. 2014). Ohne diese beiden Domanen kdnnen
lediglich Di- (St8Sial, St8SiaV und St8SiaVIl) oder Oligosialinsauren (St8Sialll und
St8SiaV) synthetisiert werden (Angata et al. 2000; Sato et al. 2000).

Sialyltransferasen gehéren zur Gruppe der Typ-ll-Transmembranproteine und
besitzen daher eine Transmembrandomane, welche an mehreren Stellen
N-glykosyliert ist. Diese Domane ist gekennzeichnet durch einen Kkurzen
zytoplasmatischen Bereich und einen weit ins Lumen reichenden Anteil. Letzterer
besteht aus einer Stammregion und einer katalytischen Domane, die sich wiederum
in drei Bereiche untergliedert: Sialylmotiv (SiaM) long (L), small (S) und very
small (VS), wobei SiaM-L fiir die Bindung der Donormolekiile (aktivierte Sialinsauren)
zustandig ist und SiaM-S die Akzeptormolekiile fir die katalytische Reaktion fixiert
(Datta und Paulson 1995; Datta etal. 1998; Datta 2009; Rao etal. 2009). Die
histidinhaltige SiaM-VS ist zwar essentiell flr die katalytische Reaktion, hat jedoch
keinen Einfluss auf die Proteinfaltung (Kitazume-Kawaguchi et al. 2001). In dem

Bereich des SiaM-S ist die oben genannte PSTD zu finden.

Die polybasische Region PBR ist oberhalb des SiaM-L lokalisiert (Abbildung 3)
(Harduin-Lepers 2013). Einem weiteren Sialylmotiv (lll) wurde bisher noch keine
Bedeutung zugeordnet (Jeanneau etal. 2004; Geremia etal. 1997), wobei eine
stabilisierende Funktion diskutiert wird (Harduin-Lepers 2013).
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Abbildung 4: Primarstruktur der Transmembrandomaéne der
Sialyltransferasen St8Siall und St8SialV (modifiziert nach Angata und Fukuda
2003 und nach Angaben aus Harduin-Lepers 2013)

TM = Transmembrandomane, PBR = polybasische Region, SiaM = Sialylierungsmotiv,
M-Il = Motiv lll, PSTD = Polysialytransferasedoméne, L = large, S = small, VS = very small,
N- = N-terminales Ende, C- = C-terminales Ende

Neben der Polysialylierung von anderen Proteinen besitzen beide
Polysialyliransferasen die Fahigkeit der Autopolysialylierung. Hierbei werden auf
enzymeigene N-Glykanstrukturen PolySia-Ketten transferiert. Die gleichzeitigte
Prasenz von NCAM inhibiert jedoch diesen Effekt (MUhlenhoff et al. 1996; Close und
Colley 1998).

Markant ist auch, dass je nach Entwicklungsstand des Individuums und dem
entsprechenden Bedarf, die Expression von St8Siall und St8SialV variiert
(Angata et al. 1997; Ong et al. 1998). So wird bei der Neurogenese St8Siall wahrend
der embryonalen Entwicklung und kurze Zeit post partum in héheren Mal3 expremiert
als St8SialV. Hingegen ist die Konzentration von St8SialV im adulten Gewebe héher
als die von St8Siall. Beide Polyisalyltrasferasen werden zwar verstarkt wahrend der
Embryogenese gebildet, jedoch wird die Expression von St8SialV postnatal nicht so
stark reduziert, wie die von St8Siall (Finne 1982; Rutishauser und Landmesser 1996;
Angata et al. 1997; Ong et al. 1998).

Anhand von Knockout-Mouse-Modellen konnte weiterhin gezeigt werden, dass beide
Polysialyltransferasen unabhéangig voneinander agieren kénnen
(Weinhold et al. 2005; Galuska etal. 2006). Allerdings zeigen sich dabei
Abweichungen in ihrer Arbeitsweise. So ist z. B. bei St8SialV-defizienten M&usen
(Eckhardt et al. 2000) die noch funktionsfahige St8Siall in der Lage, NCAM zu 90 %
zu polysialylieren und dabei ein Homopolymer aus 40 Untereinheiten zu
synthetisieren. Bei St8Siall-defizienten Mausen (Angata etal. 2004) mit einer
funktionsfahigen St8SialV kénnen jedoch nur 45 % des im Gewebe vorkommenden
NCAM’'s modifiziert werden. Daflir kann eine eine Kettenlage von bis zu 60
Sialinsauren erreicht werden (Galuska et al. 2006; Galuska et al. 2008; Oltmann-
Norden et al. 2008).
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2.2 Das neurale Zelladhasionsmolekiil NCAM

2.2.1 Struktureller Aufbau und biologische Bedeutung

Beginnend mit der ersten Beschreibung der Zelladhdsion und der genaueren
Erforschung der Zelladhasionsmolekile (CAM’s) zu Beginn des 20. Jahrhunderts
(Wilson 1907) bis hin zu der ersten Erwdhnung des neuralen Zelladh&sionsmolekils
NCAM und der Zuordnung zur Immunglobulin (Ig)-Superfamilie in den 70’er Jahren
(Jorgensen und Bock 1974; Rutishauser etal. 1976), ist dieses Molekul immer
wieder aufgrund seiner vielfaltigen Eigenschaften Gegenstand der Forschung.

Neben der Familie der Cadherine, Selektine und Integrine stellt die Ig-Superfamilie
die groBte Gruppe der Zelladhasionsmolekile dar und umfasst mehr als
100 Mitglieder (Brummendorf und Rathjen 1995).

Die Grundstruktur der Ig-Superfamilie bildet mindestens eine Immunglobulin-ahnliche
Domane. Bei NCAM besteht das Grundgerist aus funf Ig-ahnlichen Doménen, die an
zwei Fibronektin Typ-lll-ahnlichen Doméanen gebunden sind. Daran schlief3t sich eine
Transmembrandomane oder ein Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker)
an, der das Protein an die Membran bindet (Cunningham etal. 1987). Die vier
bekannten und durch alternatives SpleiBen entstandenen Isoformen unterscheiden
sich anhand ihrer Verankerung in der Zellmembran wund somit ihres
Molekulargewichtes, welches zwischen 110 und 180 kDa variiert (Abbildung 5).

Die beiden Isoformen NCAM-180 und -140 zahlen zZu den
single-pass-Transmembrandomanen. Sie sind charakterisiert durch den Anteil der
Aminoséauren (AS), die den intrazelluldren Anteil bilden. Bei NCAM-180 wird diese
Doméne aus 385 AS gebildet und bei NCAM-140 aus 120 AS. Die dritte bekannte
Form, NCAM-120, ist Uber einen GPI-Anker mit der Membran verbunden
(Hinsby et al. 2004). Die letzte bisher bekannte Form ist das NCAM-110. Hierbei
handelt es sich um eine I6sliche, nicht an eine Membran gebundene Version des
Proteins (Bock et al. 1987; Ulm et al. 2013).
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Abbildung 5: Schematisch dargestellte Modifikationen von NCAM
(modifiziert nach Kleene und Schachner 2004)

Schematisch dargestellt werden die verschiedenen NCAM-Isoformen. Die beiden Uber ein single-pass
Transmembrandomane in der Membran verankerten NCAM-180 und -140 sowie NCAM-120, welches
Uber einen GPI-Anker membrangebunden ist und das l6sliche NCAM-110. Des Weiteren ist auch ein
polysialyliertes NCAM-140 mit seiner schematisierten Hydrathiille gezeigt. NCAM besteht aus zwei
Fibronektin-1ll-dhnlichen Domanen und aus flinf zusatzlichen Immunglobulin-dhnlichen Domanen mit
insgesamt sechs N-Glykosylierungsstellen, wobei nur an der finften Ig-Doméne zwei Méglichkeiten
flr eine Polysialylierung bestehen.

NCAM kann auf vielféltige Weise die Zellkommunikation und Zellinteraktion
beeinflussen. So kann es zum einen homophile Bindungen mit weiteren
NCAM-Molekilen entweder von einer benachbarten (trans-Konfiguration) oder
derselben Zelle (cis-Konfiguration) beeintréachtigen (Abbildung 7) (Rao etal. 1992;
Rao etal. 1993). Zum anderen bestehen =zahlreiche heterophile Interaktionen
(Kleene und Schachner 2004).

Im Bereich des Eierstocks wurde NCAM bereits in den 1990er Jahren sowohl auf der
Eizelle (Campbell etal. 1995) als auch im humanen Tertiarfollikel auf den
Granulosazellen (Mayerhofer et al. 1994) sowie im Bereich des Follikels, der Eizelle
und des Rete ovarii der Maus (Mgller etal. 1991) lokalisiert. Wéahrend der
Follikulogenese und Luteinisierung wurde ein wechselndes Expressionsmuster von
NCAM festgestellt. Eine genaue biologische Bedeutung und Funktion von NCAM auf
Granulosazellen wurde bisher noch nicht identifiziert, jedoch wird eine Beeinflussung
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der Follikulogenese und Luteinisierung des  Tertiarfollikels  diskutiert
(Mayerhofer et al. 1991; Mayerhofer et al. 1994).

2.3 PolySia-NCAM

2.3.1 Posttranslationale Polysialylierung von NCAM

Die Glykosylierung von NCAM stellt eine der wichtigsten und bekanntesten
Modifikation von NCAM dar (s.a. 2.1.2 und Abbildung 3). Bekannt sind sechs
potentielle  N-Glykosylierungsstellen (Albach etal. 2004), wobei nur zwei
Glykosylierungsstellen fiir die Elongation der PolySia-Ketten in Frage kommen
(Nelson et al. 1995). Weiterhin existieren noch zwei potentielle
O-Glykosylierungsstellen an den beiden Fibronektin-lll-ahnlichen Domanen
(Walsh et al. 1989).

Far eine erfolgreiche Bindung der Polysialyltransferasen werden zum einen die
FN1-Doméane und zum anderen die Ig5-Doméne mit ihren beiden Mdglichkeiten zur
N-Glykosylierung benétigt (Abbildung 6) (Ohe et al. 2002; Thompson et al. 2011). Die
Fibronektin Typ-lll-ahnliche Domane FN1 ist in ihrer Aminosauresequenz nur zu
ca. 25 % identisch mit der Domane FN2. Beide entsprechen in ihrer Grundstruktur
dem B-Faltblatt (Mendiratta et al. 2005). Besonders ist jedoch, dass die FN1-Doméne
im Gegensatz zu der FN2-Doméne eine zuséatzliche a-helikale Struktur und eine
saure Oberflachenregion (acidic surface patch) aufweist (Mendiratta et al. 2006;
Colley 2010). Durch die sterische Ausrichtung der FN1-Doméne zur Ig5-Doméne
wird eine Polysialylierung der ASN5 (Asn449) und ASN6 (Asn478) dieser Ig-Doméne
realisiert (Colley 2010; Thompson et al. 2013). Die polybasischen Region (PBR) der
Polysialyltransferase (2.1.2) ermdglicht einen initialen Kontakt mit der FN1-Doméne
(Foley etal. 2009; Zapater und Colley 2012). Wenn die FN1-Doméane nicht
vorhanden ist, kann nachweislich keine Polysialylierung stattfinden (Angata und
Fukuda 2003; Colley 2010). Das erklart auch, warum das olfaktorische
Zelladh&sionsmolekil (OCAM), welches zu 45 % eine identische Domanenstruktur
zu NCAM aufweist, unter physiologischen Bedingungen nicht polysialyliert werden
kann (Thompson et al. 2013).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Polysialylierung von
NCAM-140 durch Polysiylytransferasen (in Anlehnung an Colley 2010;
Schnaar et al. 2014 und Thompson et al. 2013)

Die Abbildung zeigt die Interaktion der Polysialyltransferase mit der Fibronektin-lll-dhnlichen Doméne
FN1 und die dadurch beginstigte Polysialylierung an den beiden N-Glykosylierungsstellen ASN5 und
ASNG der Ig5-Doméane am Beispiel von NCAM -140.

Neben der Glykosylierung gibt es noch weitere Mdglichkeiten der posttranslationalen
Modifikation von NCAM. So ermdéglicht die Palmitolyierung eine verstarkte
Verankerung in der Zellmembran (Murray et al. 1987; Niethammer et al. 2002). Eine
Phosphorylierung an einem Serin- oder Threoninrest begtinstigt z. B. die Bindung an
Spektrin, welches ein  wesentlicher Bestandteil des Zytoskeletts st
(Sorkin et al. 1984; Sytnyk etal. 2002). Uber eine Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung von NCAM wird auch der NFkB-Signaltransduktionsweg
beeintrachtigt (Little et al. 2001). Eine weitere Mdglichkeit der posttranslationalen
Modifikation ist die Sulfatierung, welche v. a. in der Zunge stattfindet und so die
Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Wechselwirkungen beeinflusst (Silberstein und Daniel
1982; Sorkin et al. 1984).

2.3.2 Biologische Bedeutung von PolySia-NCAM und PolySia

Aufgrund der hohen Anzahl an Carboxylgruppen und dem weit verzweigten
Polymerisationsgrad, weist PolySia-NCAM polyanionische Eigenschaften auf. In
diesem Zusammenhang bildet sich eine Hydrathllle um die jeweiligen Polymere
(Block und Bettelheim 1970; Yang et al. 1994). Aus diesen Eigenschaften resultiert
auch eine der wesentlichsten Funktionen von PolySia-NCAM: Die Beeinflussung der
homophilen und heterophilen Zell-Zell-Interaktionen sowohl in cis- als auch
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trans-Konformation einhergehend mit einem antiadhdsiven Effekt (Abbildung 7)
(Gascon et al. 2007; Rutishauser 2008).

Nicht-polysialyliertes NCAM Polysialyliertes NCAM
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Abbildung 7: Ubersicht der biologischen Bedeutung von polysialyliertem

NCAM (modifiziert nach Gascon et al. 2007; Schnaar et al. 2014)

Eine trans-Interaktion von zwei NCAM-Molekilen erméglicht eine Stabilisierung zwischen zwei
benachbarten Zellen und die Wechselwirkung weiterer Moleklle wie z. B. Catherine (lila dargestellt).
In der cis-Konformation besteht eine homophile Bindung zwischen NCAM-Molekilen einer Zelle.
Durch den stark anionischen Effekt der Polysialinsduren und der Ausbildung einer volumindsen
Hydrathllle kommt es zu einem Verlust der NCAM-vermittelten Zelladhasion. Dadurch werden auch
verschiedene Signalkaskaden negativ beeintrachtigt.

Rein physikalisch ist polysialyliertes NCAM in der Lage, den interzellularen Abstand
von benachbarten Zellen auf bis zu 10 nm zu vergréBern (Rutishauser et al. 1988;
Johnson etal. 2004). Je nach Polysialylierungsgrad koénnen so homophile
Interaktionen variabel inhibiert oder komplett aufgehoben werden. Auch wird die
Funktion anderer Adhasionsmolekile in der Zellmembran sowie verschiedener

Signalkaskaden dementsprechend beeintréchtigt.

Wahrend der embryonalen Entwicklung kommt PolySia-NCAM in vielen Geweben
vor. Neben neuralen Gewebestrukturen wurde es weiterhin in Nieren und Leber,
Muskulatur, Herz und Lunge nachgewiesen (Lackie et al. 1990, 1991, 1994), wobei
derzeit noch nicht alle embryonalen Strukturen auf PolySia-NCAM untersucht
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wurden. Die prominentesten Bedeutungen kommen der neuralen Zellmigration
und -differenzierung, dem axonalen Nervenwachstum sowie der damit verbundenen
synaptischen Plastizitdt wahrend der embryonalen Neurogenese zu. Es lasst sich
weiterhin im adulten Gewebe bei vorhandener Neurogenese und Plastizitat
PolySia-NCAM nachweisen (Kleene und Schachner 2004; Rutishauser 2008). Auch
wird, je nach Krankheitsbild, ein erh6htes oder verringertes Expressionsmuster von
PolySia-NCAM bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen wie Schizophrenie,
bipolaren Stérungen, Autismus und Epilepsie beschrieben und diskutiert
(Mikkonen etal. 1998; Mikkonen etal. 1999; Vawter 2000; Brennaman und
Maness 2010; Sato et al. 2016). PolySia-NCAM st beispielsweise im Auge bei den
retinalen Ganglienzellen an deren Orientierung und Ausrichtung beteiligt
(Monnier et al. 2001). Nach neuesten Studien wird PolySia ein protektiver Effekt bei
vaskularen  Stérungen im Rahmen altersbedingter = Makkuladegeneration
zugesprochen  (Karlstetter et a/2017). Diese Untersuchungen beruhen auf
neuroprotektiven Eigenschaften von Siglec-11 (Wang und Neumann 2010) und
antiinflammatorischen Effekten durch die Expression von PolySia auf Makrophagen
(Shahraz et al. 2015). Siglecs (sialic acid-binding Ig superfamily lectins) gehdren zu
der Ig-Superfamilie und sind in der Lage Sialinsaurereste zu erkennen und zu
binden. Eine weitere Beeinflussung des Immunsystems ist bereits seit 2013 im
Bereich von Lungengewebe bekannt. Hierbei flhrt polysialyliertes, lésliches
NCAM-110 zu einer Modulation des Immunsystems. In diesem Zusammenhang
verringert wohl PolySia die zytotoxischen Eigenschaften der Histone und dem durch
Granulozyten sezernierten neutrophil extracellular traps (NET) (Ulm et al. 2013).

Weiterhin wird PolySia-NCAM eine pathologische Bedeutung im Bereich der
Onkogenese und Tumormetastasierung zugesprochen. So konnte bisher bei
Pankreaskarzinomen  (Schreiber etal.  2008),  Neuroblastomen, Rhabdo-
myosarkomen (Gluer etal. 1998) und dem Kkleinzelligen Bronchialkarzinom
(Tanaka et al. 2000) sowie des Wilms Tumors (Roth et al. 1988) eine Expression von
PolySia-NCAM nachgewiesen werden. Aufgrund der oben beschriebenen
Eigenschaften kénnen sich entartete Zellen durch PolySia leichter aus ihrem
Primartumor I6sen. Schlussfolgernd fiihrt dies zu einer Beglnstigung der
Metastasierung (Roth et al. 1988; Cheung et al. 2006; Daniel et al. 2001).
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Auch kann PolySia eine Reservefunktion fir verschiedene Botenstoffe bernehmen.
Dabei wird mit z. B. BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NT-3 (Neurotrophin-3)
oder NGF (nerve growth factor) ein Komplex eingegangen. Bei Bedarf kénnen die
verschiedenen Transmitter pulsatii  erneut freigesetzt werden (Sato und
Kitajima 2011).

Im Bereich der Reproduktionsbiologie konnte in Studien unserer Arbeitsgruppe bei
mannlichen Individuen PolySia auf Spermien nachgewiesen werden. Aufgrund der
oben beschriebenen zytoprotektiven Effekte im Bereich des Immunsystems, wurde
hier ein dhnlicher Mechanismus diskutiert (Simon et al. 2013). Zum einen wurde bei
der postnatalen Entwicklung des Nebenhodens eine Herunterregulierung der
Polysialylierung der glatten Muskelzellen der Nebenhodenkandle beobachtet
(Simon et al. 2015). Zum anderen nimmt bei Tieren mit saisonaler Spermatogenese,
wie dem Rehbock, die Polysialylierung der Sertolizellen wahrend der Initialisierung
im Frdhling und zur Terminierung im Winter zu (Hansch et al. 2014). Daher ist davon
auszugehen, dass PolySia-NCAM starker bei Prozessen im Reproduktionstrakt

involviert ist, als bis dato vermutet.

Far weibliche Individuen lieferten Elisabeth Bock und Mitarbeiter (Maller et al. 1991)
erste Hinweise auf polysialyliertes NCAM im Bereich ovariellen Gewebes. Die
biologische Funktion und Bedeutung wurde seither nicht beschrieben.

17



2.4 Der feline und murine weibliche Reproduktionstrakt
2.4.1 Anatomischer und histologischer Aufbau von Eileiter und Eierstock

2.4.1.1 Der Eileiter

Der Eileiter (Salpinx, Tuba uterina oder Ovidukt) beginnt als paariges, englumiges
Organ am Eierstock (Ovar) und verlauft in seiner bindegewebigen Aufhangung, dem
Mesosalpinx. Der Mesosalpinx bildet gemeinsam mit dem Ligamentum ovarii
proprium und dem Mesovarium die Bursa ovarica, in der der Eierstock zum Liegen
kommt. Anatomisch unterteilt wird der Eileiter in drei Abschnitte. Beginnend mit dem
trichterférmigen Infundibulum tubae uterina, welcher sich Uber das Ovar stilpt. Das
Infundibulum weist deutliche Schleimhautfalten auf, die am Rande in feine
fransenartige Auslaufer (Fimbrie tubae) minden. Diese sind teilweise mit dem Ovar
verklebt. Uber das Ostium abdominale tubae uterinae, im Zentrum des Infundibulum,
gelangt die Eizelle nach erfolgtem Eisprung in den Ovidukt. Im weiteren Verlauf stellt
sich die Ampulla tubae uterinae dar. Dieser Abschnitt ist im Vergleich zu dem darauf
folgenden, enggewundenen Isthmus tubae uterinae leicht erweitert und markiert den
Ort der Befruchtung der Eizelle. Insgesamt verbleibt die Eizelle im Eileiter der Katze
4 bis 8 Tage und bei der Maus 3 bis 4 Tage. Dabei legt sie eine Wanderstrecke von
40 bis 50 mm bei der Katze (Leiser 2004b) und von ca. 10 mm bei der Maus
(Wolff 2012) zuriick. Uber das Ostium uternium tubae erschlieBt sich die Verbindung
zur Gebarmutter (Uterus) (Leiser 2004a; Kbnig et al. 2014).

Histologisch lasst sich die Wand des Eileiters in drei Schichten unterteilen. Luminal
befindet sich die Schleimhaut (Tunica mucosa). Sie wird aus einem einschichtigen,
hochprismatischen Epithel bestehend aus Flimmer- und Drisenzellen gebildet. Diese
beiden Zellarten sind in ihrer Funktion stark an den Sexualzyklus gebunden. Die
Kinozillien dieser Flimmerzellen dienen mit ihrer rhythmischen Bewegung dem
Transport der Zygote in Richtung Uterus. Die Driisenzellen hingegen sezernieren
einen fUr die Eizelle und die Spermien nahrstoffreichen Mukus. Je nach Lokalisation
im Eileiter weist die Tunica mucosa eine unterschiedliche Faltung auf. Im Bereich der
Ampulla tubae uterinae besteht daher eine starke Auffaltung zur
OberflachenvergréBerung in Form von Langs-, Sekundar- und Tertiarfalten. Diese
nehmen fortlaufend im Bereich des Isthmus tubae uterinae ab. Proportional nimmt
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die der Tunica mucosa aufliegende Muskelschicht (Tunica muscularis) zu. Die
zirkular angeordneten glatten Muskelfasern erméglichen eine kontraktile Bewegung
des Eileiters und férdern so den Transport der Eizelle. Eine einschichtige Tunica
serosa Uberzieht peritoneal den Eileiter (Liebich 2004).

2.4.1.2 Der Eierstock

Die keimbereitenden, paarigen Organe, die Eierstdcke (Ovarien), bedienen bei
adulten Tieren gleich zwei Funktionen. Zum einen die Bildung befruchtungsfahiger
Eizellen und zum anderen die Synthese von Geschlechtshormonen. Beide Vorgange
sind an zyklische Einflisse und strukturell sowie funktionell an den Follikel
gebunden. Das Ovar unterliegt endokrin den Rlckkopplungsmechanismen des
Hypothalamus und der Adenohypophyse.

Topographisch liegen die Ovarien dorso-caudal der Nieren und sind oval-spharisch
geformt. |hre Oberflache ist feinhdckrig und ihre Lange betragt bei der Katze
ca. 8 bis 9 mm und bei der Maus ca. 1 bis 3 mm. In dem Mesovarium sind Nerven,
Blut- und LymphgefaBBe, die Uber den Hilus ovarii die Ovarien versorgen, lokalisiert.
Im Querschnitt des Ovars stellt sich im Inneren eine lockere, gefaBreiche
Marksubstanz, die Medulla ovarii (Zona vasculosa oder Rete ovarii), und eine dichter
erscheinende &uBere Rindensubstanz, Cortex ovarii (Zona parenchymatosa), dar.
Bei der Maus ist diese Aufteilung der einzelnen Schichten nur schwach ausgepragt.
Aufgrund der kurzen Trachtigkeitsdauer und dem schnellen Eintritt der meiotischen
Teilung zu Beginn der Ausbildung der Gonaden wahrend der embryonalen
Entwicklung kann kaum zwischen Medulla und Cortex ovarii unterschieden werden
(Schnorr und Kressin 2006). Das Rete ovarii ist nicht nur sekretorisch nutritiv aktiv
sondern unterhalt auch Kontakt zu den wachsenden Granulosazellen
(Kressin et al. 2011). Weiterhin bleiben feine Zytoplasmafortsdtze des Rete als
Verbindung mit den Keimzellen bestehen, so dass vermutet wird, dass das Rete
ovarii an der Follikulogenese maBgeblich beteiligt ist (Byskov 1975; Wenzel und
Odend'hal 1985).

Die derbe, ca. 100pum dicke Tunica albuginea umschlieBt nach dem
KeimdrlUsenepithel das Organ von auBen. Das Keimdrisenepithel stellt post partum
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ein einschichtiges, isoprismatisches Epithel dar. Es geht am Hilus ovarii in das

Mesovarium Uber.

2.4.1.3 Oogenese

Die Eireifung (Oogenese) bezeichnet die Entwicklung der weiblichen Gameten — den
Oozyten. Die Oozyte ist die gréBte eukaryotische Zelle mit 130 um (Katze). Die in die
Keimleiste eingewanderten Urkeimzellen, die primordialen Keimzellen, differenzieren
zu Ovogonien und vermehren sich synchron mittels mitotischer Teilung. Eine diinne
Schicht somatischer Begleitzellen umhullt die Ovogonien. Aus diesen somatischen
Zellen differenzieren spéter die Follikelepithelzellen. Uber interzelluldre Briicken
bleiben die Ovogonien miteinander in Verbindung. So kann ein Austausch von
Wachstumsfaktoren und Zellorganellen stattfinden und die Synchronitat der
Entwicklung ist gewahrleistet. Mit dem Ende der Ovogonienteilung treten die
Keimzellen in die Prophase der Meiose | (1. Reifeteilung) ein. Bei der Katze beginnt
die Entwicklung von Ovogonien zu Oozyten in etwa mit dem 40 bis 50. Tag der
Trachtigkeit und endet ca. acht Tage post partum. Bei der Maus hingegen beginnt
die mitotische Teilung bereits beim ersten Erkennen der Gonaden. Daher ist die
Entwicklung der Oozyten frihzeitig abgeschlossen.

Im letzten Stadium der Prophase | I6sen sich die Interzellularbriicken auf und die
Meiose arretiert. Die Oozyten | sind umhdllt von ihren flachen Follikelzellen, ergeben

so den Primordialfollikel und sind in dem Cortex ovarii lokalisiert.

Die Fortsetzung der Meiose (2. Reifeteilung) erfolgt erst wieder im reifen
Tertiarfollikel des adulten Ovars und endet mit der Penetration des Spermiums.
Sollte keine Befruchtung stattfinden, stirbt die Eizelle ab (Koénig efal. 2014;
Kressin et al. 2011).

2.4.1.4 Follikulogenese

Ein Follikel besteht in der Regel aus jeweils einer Eizelle und dem dazugehdrigen
Follikelepithel. Die jeweiligen Follikel kénnen einer Ruhe- und Wachstumsphase
sowie der Atresie zugeordnet werden. Die Follikulogenese bezeichnet im
Allgemeinen die Entwicklung des ovariellen Follikels Uber die Stadien des
Primordial-, Primar-, Sekundar und Tertiarfollikel bzw. Graafschen Follikel (Abbildung
8) (Pedersen und Peters 1968; Bristol-Gould und Woodruff 2006).
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Abbildung 8: Schematische Ubersicht des Ovars am Beispiel der Katze

Die Abbildung zeigt den Ubergang des Ovidukts zum Ovar sowie die einzelnen Stadien der
Follikulogenese. (A) Darstellung der im Rindenbereich lokalisierten Primordialfollikel. (B) zeigt
Priméarfollikel mit ihrem einschichtigen Epithel und der zentral gelagerten Oozyte. Im weiteren Verlauf
entsteht durch mitotische Teilung ein mehrschichtiges Follikelepithel und bildet so (C) den
Sekundérfollikel. Im Zuge weiteren Wachstums entsteht der (D) Tertidrfollikel mit einem ausgepragten
Antrum folliculare, einem Cumulus oopherus und einer mehrschichtigen Follikelwand sowie einer
Theka follicularis interna und externa. (E) markiert den frisch ovulierten Graafschen Follikel. (F) Nach
der Ovulation entsteht Uber das Corpus luteumn, welches sich durch den hormonellen Einfluss von
PGF,q zuriickbildet das Corpus albicans. (H. E.-Farbung feliner paraffinierter Serienschnitte, 10 x und
40 x 0,25 Objektiv, s. a. 3.5.3.1)

Die hormonelle Steuerung verlauft Gber die Hypothalamus-Hypophysen-Achse. Die
beiden pulsartig sezernierten goandotropen Hormone FSH (Follikel-stimulierendes
Hormon) und LH (Luteinisierendes Hormon) werden Uber das aus dem
Hypothalamus stammende Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) reguliert.
Gleichzeitig hemmt die zunehmende Konzentration von LH und FSH (ber eine
negative Riuckkopplung die Freisetzung von GnRH (Risse 2015). FSH bewirkt eine
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Steigerung der Produktion von Ostrogen in der Granulosazellschicht und LH bewirkt

die Ovulation und Bildung des Gelbkérpers.

Die Primordialfollikel sind lokalisiert im Rindenbereich des Ovars und stellen das
undifferenzierte Ruhestadium der Follikel dar. Die primaren Oozyten (ca.20 bis
30 um Durchmesser) bleiben in diesen Follikeln tber Jahrzehnte aktivierungsbereit.
Sie werden umschlossen von einem ebenfalls nicht differenzierten, sehr flachen
Follikelepithel.  Die  Primordialfollikel  stehen lediglich  Uber vereinzelte
desmosomenartige Verbindungen miteinander in Kontakt (Carrijo, JR etal. 2010;
Kressin et al. 2011; Risse und Sinowatz 2015).

Nach der Aktivierung beginnen Follikelepithelzellen und Eizelle zu wachsen. Es
entsteht der Primarfollikel. Die Ruhephase des Follikels ist beendet und die
Wachstumsphase beginnt. Er ist durch ein einschichtiges, isoprismatisches Epithel
gekennzeichnet (Rlsse und Sinowatz 2015).

Einhergehend mit der Aktivierung der Eizelle beginnt eine erhdhte mitotische Aktivitat
der Follikelepithelzellen. Es entsteht ein ovaler bis spharischer Sekundarfollikel mit
einem mehrschichtigen, isoprismatischen Epithel. Dabei nimmt die Eizelle an GréBe
deutlich zu. Weiterhin entsteht die Zona pellucida zwischen Oozyte und
Follikelepithel (Risse und Sinowatz 2015). Diese Schicht besteht aus sauren
Mucopolysacchariden, deren Zusammensetzung speziesabhangig variiert. Der
Durchmesser der Zona pellucida ist abhangig von dem Zeitpunkt des
Follikelwachstums und variiert zwischen 9 bis 14 um. Die Zona pellucida ist bei der
spateren Befruchtung maBgeblich flir die Akrosomenreaktion verantwortlich und
verhindert eine mogliche Polyspermie und das Eindringen von speziesfremden
Spermien in die Oozyte (Sinowatz etal. 2001; Braun etal. 2009; Risse und
Sinowatz 2015). In der Endphase des wachsenden Sekundarfollikels beginnt sich
das mehrschichtige Follikelepithel zu differenzieren. Die Granulosazellen entstehen.
Uber zahlreiche Mikrovilli, die von der Oozyte ausgehen und die Corona radiata
durchziehen, stehen die Zytoplasmen der Granulosazellen und der Oozyte stets in
Kontaki.

Die Aufgaben von Granulosazellen sind je nach Zykluszeitpunkt variabel und daher
recht vielschichtig. Sie Ubernehmen die nutritive Versorgung der Eizelle, sezernieren

den Liquor folliculare und formen so das Antrum folliculare, sie bilden die
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Auskleidung des wachsenden Follikels und sind Bestandteil des spateren Cumulus
oopherus. Weiterhin sind sie in der Lage Ostrogene zu bilden. Anteilig entsteht aus
ihnen post owvulationem der Gelbkérper (Kressinetal. 2011; Risse und
Sinowatz 2015).

Im weiteren Verlauf des Follikelwachstums bildet sich durch das Sezernieren des
Liquors folliculi ein weites Lumen innerhalb des Follikels, wodurch mit zunehmendem
Ausmaf die Eizelle an den Rand des Follikels gedrangt wird. Dieses Lumen stellt
das Antrum folliculare dar. Der nun entstandene Tertiarfollikel (antraler Follikel,
.Bldsschenfollikely ist durch das Antrum folliculare, eine mehrzellige
Granulosazellschicht und die Bildung eines Cumulus oopherus (CO), eine
Basalmembran und eine strukturierte Theca folliculi interna und externa
gekennzeichnet (Abbildung 9) (Leiser 2004a; Risse und Sinowatz 2015).

Basalzellschicht Intermediarzellen

Theca folliculi
interna

Theca folliculi *

externa Zellen der
Corona radiata
Antrale
Granulosazellen
- _AII?t(u'm fb}liéulare
Abbildung 9: Histologischer Aufbau des Tertiarfollikels am Beispiel der
Katze

Der Tertiarfollikel ist gekennzeichnet durch die Ausbildung des Antrum folliculare, die Formierung der
Granulosazellen zu dem Cumulus oopherus und der Formierung der Theca folliculi interna und
externa. Im Stratum granulosa lassen sich vier Zelltypen unterscheiden: Die Basalzellen, die
Intermediarzellen und die Zellen der Corona radiata sowie die antral gelegenen Granulosazellen
(Farbung mittels Hamatoxylin, feline paraffinierte Serienschnitte, 40 x 0,25 Objektiv, s. a. 3.5.3.1).

In diesem Entwicklungsstadium kénnen vier Zelltypen des Stratum granulosa
unterschieden werden. Antral gelegen befinden sich die Granulosazellen, die den
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Liquor folliculare sezernieren. Im Bereich des Cumulus oopherus kdnnen
hochprismatische Basalzellen, polygonale Intermediarzellen und  die
hochprismatischen Zellen der Corona radiata Zellen unterschieden werden. Letztere
stehen stets Uber ihre Zellfortsatze und Desmosomen mit der Oozyte in Verbindung
und Ubernehmen die nutritive Versorgung der Eizelle. Besonders bei der Katze ist die
namensgebende  Streifenbildung der Zellgrenzen deutlich zu erkennen
(Kohata et al. 2007; Risse und Sinowatz 2015).

Die Basalzellen liegen der Basalmembran direkt an und stellen die duBerste Schicht
des Stratum granulosa dar. Sie Ubernehmen die Ostrogenproduktion des Follikels
und kénnen somit das Testosteron, welches aus den Zellen der Theca interna
stammt, aromatisieren (Risse und Sinowatz 2015).

Die Intermediarzellen fungieren als Vermittler zwischen beiden Zellschichten und

kénnen Ostrogene und Nahrstoffe weitertransportieren (Riisse und Sinowatz 2015).

Die Theca interna folliculi wird aus ehemaligen Zellen des Ovarstromas gebildet. Sie
sind epitheloider Form, weisen viele eingelagerte Lipidtropfen auf und sind in der
Lage Testosteron zu produzieren. In dieser Schicht wird auch ein feines Kapillarnetz
ausgebildet, welches den Follikel umschliet und mit Nahrstoffen versorgt. Die Theca
folliculi externa besteht aus Myofibroblasten und Fibroblasten. In ihr kommen Nerven
und GefaBe zum Liegen (Burden 1972; Risse und Sinowatz 2015).

Als Graafscher Follikel wird der sprungreife Tertiarfollikel bezeichnet. Der Follikel ist
in diesem Stadium makroskopisch erkennbar und wélbt sich Uber die Ovaroberflache
hinaus. Die Eizelle ist von der Follikelwand gelést und schwimmt mit ihrer
zugehdrigen Corona radiata und der Zona pellucida frei im Antrum folliculare
(Liebich 2004; Risse und Sinowatz 2015).

Die Ovulation erfolgt abhangig von der Konzentration des lutenisierenden
Hormons (LH) und des Follikel stimulierenden Hormons (FSH) entweder spontan,
wie bei u.a. dem Menschen, der Maus und dem Rind oder wie bei z. B. Katzen,
Frettchen und Kaninchen induziert. Bei der induzierten oder auch provozierten
Ovulation der Katze wird ein entsprechender mechanischer Stimulus bendétigt, um
diese auszulésen (Shille et al. 1983; Tsutsui und Stabenfeldt 1993). Die Ovulation
bzw. der LH-Peak erfolgt somit bei diesen Tieren reflektorisch durch den Deckakt.
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Die hormonelle Regulation unterliegt sowohl dem Hypothalamus, als auch der
Hypophyse und den hormonproduzierenden Zellen des Follikels. Bei der Ovulation
greifen proteolytische Enzyme der Granulosazellen das Stratum granulosum und die
bindegewebigen  Strukturen aufgrund lokaler Anamie an (Bjersing und
Cajander 1975).  Weiterhin ~ werden  die Beteiligung  von Myozyten
(Okamura et al. 1972) und die gesteigerte GefaBpermeabilitdt durch die Einwirkung
von Plasminogenaktivatoren (Beers et al. 1975) diskutiert. Praovulatorisch beginnen
sich die Zellfortsdtze der Granulosazellen zurlickzuziehen und die gap junctions
werden zunehmend abgebaut (Okuda et al. 1983; Kohata et al. 2007).

Nach der Ruptur der Follikelwand wird die Oozyte durch das Infundibulum tubae
uterina in den Eileiter aufgenommen (Kressin et al. 2011; Hees 2012).

Aus den Resten des ehemaligen Follikels bildet sich nach der Ovulation nun Uber die
Zwischenstufe des Corpus haemorrhagicum das Corpus Iluteum (Gelbkérper)
(Leiser 2004a). Die Follikelphase geht somit in die Lutealphase Uber. Bei Tierarten
mit einer induzierten Ovulation rupturieren gewodhnlich nicht alle Follikel simultan.
Daher kénnen auch aus noch intakten Follikeln Gelbkérper entstehen (Dawson 1941;
Hees 2012). Im Unterschied zu Tierarten mit spontan ablaufenden Ovulationen treten
bei Tierarten mit induzierten Ovulationen nur Gelbkérper wahrend der Graviditat oder
einem pseudograviden Zyklus auf. Verbleibende hamorrhagische Anteile und
Fibroblasten dienen als morphologische Grundlage fur die Luteinzellen, die sich
unter dem Einfluss des luteinisierenden Hormons (LH) aus verbleibenden
Granulosa- und Thekazellen differenzieren (Niswender et al. 2000; Leiser 2004a;
Jewgenow et al. 2012). In ihrer Funktion als steroidbildende Zellen und der damit
verbundenen Einlagerung von lipoiden Stoffen erscheinen die Luteinzellen gelblich.
Das Corpus luteum ist maBgeblich flir den Erhalt der Trachtigkeit verantwortlich,
indem es als inkretorische Drise fungiert und das Hormon Progesteron sezerniert.
Progesteron bereitet den Uterus auf eine erfolgreiche Implantation einer befruchteten
Eizelle vor und verhindert die neue Bildung sprungreifer Follikel. Neben Progesteron
werden unter Anderem geringe Mengen an Ostrogen und Androgen gebildet
(Niswender et al. 2000; Jewgenow etal. 2012). Bleibt eine Graviditat aus,
degeneriert der Gelbkdrper und verliert mit der Zeit die charakteristische
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Gelbfarbung. Dieses narbige Stadium wird als Corpus albicans bezeichnet
(Russe 2015).

2.4.2 Follikelatresie

Zu Beginn der Follikelreifung startet eine ganze Kohorte an Primordialfollikeln ihr
weiteres Wachstum. Allerdings erliegen die meisten dieser Gruppe der Involution und
erreichen nicht das Stadium des sprungreifen Tertiarfollikels (Abbildung 10). Bei der
Atresie sind nicht nur einzelne Zellen oder Zellgruppen betroffen, sondern gleich der
ganze Follikel (Rodgers und Irving-Rodgers 2010). Dies dient der Selektion des
dominanten Follikels. Aufgrund der hormonellen Steuerung kénnen je nach Stadium
Hormone und Wachstumsfaktoren die Follikelatresie induzieren oder hemmen.
Physiologisch zahlen hierzu FSH, LH, verschiedene Wachstumsfaktoren, wie z. B.
IGF-1, TNF-a oder Ostrogene und Androgene (Rao 1978; Kaipia und Hsueh 1997;
Palmerini et al. 2016). FUr in vivo Stimulationen mit Gonadotropinen hat sich die
Verwendung von analytisch reinem porcinem LH oder FSH bei Wildkatzen und
Hauskatzen bewahrt (Pope etal. 1998; Crichton etal. 2003; Pope 2004;
Pelican et al. 2006). Crichton et al. konnte zeigen, dass die Aminosduresequenzen
der porcinen Gonadotropine vermehrt Homologien zu denen von Tigern aufweisen
(Crichton et al. 2003). Die heranwachsenden Follikel reagieren von Anfang an auf die
Stimulation mit FSH. Jedoch wird eine von Gonadotropin unabhdngige und
abhangige Wachstumsphase unterschieden. Das Wachstum des praantralen
Follikels ist weitgehend unabhangig von Gonadotropin, wahrend der antrale Follikel

eine Gonadotropin-abh&ngige Entwicklung aufweist.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Follikelwachstums
(modifiziert nach McGee und Hsueh 2000; Webb et al. 2004)

In der praantralen Reifung findet ein von Gonadotropin unabhéngiges Wachstum statt.
Wachstumsfaktoren aus der Gruppe der TGFB- und der IGF-Familie scheinen fir die Initiation und der
frihen Follikelwachstumsphase bedeutend. Eine Beeinflussung von FSH ist hierbei mdglich.
Hingegen sind wahrend dem Endstadium des Follikelwachstums Gonadotropine essentiell und
Wachstumsfaktoren nehmen eine unterstitzende Funktion ein. Zwischen den einzelnen
Entwicklungsstadien einer Kohorte erliegt ein GrofB3teil der Follikelatresie.

Die finale Selektion hé&ngt mit einer Abnahme der FSH Rezeptoren in der
Follikelwand, der gesteigerten Ostrogenproduktion und einer Freisetzung von Inhibin
des dominanten Follikels zusammen. Hierdurch wird die Produktion von FSH auf
zwei Wege gesenkt, sodass der FSH-Spiegel gerade noch flr den dominanten
Follikel, nicht aber fir seine Konkurrenten ausreichend ist (Webb et al. 2004).

Bei praantralen Follikeln beginnt die Atresie in der Oozyte. Diese beginnt zu
schrumpfen und zeigt eine deutliche Vesikelbildung. Infolgedessen erscheint der
Kontakt zu den Follikelepithelzellen aufgelockert. Bei antralen Follikeln hingegen
beginnt die Involution durch eine gesteigerte Apoptoserate der Granulosazellen
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sowie der Thekazellen. Dabei wird die Granulosazellschicht zunachst dinner, zeigt
gehauft Pyknose, Karyohexis und Karyolyse und es treten vermehrt
Apoptosekdrperchen (,apoptotic bodies”) auf. In einem weiteren Schritt erscheint die
Granulosazellschicht aufgelockert und vereinzelt sind Granulosazellen frei im Antrum
folliculare zu erkennen. Erst im Anschluss sind Degenerationsanzeichen der Oozyte
erkennbar (3.5.5) (Jolly 1997; Rodgers und Irving-Rodgers 2010). Bei der Involution
der Tertiarfollikel ist die Verdickung der Basalmembran zu der sog. ,Glashaut®
charakteristisch (Liebich 2004). Schlussendlich wird bei beiden Atresieprozessen der
Follikelrest von Fibroblasten unterwandert. Durch Sezernierung von Kollagen bleibt
ein narbiger Rickstand bestehen (Jolly 1997; Rodgers und Irving-Rodgers 2010;
Russe 2015). Zwischenzeitlich bildet sich aus der Theka interna das Thekaorgan,
welches mit seinen interstitiellen Zellen zur Ostrogenproduktion beitragt
(Erickson et al. 1985).

Zusammengefasst gilt die Follikelatresie als komplexer Vorgang, welcher auf
Apoptose, Resorption und Migration von Makrophagen und Fibroblasten beruht
(Jolly 1997; Rodgers und Irving-Rodgers 2010; Kénig et al. 2014).

2.5 Zyklus der Hauskatze

Die Hauskatze (felis catus) wird im Durschnitt mit 7 bis10 Monaten geschlechtsreif,
wobei einige Kurzhaarrassekatzen wie z.B. Orientalen deutlich friher
(ca. 3 Monaten) geschlechtsreif werden als Langhaarrassekatzen, wie z.B.
Perserkatzen (ca. 12 bis16 Monaten) (Tsutsui und Stabenfeldt 1993; Risse 2015).
Der genaue Zeitpunkt der Geschlechtsreife ist somit abhangig von der Rasse, dem
individuellen Gewicht und der Tageslichtlange. So treten Katzen, die erst im Herbst
geboren wurden erst in dem darauf folgenden Herbst in die Pubertat ein
(Rasse 2015). Katzen verfligen Uber einen saisonal, polydstrischen Sexualzyklus.
Das bedeutet, dass wahrend der Paarungszeit mehrere Zyklen hintereinander
ablaufen und wahrend der dunkleren Jahreszeit (Tageslichtlange unter 12 bis
14 Stunden) von einer anovulatorischen Phase unterbrochen werden. Jedoch kann
bei Hauskatzen, die auch in den Wintermonaten klnstlichem Licht ausgesetzt sind,
aufgrund des verlangerten Tageslichtlange der Zyklus asaisonal ablaufen (Tsutsui
und Stabenfeldt 1993). Die Paarungszeit beginnt ohne kilnstliche Beeinflussung

meist im Januar oder Februar und endet im August bis September, sofern keine
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Ovulation bzw. Befruchtung stattfindet (Shille etal. 1979; Risse 2015). Dem
Frettchen ahnlich weist die Hauskatze eine induzierte Ovulation auf. Dabei wird post
copulationem reflektorisch GnRH freigesetzt, welches zu einem Anstieg von LH und
somit zu einer Ovulation fihrt (Brown 2006). Allerdings werden auch einige
Sonderfélle beschrieben, bei denen es zu spontanen Ovulationen kommt
(Lawler et al. 1993; Gudermuth et al. 1997). Hierbei ist jedoch anzunehmen, dass
das Belecken der 6dematisierten Vulva als vergleichbarer Stimulus gilt und die Katze
die Ovulation so selbstinduziert. Auch kénnen N&he und Interaktion des Besitzer

oder mit anderen Tieren im Haushalt als induzierende Stimuli gewertet werden.

Etwa zwei Stunden post copulationem hat der LH-Wert sein Maximum (LH-Peak)
erreicht und sinkt binnen acht Stunden wieder auf sein Basalniveau. 24 Stunden
nach der Bedeckung erfolgt die Ovulation. Die Héhe des freigesetzten GnRH und die
damit verbundene Hohe des LH-Peaks hangt auch mit der Intensitat und Haufigkeit
des vaginal-zervikalen Reizes zusammen (Shille et al. 1979) und des Zeitpunkts der
Kopulation wahrend des Ostrus. Somit wird indirekt auch die Anzahl der
ovulierenden Follikel beeinflusst (Wildt et al. 1980). In manchen Féllen ist eine
einmalige Bedeckung nicht gentigend, um einen ausreichenden LH-Peak zu erzielen
(Concannon 1980). Daher kénnen Katzen auch von mehreren Katern trachtig sein. In
anderen Studien konnte hingegen nachgewiesen werden, dass bei einer Bedeckung
am dritten Tag des Ostrus die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Befruchtung am
GroBten ist (Shille et al. 1983; Tsutsui und Stabenfeldt 1993). Hieraus geht hervor,
dass zu diesem Zeitpunkt eine einmalige Kopulation ausreichend ist, um genauso
viele Ovulationen auszulésen, wie vergleichsweise bei einer viermaligen Bedeckung
zu Beginn des Ostrus (Wildt et al. 1981).

Der Zyklus untergliedert sich bei der Katze in Prodstrus (Vorbrunst), Ostrus (Brunst),

Metéstrus (Nachbrunst), Didstrus (Zwischenbrunst) und Andstrus.

Der Proéstrus dauert ein bis drei Tage an. Wahrenddessen wachsen zwei bis vier
Tertiarfollikel heran. Die Katzen zeigen aufgrund der bevorstehenden Brunst erste
Verhaltensénderungen wie z. B. vermehrtes Kopfreiben oder Rollen Gber den Boden
sowie vermehrten Harnabsatz. Die Weibchen wirken auf Kater bereits anziehend,
eine Bedeckung wird allerdings noch nicht geduldet. Der Prodstrus endet mit der
Duldung des Katers (Brown 2011; Risse 2015).
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Der Ostrus, bei der Katze Rolligkeit genannt, dauert im Friihjahr fiinf bis vierzehn
Tage und gegen Ende der Saison ein bis sechs Tage an (Risse 2015). Diese Phase
ist durch eine deutliche Verhaltensanderung markiert. Die Katzen zeigen u. a.
verstarkte LautduBerungen, auf den Ricken rollen, Herabsenken des Riickens,
Schwanzheben bzw. dessen zur Seite stellen sowie haufiger Harnabsatz
(Shille et al. 1979; Tsutsui und Stabenfeldt 1993; Risse 2015).

Kommt es nicht zu einer Bedeckung und somit zu keiner Ovulation schlie3t sich ein
anovulatorischer Zyklus (Dauer: 14 bis 28 Tage) an. Hier wird selten zwischen
Met- und Didstrus unterschieden. Es werden keine Corpora lutea ausgebildet und
der sprungreife Follikel bleibt bestehen. Wird durch einen Deckakt oder einen
vergleichbaren Stimulus eine Ovulation ausgel6st, bei der es nicht zu einer
Befruchtung der Eizelle kommt, kommt es h&ufig zu einer Pseudograviditat. Durch
die Ausbildung von Corpora Ilutea und der einhergehenden Produktion von
Progesteron kommt es zu einer Zyklusverlangerung auf 30 bis 72 Tage. Ab dem
5. bis 11. Tag post copulationem steigt der Progesteronspiegel im Blut an um danach
wieder auf sein Basalniveau abzusinken und die Gelbkérper gehen in Regression,

sodass ein neuer Zyklus beginnen kann.

In den Wintermonaten findet kein zyklisches Geschehen statt. Es wird hierbei von

dem Andstrus gesprochen.

2.6 Zyklus der Hausmaus

Die Hausmaus (mus musculus) wird mit ca. sechs Wochen geschlechtsreif und weist
einen asaisonalen, polyOstrischen Zyklus auf (Allen 1922; Monzavifar et al. 1970;
Behringer et al. 2014). In freier Wildbahn richtet sich der Sexualzyklus nach einem
circadianen Rhythmus. Aufgrund standardisierter Laborbedingungen wird jedoch ein
ganzjahriges Zyklusgeschehen erreicht. In der Regel dauert der Zyklus vier bis sechs
Tage an — Stress, Fltterung, soziale Bedingungen, Pheromone, individuelle
genetische Voraussetzungen und andere exogene Faktoren (Lerner etal. 1992;
Mizuhara et al. 1958; McKinney 1972; Jemiolo et al. 1986) kdnnen allerdings den
Zyklus auf zwei Tage verkirzen oder auf bis zu 28 Tage verlangern (Parkes und
Brambell 1928; Pritchett und Taft 2007).
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Der Zyklus der Maus unterteilt sich in die Phasen des Proéstrus, Ostrus, Metdstrus
und Diéstrus (Allen 1922).

Der Proéstrus dauert in etwa 12 bis 24 Stunden, der Ostrus 36 Stunden, der
Metdstrus 48 Stunden und der Didstrus ebenfalls 48 Stunden bei ausbleibender
Befruchtung (Vianney 1965). Die Ovulation erfolgt bei der Maus spontan
ca. 2 bis 3 Stunden nach Brunstbeginn - bzw. zwischen Mitternacht und drei Uhr.
Aufgrund der taglichen Beeinflussung durch den Tag-Nacht-Rhythmus kann somit
die Ovulation manipuliert werden (Snell et al. 1940; Whitten 1958; Pritchett und
Taft 2007). Zwar verlauft die Ovulation spontan, jedoch wird flr eine Trachtigkeit
bzw. eine erfolgreiche Befruchtung und die Induktion von Gelbkérpern auch bei der
Maus ein mechanischer Stimulus der Cervix bendtigt (Kenney et al. 1977). Ohne
einen solchen Stimulus bilden sich nur Corpora lutea mit eingeschrankter Funktion

aus, die eine Graviditat nicht erhalten kénnen (Pritchett und Taft 2007).
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

Fiar alle Versuche an felinen Gewebeproben wurden Ovarien im Rahmen von
Kastrationen in Kooperation zum einen durch die Klinik fur Geburtshilfe und
Andrologie fur Kleintiere der Universitat GieBen unter der Leitung von
Prof. Dr. Axel Wehrend mithilfe von Theresa Conze und zum anderen durch die
Tierarztpraxis Dr. Ahrem aus GroBen-Buseck gesammelt.

FOr einige immunhistochemische Versuche wurden durch die Arbeitsgruppe
~Reproduktionsbiologie® des Leibnitz Instituts fir Zoo- und Wildtierforschung Berlin
unter der Leitung von Prof. Dr. Katharina Jewgenows bereits fertig aufgearbeitete
und auf Objekttrager (OT) aufgezogene feline Proben zur Verfligung gestellt.
Weiterhin wurden von dem |Institut fr Zelluldre Chemie der Medizinischen
Hochschule Hannover unter der Leitung von Prof. Dr. Rita Gerardy-Schahn
postnatale murine Gewebsproben bereitgestellt. Diese lagen bereits fixiert vor und

wurden im weiteren Verlauf immunhistologisch bearbeitet.

Weitere murine  Proben (mus musculus domesticus black 6) des
Reproduktionstraktes stammen aus Kooperationen mit der Augenklinik des
Fachbereichs 11, dem ECCPS ("excellent cluster pulmonary society* -—
AG Prof. Dr. Bellusci) und dem Anatomischen Institut Fachbereich 11
(AG Prof. Dr. Kummer) der Justus-Liebig-Universitat Giel3en.

3.2 Biologische Materialien

3.2.1 Zelllinie

Zur Zellkultivierung wurde eine Primarkultur aus felinen Granulosazellen angelegt.
Die Proben wurden aus Ovarien im Rahmen von Kastrationen gewonnen (3.1 und
3.6.1).
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3.2.2 Antikorper

Tabelle 2: Liste der verwendeten Primarantikorper
Eigenschaften Konzentration (c) | Referenz/Firma
Western
Blot/IHC/IF
a-PolySia mAK (Maus IgG2a) 1 ug/mi Stammt aus der
Arbeitsgruppe
(735) es werden 15 pg/ml
a2,8-verknlipfte (je_rardy;?tchahan,
Polysialinsauren ab HnlverS| a.
8 Sialinsaurereste einer Dgg{]socﬁ;’nd
Kette erkannt (Frosch et al. 1985)
a-NCAM mAK (Maus IgG1) unverdiinnte (Dodd etal. 1988;
- Anwendung  des | Milev et al. 1994;
(5B8) Bindung an ; . ’
zytoplasmatische Zelliberstandes Iégggchyns ka et al.
Doméane von NCAM-140 )
und -180;
Gewinnung aus
Zelliberstand der
5B8-Zelllinie (myeloma
cell line mouse/
developmental studies
hybridoma bank)
a-NCAM mAK (Maus IgG1) 0,25 pg/ml OriGene
. . Technologies
(Clone 1G4) | erkennt Epitope im 7 pg/ml .
Bereich der AS 20-718 (Rockville, USA
von NCAM
a-NCAM mAK (Maus IgG1) 0,25 pg/mi OriGene
. Technologies
(Clone 2D4) | erkennt die ganze 7 pg/ml . ’
Proteinlange des (Rockville, USA)
humanen NCAM
a-SMA mAK (Maus IgG2a) 0,67 pg/mi Abcam (Cambridge,
Smouth-Muscle-Antigen; UK)
Erkennt Aktinreste der
glatten Muskulatur
a-StAR steroidogenic acute 10 pg/ml GeneTex Inc.

regulatory protein — pAK
(rabbit, 19G); Erkennt
zentral gelagerte Anteile
des mitochondrialen
Proteins

(Kalifornien, USA);
(Sasson und
Amsterdam 2002)
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Phalloidin- | Phalloidin konjungiert mit | 50 pg/ml Sigma-Aldrich
FITC FITC-Phalloidin aus (Taufkirchen,
(a-Actin) Amgn/t{a phalloides; Das Deutschland)
Toxin bindet an
F-AKtinool d (Sasson und
-AKLNpOTymere un Amsterdam 2002)
stabilisiert diese in
Abhéangigkeit von
aktinreichen Strukturen
Tabelle 3: Liste der verwendeten Sekundarantikorper
Konjugation Konzentration (c) | Referenz/Firma
Western
Blot/IHC/IF
pAK Ziege | Horseradish Peroxidase | Gebrauchslésung | Dako EnVision +
a-Maus IgG | (HRP) System (K4000);
(Dako GmbH,
Hamburg,
Deutschland)
pAK Ziege | HRP 0,2 pg/ml Dako GmbH
a-Maus 1gG (Hamburg,
Deutschland)
pAK Ziege | Rhodamin-Rot 6,67 pg/ml Dianova, Hamburg,
a-Maus Deutschland
pAK Ziege | Fluoresceiniso- 6,67 pg/mi Dianova, Hamburg,
a-Maus thiocyanate (FITC) Deutschland
pAK Ziege | Alexa Flour 488 10 pg/mi Life Technologies
a-Kaninche (Kalifornien, USA)
n IgG
Vectashield | 4',6-Diamidin-2- DAPI = 1,5 pug/ml Vector Laboratories
Mounting phenylindol (DAPI) (Kalifornien, USA)
Medium mit
DAPI
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3.2.3 Enzyme

Tabelle 4: Liste der verwendeten Enzyme
Eigenschaften Konzentration (c) | Referenz/Firma
Western
Blot/IHC/IF
Endo- Stammt aus einem 1 pg/mi Stammt aus der
neuraminidaseN | E. coli K1 Phagen; 3 ug/ml Arbeitsgruppe
(EndoN) Bindung an Gerardy-Schahan,
a2,8-verknilpfte Universitat
Polysialinsauren ab Hannover;
einer Kettenlange (Hallenbeck
von sechs etal. 1987;
Sialinsaureresten; Stummeyer
spaltet in drei- (nicht- et al. 2005)
reduzierendes
Ende) und
finfgliedrige
(reduzierendes Ende)
Sialinsaurereste
Peptid-N- Spaltet zwischen 50 U/ml New England
GlycosidaseF GlIcNAc und Biolabs GmbH
(PNGaseF) Asparagineresten von (Massachusetts,
N-glykosidisch USA)
verknlpften (Liedtk et al. 2001;
Glykoproteinen Galuska
etal. 2010)
Aprotinin Kompetitiver Serin- 1 mM Sigma-Aldrich
proteaseinhibitor; (Taufkirchen,
Reaktive Deutschland)
Proteinseitenketten
werden geblockt und
vernetzt; Dissoziation
der Aprotinin-Protein-
Komplexe bei pH >10
oder <3,2
Leupeptin Kompetitiver 1 mM Sigma-Aldrich
Cysteinprotease- (Taufkirchen,
inhibitor Deutschland)
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3.2.4 Verwendete Stimulantien der kultivierten Zellen

Tabelle 5: Liste der verwendeten Stimulantien fur die Zellkultur
Eigenschaften Konzentrationen Referenz/Firma
Zellkultur (primare
feline Granulosa-
zellen)
porcines Dieses glykosylierte 1 1U/ml Cederlane labs
Luteinisierendes | Polypeptid stimuliert die (Burlington,
Hormon (pLH) Follikelreifung, induziert Kanada)
die Qvulation und die (Crichton
Anbildung des Corpus et al. 2003
luteum; Es wurdg Pelican
verwendet um die et al. 2006)
Apoptose der
Granulosazellen zu
provozieren
Endo- s. u. Tabelle 4 0,1 pg/mi Stammt aus der
neuraminidaseN Arbeitsgruppe
(EndoN) Gerardy-Schahan,
Universitat
Hannover;
(Hallenbeck
et al. 1987;
Stummeyer
et al. 2005;
Ulm et al. 2013)

3.3 Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Zellkulturzusatze

3.3.1 Verbrauchsmaterialien

Eine Angabe der Verbrauchsmaterialien, verwendeten Gerate und Software kann
dem Anhang (12.1) entnhommen werden.

3.3.2 Chemikalien, Nahrmedien und Zusatze fiir die Zellkultur

Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien, Nahrmedien und Zellkulturzusatze

findet sich in Tabelle 8 und Tabelle 9 des Anhangs (12.1). Das verwendete Wasser
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wurde mittels Milli-Q ultra-pure water system (Millipore, Eschborn) entsalzt und
analytisch rein aufbereitet.

3.4 Zykluseinteilung

3.4.1 Katze

Die Ovarien wurden makroskopisch vor der weiteren Bearbeitung nach Prodstrus,
Ostrus, Dibstrus und Metdstrus unterteilt. Als Grundlage hierfiir galt die
Klassifizierung von Freistedt et al. 2001.

Tabelle 6: Ubersicht Zyklusstadien und Beurteilung bei der Katze
(nach Freistedt et al. 2001)

Makroskopische . .

Betrachtun Zyklusbezeichnung Follikelphase

Keine Follikel sichtbar Andstrus/ inaktiv
brunstloses Stadium
1-2 mm grof3e Follikel Proostrus/Vorbrunst Frihe Follikelphase
> 2 mm groBe Follikel Ostrus/Brunst Spate
Follikelphase/Ovulation

Ein oder mehrere Corpora | Metdstrus/Nachbrunst Frisch ovuliert
hamorrhagica
Ein oder mehrere Didstrus/Zwischenbrunst Lutealphase
Gelbkdrper
3.4.2 Maus

Bei den Mé&usen wurde vor der Entfernung der Reproduktionsorgane ein
Vaginalabstrich durchgefihrt. Mittels exfoliativer Vaginalzytologie wurde eine
Zykluseinteilung mikroskopisch (100 x 0,25 Objektiv) durchgefihrt. Fir die Farbung

der vaginalen Abstriche wurde eine Hama-Schnellfarbelésung (s. 12.1) verwendet.
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Tabelle 7: Ubersicht Zyklusstadien und Beurteilung mittels exfoliativer
Vaginalzytologie bei der Maus (hach Schutte 1967; Rottger 2010)

Zyklus- Exfoliative Vaginal logi
J;- Follikelphase xfoliative Vaginalzytologie
bezeichnung (Hama-Schnellfarbung, 100 x 0,25 Objektiv)
Prodstrus/ Frihe Wenige, kleine Zellen, kein e
/l

Vorbrunst Follikelphase Mukus S

- .
Ostrus/Brunst | Spate Deutliche Schollenbildung, § .

Follikelphase/ kein Mukus

Ovulation ‘M

Metdstrus/ Frisch ovuliert Neutrophile Granulozyten °:\- "
' v
Nachbrunst & Intermediarzellen y O
0\'. E
&% &
. o“ -t
Diostrus/ Lutealphase Mukus, vereinzelt ———
Zwischen- neutrophile Granulozyten; e
brunst einige Intermediarzellen o=

3.5 Histologische Methoden

3.5.1 Aufarbeitung von Gewebeproben

Far die Aufarbeitung zur immunhistologischen Farbung wurden die Gewebeproben
von Ovar und Ovidukt in frisch angesetzter Bouin-Fixierlésung konserviert und
stufenweise mit 70 % Ethanol taglich Gber eine Woche gewaschen um anschlieend
in Paraffin eingebettet zu werden. Die Einbettung erfolgte mit freundlicher
Unterstitzung der Arbeitsgruppe Middendorf/Anatomisches Institut Fachbereich

Medizin der Justus-Liebig-Universitat Gie3en.
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Bouin-Fixierldsung:

15 ml gesattigte Pikrinsdure
5 ml Formalin 37 %

1 ml Eisessig

Von den eingebetteten Praparaten wurden 5 um dicke Serienschnitte mit einem
Rotationsmikrotom RM 2255 (Leica, Wetzlar, Deutschland) angefertigt. Die Schnitte
wurden in 37 °C warmem Wasser (Streckbad, HI1210, Leica, Wetzlar, Deutschland)
gestreckt. AnschlieBend wurden die Schnitte auf die OT aufgezogen und Uber Nacht
bei 37 °C im Trockenschrank getrocknet um eine Anheftung auf dem Glas zu

gewabhrleisten.

3.5.2 Vorbereitung der Objekttrager

Als Grundlage fir jede Farbemethode von Paraffinschnitten wurden die OT Uber eine
absteigende Ethanolreihe beginnend mit dem Intermedium Roti®-Clear
entparaffiniert und zur Inaktivierung der endogenen Peroxidasen mit 4 % H2O; in
Methanol 2 min inkubiert. So kann eine spezifische Féarbereaktion des
Diaminobenzidin-Tetrahypochlorid (DAB) durch die Aktivierung der Glucose-Oxidase

erreicht werden.

Absteigende Ethanolreihe: Puffer:

3 x 5 min Roti®-Clear PBS:

5 min 98 % Ethanol 137 mM NacCl

30 min 4 % H>0, in Methanol 4,3 mM NazHPO4 + H.O
5 min 98 % Ethanol 2,7 mM KClI

5 min 70 % Ethanol
5 min Aq. dest.
5 min PBS, pH 7,4

1,4 mM KH2PO4

Far eine sich anschlieBende Immunlokalisation der verschiedenen Antigene wurden
die Proben mit 2 % BSA in PBS mit pH 7,4 bei 37 °C in einer feuchten Kammer
geblockt um unspezifische Antikérperbindungen zu vermeiden. Bei murinen
Gewebeproben  wurde ein  zusatzlicher  Blockierungsschritt mit  einer

39



mouse-on-mouse-blocking-solution (M.O.M.™) durchgefiihrt, um Kreuzreaktionen

mit in der Maus synthetisierten Antikdrpern zu unterbinden.
3.5.3 Farbemethoden

3.5.3.1 Hamatoxylin-Eosin G Farbung (H. E.-Farbung)

Die H. E.-Farbung ist eine der gangigsten Ubersichtsfarbungen und bietet gute
Méglichkeiten verschiedene Areale in einem Gewebe zu identifizieren. Erste
Farbungen mit dem pflanzlichen Farbstoff Hamatoxcylin wurden bereits 1863 von
Waldeyer und 1865 von Béhmer angewendet. Die H. E.-Farbung besteht aus zwei
Komponenten: die Farbung der sauren Komponenten durch das stark basische
Hamatoxylin und der basischen Komponenten durch das rote Eosin G. Hamatoxylin
farbt somit basophile Zellbestandteile, wie im Zellkern enthaltene Nukleinsauren,
saure Glykoproteine im Zytoplasma und auf der Zelloberflache, sowie Regionen mit
einem hohen Anteil an rauem endoplasmatischen Retikuli (rER) an, wobei nicht das
Hamatoxylin flr die Farbung verantwortlich ist, sondern seine oxidierte Form — das
Hamatein. Dieser Reaktionsschritt kann auch unter Lufteinfluss erzielt werden,
jedoch kommen in den gangigen Farbemethoden hierbei Oxidationsmittel, die die
Reaktion katalysieren zum Einsatz. Eosin G hingegen farbt azidophile Komponenten
wie Kollagen, Granula und Mitochondrien ein.

Die fertigen Farbelbsungen wurden nach Herstelleranweisungen der Firma Carl Roth
angewendet. Die H. E.-Farbung startet typischerweise mit der Farbung der
basophilen Komponenten durch die Hamalaunlésung nach Mayer (1920). Bei dieser
Hamalaunlésung wird als Oxidationsmittel Natriumjodat verwendet und ist
gebrauchsfertig erhaltlich. Der Vorteil bei dieser Gebrauchslésung ist, dass ein
Farbeergebnis schnell eintritt und gleichzeitig eine Uberfarbung des Gewebes
ausbleibt. Hierfir wurden die OT in einem Farbetrog mit gefilterter Hdmalaunlésung
far 3 bis 5 min inkubiert. Die Bildung und Konservierung dunkel violetter Chelate des
Hamalauns wird durch eine Erhéhung des pH-Wertes erreicht. Hierfliir wurden die
Schnitte mit flieBendem, lauwarmem Leitungswasser 5 bis 10 min unter
mikroskopischer Kontrolle ,gebldut“. AnschlieBend erfolgte eine Féarbung der
basischen Zellbestandteile durch Eosin G. Die OT wurden in einem Farbetrog mit
1 % Essigsaure in Eosin G fiir 1 min inkubiert. Eine leichte Uberfarbung ist hierbei
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von Vorteil, da bei der anschlieBenden Spilung mit Ag. dest. ein Teil der Farbung

wieder ausgewaschen wird.

Unter dem Mikroskop erscheinen nach vollstandiger Aushartung des Fixiermediums
(s. u.) vornehmlich die Zellkerne blau und alle Gbrigen Zellbestandteile rétlich.

3.5.3.2 Immunlokalisation von verschiedenen Antigenen

Die Immunlokalisation erfolgte in der Regel nach dem Verfahren der indirekten
Immunhistochemie. D.h., es wurden jeweils ein Primar- und ein Sekundarantikdrper
verwendet. Das Protokoll orientierte sich an bereits beschriebenen Methoden
unserer Arbeitsgruppe (UIm et al. 2013; Simon et al. 2013).

Die jeweiligen Primarantikbrper wurden mit 0,2 % BSA in PBS verdiinnt und bei 4 °C
uber Nacht inkubiert. FUr einen besseren Verbleib der Antikorper- und
Enzymlésungen auf den Praparaten wurden die Schnitte zunachst mit einem Fettstift
umrundet und anschlieBend in eine ,feuchte Kammer® zur Vermeidung von

Austrocknung verbracht.

Als Negativkontrolle fiir den Nachweis von PolySia wurde das Enzym
EndoneuraminidaseN (EndoN) verwendet. Dieses reseziert die PolySia-Ketten
spezifisch ab einer Lange von sechs Sialinsduren. Da der eingesetzte Antikérper 735
fir eine Bindung eine Kettenldnge von acht Sialinsaureresten benétigt, wurde so die
Spezifitat der Immunlokalisation bestatigt. Fir den enzymatischen Verdau wurde
eine in 0,2 % BSA in PBS geléste Verdinnung von (3 pg/ml) eingesetzt und Gber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

AnschlieBend erfolgte eine dreimalige Waschung der Proben bei Raumtemperatur
(R.T.) mit 0,2% BSA in PBS fir jeweils 5 min. Flr die Visualisierung der
Antikoérper-Protein-Interaktionen wurde das EnVision®-Kit von Dako (Glostrup,
Danemark), bestehend aus einem HRP-gekoppeltem Sekundarantikérper,
verwendet. Die Aktivitat der HRP wurde durch die Zugabe von einer Glucose-
Oxidase und Glucose katalysiert. Bei dieser Reaktion entsteht ein Peroxid, das den
Farbstoff DAB zeitgleich oxidiert. Infolgedessen bildete sich ein dunkelbrauner,
unléslicher Farbniederschlag. Durch die Zugabe von Ammoniumchlorit und
Nickelsulfat wurde das Signal verstarkt. Um ein optimales Ergebnis der Farbung zu
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erzielen wurde unter mikroskopischer Kontrolle eine Farbung zwischen 3 min und 15

min durchgefiihrt. Die Farbung erfolgte in einem salzfreien Phosphatpuffer (PB).

Aktivierung der Peroxidase-Aktivitat:
45 ml 0,1M PB; pH 7,4

150 ul Glucose Oxidase (1,8 units)
900 pl NiSO4 (Stocklésung 0,05 M)
900 pl Glucose (10 %)

1000 pl DAB (Stocklésung 0,1 M)
100 pl NH4CI (Stocklésung 2 M)

Nach zweimaligem Waschen mit Ag. dest. wurde eine Kernfarbung mit Hamalaun
sauer nach Mayer durchgefihrt. Hierbei wurden die Schnitte 30 sec mit der
Farbereagenz inkubiert und anschlieBend unter kaltem Leitungswasser und

mikroskopischer Sichtkontrolle 15 min geblaut.

3.5.4 Permanentes Eindeckeln von histologischen Schnitten

Bei dem Eindecken von histologischen Schnitten muss unterschieden werden, ob es
sich um waéssriges Eindecken oder um Eindecken mit eingesetzten Intermedien wie

zum Beispiel Roti®-Histol oder Xylol handelt.

Zur Konservierung der angewendeten hydrophoben Farbungen wurden die Proben
mittels einer aufsteigenden Ethanolreihe und dem Xylol-Ersatzlésungsmittel
Roti®-Histol rehydriert und mit Eukitt® (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
permanent nach Herstelleranweisungen mit einem Deckglas abgedeckt und bis zum
Ausharten auf einer ebenen Flache gelagert.

Aufsteigende Ethanolreihe

5 min Aqg. dest

5 min 70 % Ethanol

2 x 5 min 98 % Ethanol
3 x 5 min Roti-Histol

Eine mikroskopische Auswertung erfolgte nach vollstindigem Ausharten des

Eindeckmediums.
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3.5.5 Morphologische Klassifizierung von Zelltypen und Tertiarfollikeln

Die Einteilung und Klassifizierung erfolgte in Anlehnung an Rodgers und Irving-
Rodgers 2010 und Jolly 1997. Fur die Identifizierung von intakten Follikeln wurde das
Auftreten der verschiedenen Phasen der Mitose wie Telophase, Anaphase und
Metaphase erfasst. Gesunde, intakte Follikel weisen eine kompakie und gut
organisierte Granulosazellschicht auf, in der verschiedene Mitosestadien und nur ein
sehr geringer Anteil an apoptotischen Zellen erkennbar sind. Follikel mit
> 1 % mitotischen Figuren und einem maximalen Auftreten von 0,02 % bis
0,2 % apoptotischer Anzeichen wurden als ntakt® oder dominante Follikel
klassifiziert (Jolly 1997).

Frihe Atresie ist klassifiziert durch ein moderates Auftreten von apoptotischen
Zellen, die in einer Rate von 0,21 % bis 2 % der Gesamtanzahl der Granulosazellen
liegt. Diese sind vornehmlich antral zu finden sind. Die Granulosazellschicht ist

hierbei nur partiell aufgelockert (Jolly 1997).

Nach H. E.-Farbung zeigen apoptotische Zellen ein kondensiertes Chromatin. Dieses
kann entweder randsténdig, kondensiert in einer zentralen Masse (Pyknose) oder in
angereicherten Kernfragmenten (Karyohexis) sein. Als letzte Stufe vor dem
Zellzusammenbruch gilt der vollstidndige Verlust des Zellkerns (Karyolyse). Spate
Atresie ist charakterisiert durch eine hohe Anzahl von apoptotischen Zellen und
~apoptotic bodies* auBBerhalb einer Zelle sowie dem kompletten Verlust einer intakten
Granulosazellschicht. In beiden Stadien der Atresie sind kaum mitotischen Figuren
erkennbar (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Morphologische Charakteristika von Atresie in Tertiafollikeln

Paraffinserienschnitte des felinen Ovars wurden mittels H. E.-Farbung gefarbt (40 x 0,25 Objektiv).
(A) zeigt Karyohexis mit charakteristisch fragmentiertem und kondensiertem Chromatin. (B)
Makrophagen wandern in das zugrunde gehende Antrum folliculare ein. (C) Darstellung einer von der
Granulosazellschicht losgeloste Zelle mit Pyknose. Diese ist charakterisiert durch einen einzelnen
kondensierten Kernrest. (D) Infiltration von Fibroblasten im letzten Stadium der Follikelatresie
(Rodgers und Irving-Rodgers 2010). Die Pfeile markieren den jeweiligen Zelltyp.

Alle Follikel mit einer Apoptoserate von >2% und einer einhergehenden
aufgelockerten Granulosazellschicht wurden der spaten Atresie zugeordnet. Beide
Atresiestadien korrelieren mit einer geringen Mitoserate (< 0,5%) (Rodgers und
Irving-Rodgers 2010; Jolly 1997).

Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Motic Mikroskop BA410 und der
Moticam Pro 252B (Motic, Deutschland) aufgenommen und mit Software Motic
Advanced 3.2 bearbeitet.

3.6 Zellbiologische Methoden

Feline Ovarien wurden direkt nach der Kastration in Minimal Essential Medium
(a-MEM) Uberflhrt und bei 4 °C gelagert. Zur Vermeidung von mykotischer oder
bakterieller Besiedelung wurde ein antibiotisches und antimykotisches
Wirkkonzentrat (ABC-Solution (100 x), antibiotic antimycotic solution, Sigma-Aldrich)
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in der vom Hersteller angegebenen Verdinnung zugesetzt. Um eine optimale
Zellgualitat zu erhalten, wurden die Ovarien zwischen 2 h und 24 h weiterverarbeitet.
Die zellbiologischen Methoden wurden u. a. in Anlehnung an Jewgenow et al. 1997

entwickelt und fur die dargestellten Versuchsreihen optimiert.

3.6.1 Gewinnung und Kultivierung primarere feliner Granulosazellen

Die Ovarien wurden mit frischem PBS gewaschen. Zum Gewinnen der
Granulosazellen wurde a-MEM mit 5% (v/v) fetalem bovinem Serum (FBS) und
1 % (v/v) ABC versetzt. Die Ovarien wurden nach Entfernung von Eileiterresten und
Fettgewebe sowie der Suche nach eventuell vorhandenen Corpora lutea in dieses
Medium in einer 2,5cm Petrischale Uberflihrt. Bei festgestellten Corpora Iutea
wurden die Ovarien verworfen. Im folgenden Verlauf wurde die Oberflache des Ovars
vorsichtig mit einer Kanile in parallelen Querlinien eingeritzt. Bei diesem
sogenannten ,Slicing“ werden Oozyten mit ihren umgebenden Granulosazellen, den
Cumulus-oopherus-Komplexen (COC’s), freigesetzt. Diese COC’s konnten
anschlieBend mit einem Bryopettenaufsatz und einer 1 ml Spritze unter
mikroskopischer Kontrolle selektiert werden und in frisches Medium in die
Vertiefungen der x-well Zellkulturobjekitrager tGberflihrt werden. Die Eizellen wurden
dabei in Klasse I-IV klassifiziert, wobei Klasse | einer sehr guten Eizellqualitat
entspricht und Klasse IV einer schlechten Qualitét zuzuordnen ist (Abbildung 12). Bei
der Klasse | ist die Oozyte homogen schwarz geférbt, die Corona radiata ist intakt
und sie ist von mehreren, durchgehenden Schichten Granulosazellen umgeben. Die
Klasse Il der Oozytenqualitaten entspricht denen der Klasse |, allerdings kénnen
hierbei die umgebenden Granulosazellschichten Liicken aufweisen. Klasse | und Il
werden auch flr in-vitro-Fertilisationstechnicken eingesetzt und sind nur bei frischen
Gewebeproben zu finden. Bei langerer Lagerung der Ovarien nimmt die Eizellqualitat
zunehmend ab. Klasse Il zeichnet sich durch einen Rest von Granulosazellen um
die Oozyte herum aus, wobei diese zunehmend Lipideinschliisse aufweist und das
Zellinnere heterogen schwarz erscheint, was flr eine fortgeschritten Alterung der
Eizelle spricht. Klasse IV entspricht dem Begriff ,nackter” Oozyten, da umgebende
Granulosazellen vollstdndig fehlen. Das Zellinnere erscheint entweder vollstandig
hell oder dunkel, wobei hierbei dieses aufgrund zunehmender Lipidansammlungen
.,mottenfraBartig“ aufgelockert erscheint (Wood und Wildt 1997).
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Abbildung 12: Klassifizierung der Cumulus-oopherus-Komplexe (COC's)

Die COC’s von kultivierten feline Granulosazellen wurden nach dem ,Slicing“ nach (Wood und
Wildt 1997) Kklassifiziert: (A) Oozytenqualitdt | — vollstdndiger COC mit einer mehrschichtigen
Granulosazellschicht, einer intakten Corona radiata und einer gesunden Oozyte. Die Oozyte erscheint
hierbei homogen dunkel. (B) Oozytenqualitat Il — vollstandiger COC wie bei Qualitat I, allerdings mit
einer moderaten Lucke in der Granulosazellschicht. (C) Oozytenqualitat Il — Lipideinschlisse sind in
der Oozyte erkennbar und die Granulosazellschicht ist nicht vollstandig. (D) Oozytenqualitat IV —
kompletter Verlust der Granulosazellschicht. Es liegt nur eine ,nackte” Oozyte vor (10 x 0,25 Objektiv).

Die Kultivierung dieser Primarkultur erfolgte tber vier Tage bei 37 °C und 5 % CO.,
wobei am ersten Tag nach der Gewinnung die Zellen 3 x mit PBS gewaschen und
mit frischem FCS-enthaltendem Medium Uberschichtet wurden. Bereits nach einer

Kultivierung Gber 24 h bilden sich feine Zellauslaufer aus (Abbildung 13).

Granulosazellen
Granulosazellen

Oocyte

A {dR" o B

Abbildung 13: Granulosazellen und Oozyte nach Kultivierung

(A) Gut erkennbar sind eine homogen dunkel erscheinende Oozyte mit einer intakten Corona radiata
umgeben von flach auslaufenden Granulosazellen. (B) Granulosazellen sind in einem dinnen
Zellrasen angewachsen. Die Aufnahmen erfolgten an Tag 4 der Kultivierung. (C) Um Granulosazellen
zu identifizieren, wurde mitochondrieles StAr (3.2.2) mittels Immunfluoreszenz angeféarbt (3.6.3)

Am vierten Tag wurden die Zellen auf serum-freies a-MEM gesetzt, um bei einer sich
anschlieBenden Stimulierung mit verschiedenen Wirksubstanzen einen Einfluss von
Wachstumsfaktoren, die in FCS enthalten sind, auszuschlieBen. Auch nimmt eine
Luteinisierung der Granulosazellen bei langerer Inkubation zu und musste durch
moglichst kurze Kultivierung vermieden werden (Sasson und Amsterdam 2002).
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3.6.2 Inkubation feliner Granulosazellen

Um die biologische Funktion von PolySia in vitro nachzuweisen wurden die felinen
Granulosazellen mit Hormonen oder Enzymen stimuliert. Die Stimulantien wurden in
ihrer entsprechenden Verdinnung in a-MEM gelést und anschlieBend fir weitere
24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Zur Induktion der Apoptose wurde porcines Luteinisierendes Hormon (pLH, 1 [U/ml)
verwendet (s. 3.2.4) (Sasson und Amsterdam 2002; Crichton etal. 2003;
Pelican et al. 2006).

Das Enzym EndoN (0,1 pg/ml) wurde zur Degradierung von PolySia eingesetzt
(s.3.2.3).

Nach einem Tag Inkubation wurden die Zellen dem Brutschrank entnommen und mit
PBS dreimal gewaschen und fixiert.

3.6.3 Zellfixierung und Immunfluoreszenzfarbung von Granulosazellen

FUr die Fixierung der Zellen gelten die gleichen Mechanismen wie bei der Fixierung
der Gewebeproben fur die Immunhistologie. Da nicht jedes Fixiermittel fir die
Konservierung jedes Antigens geeignet ist, wurden zwei verschiedene Methoden
angewendet.

Far Methanol-unlésliche Antigene wurde eine Methanol-Fixierung durchgefihrt. Far
Zellbestandteile wie zum Beispiel Aktin, die durch Methanol degradiert werden,
wurde eine Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd in PBS angewendet. Durch die
Fixierung wurde eine Lagerung der ungefarbten Proben von bis zu 4 Wochen bei
4 °C mdoglich.

3.6.3.1 Methanol-Fixierung

Die Zellen wurden auf dem OT 3 x mit kaltem PBS (4 °C) gewaschen und
anschlieBend mit eisgekihltem Methanol bei -20 °C fir 10 min fixiert. Fir die
weiteren Schritte wurden die Zellen erneut 3 x mit PBS bei R. T. gewaschen. Eine
zusatzliche Membranpermeabilisierung bei dieser Fixiermethode ist nicht notwendig.
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3.6.3.2 Paraformaldehyd-Fixierung

Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS erfolgte eine Inkubation mit
4 % Paraformaldehyd (PFA) gelést in PBS far 20 min bei R.T. Da PFA die
Eigenschaft hat Antigene zu maskieren und die Membran nur unzureichend
permeabilisiert folgte nach dreimaligem Waschen mit PBS eine Inkubation mit
0,5 % Triton-X 100 in PBS fir 30 min bei R. T.. Eine erhéhte Membranpermeabilitat
und Antigendemaskierung kann so erreicht werden.

3.6.3.3 Immunlokalisation durch Antikérper-Kopplungen

Um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu vermeiden wurde nach den
verschiedenen Fixiermethoden ein Blockierungsschritt mit 2 % BSA in PBS bei 37 °C
in einer feuchten Kammer durchgefihrt um - wie bei der Farbung von
Paraffinschnitten - ein Austrocknen der Proben zu vermeiden. Die Inkubation mit
dem Priméarantikérper wurde bei 4 °C Uber Nacht durchgefihrt. Hierfir wurde
zunachst die optimale Arbeitskonzentration ermittelt und der Antikérper in 0,2 % BSA
in PBS gelést. Vor der sich anschlieBenden Verwendung des fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikérpers fir eine Stunde bei R. T., wurden die Zellen erneut 3 x mit
0,2% BSA in PBS gewaschen. Ab hier wurde in einem abgedunkelten Raum
lichtgeschutzt gearbeitet um die Fluoreszenzeigenschaften des Sekundarantikérpers
zu schonen. Zum Teil wurden weitere Inkubationen mit anderen Primar- und
Sekundarantikbrpern angeschlossen um eine Co-Lokalisation verschiedener
Proteine zu ermdglichen. Zusatzlich zu der Lokalisation verschiedener Proteine und
Antigene erfolgte eine Farbung mit 4,6-Diamidin-2-phenylindiol (DAPI), welches in
dem permanenten Eindeckmedium von Vectashield Mounting medium enthalten ist.
Dieser Farbstoff ist in der Lage sich an DNA anzulagern und so Zellkerne
anzuféarben. Um eine Austrocknung der Préparate zu vermeiden wurden die

Deckglaser mit Nagellack umrundet und die fertigen OT bei 4 °C gelagert.

3.7 Proteinanalytische Methoden

Als weitere Methode zur Identifizierung der PolySia und dem Tragerprotein wurde
neben der Immunhistologie auch Methoden der Nasschemie angewendet. Die
Protokolle orientierten sich an bereits beschriebenen Methoden unserer
Arbeitsgruppe (UIm et al. 2013; Simon et al. 2013).
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3.7.1 Probenvorbereitung

Frisch entnommenes Probenmaterial wurde entweder frisch bearbeitet oder nach
Schockgefrierung in flissigem Stickstoff bei -196 °C im Gefrierschrank bei -20 °C
gelagert. Fir die weiteren Schritte wurden die Proben mit Lysepuffer versetzt. Ein
Lysepuffer sollte im Allgemeinen Osmoseschutz und Schutz vor Proteasen bieten
sowie Zellorganellen konservieren und wenig Interferenz mit analytischen Methoden
gewahrleisten. Somit wurde ein Puffer mit neutralem pH-Wert und verschiedenen
zugefligten Proteaseinhibitoren gewahlt. Der Tris/HCL-Puffer fungiert als
Ammoniumpuffer und die  Zugabe von NaCl ermdglichte  einen
Osmolaritatsausgleich. Ethylendiamintetraacetat (EDTA) dient als Komplexbildner
und Trition-X-100, als Mitglied der Octoxinole, |6st Proteine aus der Zellmembran,
ohne diese dabei zu degradieren, wie es bei Sodeum-dodecyl-sulfat (SDS) der Fall
ware. Natrium-Deoxycholat reduziert Protein-Proteininteraktionen. Die beiden
Serinproteasen Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und Aprotinin sowie die
Cysteinprotease Leupeptin wurden aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit erst kurz vor
Verwendung des Puffers zugegeben.

Hierbei wurden pro Probe (ca. 30 mg) 500 pl Lysepuffer mit frisch zugeflgten
Proteaseinhibitoren (3.2.3) in einem 2 ml Reaktionsgefa3 hinzugegeben. Fir die
Homogenisierung wurde eine Kugelmulhle verwendet und die dafur notwendigen
rostfreien und autoklavierten Stahlkigelchen (Durchmesser 2 mm) wurden
beigegeben. Hierbei reichen 2-4 Kigelchen pro Probe. Die Gewebshomogenisierung
erfolgte bei 30.000 rpm far 15min bei R.T. AnschlieBend wurden die
ReaktionsgefaBe bei 4 °C auf dem Schuttler Gber Nacht inkubiert. Das hatte zum
Vorteil, dass die starke Schaumbildung, die bei dem vorangegangenen Schritt
entstand, minimiert wurde und membranstandige Proteine weiterhin aus der
Membran separiert wurden. Zur Entfernung von nicht bendtigten Zellbestandteilen
wurde das Lysat 1 h bei 4°C und 140000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen und zur weiteren Bearbeitung entweder bei -20 °C gelagert oder direkt
weiterverwendet. Eine Lagerung bei 4 °C reichte nicht aus, da hierbei die
Proteininteraktionen und deren Stabilitat stark beeintrachtigt werden.
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Lysepuffer:

Stocklésung: Gebrauchslésung

(Lagerung bis zu 3 Monaten bei 4 °C) - Zugabe von Proteaseinhibitoren
50 mM Tris/HCL 2 mM PMSF

150 mM NaCL 1 mM Aprotinin

5mM EDTA 1 mM Leupeptin

1 % Triton X-100

0,5 % Natrium-Deoxycholat

3.7.2 Affinitatsaufreinigung

Bei der Affinitatsaufreinigung oder auch Affinitatsprazipitation wird unter Einsatz von
spharischen, magnetischen Beads, welche mit einer inaktivierten EndoN gekoppelt
sind, spezifisch polysialylierte Proteine aus dem Gewebelysat separiert und
konzentriert. Die ,Affinitat* gilt hierbei als Mal3 fir die Bindungskapazitat von Protein-
Liganden-Wechselwirkungen. Abzugrenzen ist hierbei die Immunprazipitation, bei
der zwar auch gekoppelte Beads verwendet werden, jedoch ist hier das Agens ein
spezifischer Antikdrper.

3.7.2.1 Kopplung von Enzymen an tosylaktivierte Beads

Es wurden magnetische tosylaktivierte Dynabeads der Firma Invitrogen
(c =30 mg/ml) eingesetzt. Diese ,Beads” haben den Vorteil, dass sie in der Lage
sind verschiedenste Agentien aufgrund reaktionsfreudiger Tosylgruppen zu binden.
Zudem sind sie durch ihre magnetischen Fahigkeiten leicht aus einer Lésung zu
isolieren. Bei der Aktivierung der Beads reagieren primdre Aminogruppen von zu
koppelnden Enzymen mit Tosylgruppen der Beads und flihren zu einer kovalenten
Bindung durch eine Sy?-Reaktion unter Abspaltung des Tosylrestes und der Bildung

eines sekundaren Amins.

Als verwendetes Agens wurde eine inaktivierte EndoneuraminidaseN verwendet.

Durch eine Punktmutation im aktiven Zentrum kénnen zwar PolySia-Ketten noch
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kovalent gebunden werden, aber es kommt nicht mehr zu einer Abspaltung der

relevanten Strukturen (Schwarzer et al. 2009).

FOr jeden Ansatz wurden 165 pul der gelieferten Ldsung nach Resuspension
entnommen und in ein neues 2 ml Reaktionsgefal3 Uberflhrt. Durch einen Magneten
war es nun mdglich, die Beads von der fliissigen Phase zu trennen. Der Uberstand
wurde entfernt und die Beads mit 500 ul Bindungspuffer A gewaschen. Die einzelnen
Waschvorgange liefen immer nach einem gleichen Schema ab. Die suspendierten
Beads wurden vor den Magneten gehalten und lagerten sich an der magnetnahen
Seite des ReaktionsgefaBes an. Der Uberstand konnte dann leicht entfernt und
verworfen werden. Fir den nachsten Schritt wurden die Beads wieder mit Fllssigkeit
resuspendiert. Fir eine dauerhafte Verwendung ist darauf zu achten, dass die Beads
nicht austrocknen. Zur Aktivierung der Beads wurden 100 ug des inaktivierten
Enzyms eingesetzt und mit dem Bindungspuffer A vermischt, so dass ein
Endvolumen von 150 ul vorlag. Nach der Zugabe von 100 pl Bindungspuffer B
wurden die Beads fir mind. 12 h jedoch max. 18 h auf dem Rdttler bei 37 °C und
950 rpm inkubiert. Darauf folgten eine Abnahme des Uberstandes und eine
Blockierung unspezifischer Bindungen durch Blockierungspuffer C fir 1 h bei 37 °C
auf dem Ruttler bei 950 rpm. AbschlieBend wurden die Beads 2 x mit je 500 pl
Lagerungspuffer D gewaschen, anschlieBend in 240 pl dieses Puffers aufgenommen
und bei 4 °C gelagert. Die finale Bead-Konzentration lag bei 20 mg/ml.

Bindungspuffer A: Blockierungspuffer C:

0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,4 137 mM NacCl
4,3 mM NaxHPO4 x 2 H.0
0,5 % (v/v) BSA

Bindungspuffer B: Lagerungspuffer D:

3 M Ammoinumpuffer, pH 7,4 137 mM NacCl
4,3 mM NazHPO4 x 2 H>0

0,1 % (v/v) BSA
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3.7.2.2 Proteinbindung und Eluierung

Die EndoN-Beads wurden vor jeder Verwendung gut resuspendiert und mit
2 x jeweils mit 500 ul Waschpuffer 1 und anschlieBend mit Waschpuffer 2
gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation mit dem Probenlysat bei 37 °C fir
2 h auf dem Ruttler bei 800 rpm. Der entstandene ,PolySia-Enzym-Bead-Komplex*®
wurde erneut 2 x mit Waschpuffer 1 und 2 jeweils mit 500 pl gewaschen. Nach dem
letzten Waschvorgang erfolgte die Eluierung durch einen stark basischen
Eluierpuffer.  Der hohe  pH-Wert sorgt fur eine  Auflésung des
Enzym-Substrat-Komplexes. Es wurden pro Probe je 50 pl Eluierpuffer eingesetzt,
die maximal 2 min inkubierten. So wurde eine Degradierung der extrahierten
Proteine vermieden. Das Eluat wurde im Anschluss in flissigem Stickstoff
eingefroren und Uber Nacht durch Lyophylisieren trocken gezogen. Durch das
Lyophylisieren wurde ein mdoglichst schonender Umgang mit den gewonnenen
Polysialinsauren und den Tragerproteinen erreicht. Die gefriergetrockneten Proben
wurden bei -20°C gelagert. Die Beads waren nach erneutem Waschen mit
Waschpuffer 1 und 2 und einer Lagerung in einem BSA-haltigem Puffer bis zu

10 x wiederverwendbar.

Waschpuffer 1: Eluierpuffer:
20 mM Tris/HCI pH 8,0 100 mM Triethylamin
150 mM NacCl 150 mM NacCl

0,5 % (v/v) Trition-X-100

Waschpuffer 2:

20 mM Tris/HCL pH 8,0
150 mM NaCl

Durch die Verwendung von den tosylaktivierten Dynabeads mit einer konstanten
Ausgangskonzentration entfallt eine vorherige Proteinbestimmung beispielsweise
mittels eines BCA-Assays. Die konstante Konzentration der Beads und des
eingesetzten inaktivierten Enzyms sind ausreichend um standardisierte Aussagen

treffen zu kdnnen.
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3.7.3 Enzymatische Spaltungen

3.7.3.1 EndoneuraminidaseN — Abspaltung von PolySia

Als Negativkontrolle wurde die spezifische Endosialidase EndoN verwendet. Zur
Inkubation bei 37°C fiur 2 h auf dem Rdittler bei 750 rpm wurde
EndoN (c =2,2mg/ml) 1:100 in Lysepuffer verdinnt und im Verhaltnis 1:10 zu
15 ul Probe gegeben. Es wurde entweder das Direkilysat oder die gefriergetrocknete
und gereinigte Probe verwendet.

3.7.3.2 PNGaseF - Freisetzung von N-Glykanen

Um N-glykosylierte Proteine zu identifizieren, wurde auch ein Verdau mit
N-GlycosidaseF (PNGaseF) durchgefihrt. Das Reaktions-Kit der Firma NEB
beinhaltete neben dem Enzym folgende ready-to-use-Puffer:

Denaturierungspuffer: PNGaseF-Reaktionspuffer:
5% SDS 500 mM Na-Phosphat, pH 7,5
400 mM DTT

NP-40-Puffer:

10 % NP-40

Fir die enzymatische Spaltung wurden trocken gezogenen Proben mit 15 pl
Denaturierungspuffer versetzt und bei 100° C 10 min erhitzt. AnschlieBend wurden
die Proben auf Eis gekdhlt, mit 1,5 ul NP-40-Puffer, 2ul PNGaseF-Puffer und
51U PNGaseF versetzt und fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert.

3.7.4 SDS-PAGE

Wie alle elektrophoretischen Trennmethoden beruht auch die
Sodeum-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) auf dem
allgemeingdltigen Prinzip der Auftrennung durch Wanderung der Proteine in einem
elektrischen Feld. Um eine Auftrennung der Molekile nach GréBe und nicht nach
Ladung zu garantieren, wurden die Proteine mit SDS als negativ geladenes
Detergenz versetzt. Eine gleichmaBige Wanderung aller Proteine in Richtung der
Anode konnte so gewdhrleistet werden. Als Trennmaterial fir die Gelelektrophorese
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wurde ein 7,5%iges Polyacrylamid-Gel verwendet, wobei der Polyacrylamid-Anteil
bei dem Sammelgel nur 3 % betrug. Durch ein enges Maschennetzwerk dieses
Polymers wandern kleinere Molekile schneller zur Anode als gréBere. Durch die
niedrigere Konzentration des Sammelgels wird ein einheitlicher Startpunkt aller
Proteine gewahrleistet. Eine Separierung nach der jeweiligen GréBe (kDa) erfolgt

erst in dem wesentlich héher konzentrierten Trenngel.

Zur eindimensionalen Auftrennung der Proteine wurde ein diskontinuierliches
Gelsystem nach Laemmli (Laemmli 1970) verwendet. Hierbei diente eine
zehnmindtige Inkubation der Proben bei 65°C mit einem Gemisch aus
B-Mercaptoethanol und Laemmli-Sample-Puffer (1:20) zu einer linearen Ausrichtung
der Proteine. Zu beachten ist, dass je ein B-Mercaptoethanol-Molekil in der Lage ist
zwei Disulfidbricken zu reduzieren und so das Protein zu entfalten. Zudem
stabilisiert es die Proteinstruktur durch seine OH- und SH-Gruppen. Die
Gelelektrophorese erfolgte mittels dem ,Mini-Protean® Elektrophoresesystem der
Firma BioRad.

Trenngelpuffer: Sammelgelpuffer:

1,5 mM Tris/HCI, pH 8,8 0,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
10 % (v/v) SDS

APS

10 % (v/v) Ammoniumpersulfat

TEMED

N,N,N,N~- Tetramethylethylendiamin

Acrylamid-Lésung:

30 % Acrylamid (Gebrauchslésung)

Elekirodenlaufpuffer:

192 mM Glycin
50 mM Tris

0,1 % (v/v) SDS-Lésung
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Fir zwei Gele des verwendeten Systems wurde folgende Rezeptur verwendet:

Endkonzentration Polyacrylamid 7,5 %
30 % Acrylamid-Gebrauchslésung 2,3 ml
Trenngelpuffer 3 mi

10 % SDS 120 pl
Aqua dest. 6,6 ml
APS 120 pl
TEMED 12 ul

Durch die Zugabe von APS und TEMED wird die Polymerisation durch
Radikalbildung und elektrophile Angriffe auf Kohlenstoffdoppelbindungen des
Polyacrylamids initialisiert. Binnen 15-20 min ist das Gel vollstandig
auspolymerisiert. Um ein Austrocknen des Gels wahrend dieses Vorgangs zu
vermeiden, wurde das gegossene Trenngel mit Ag. dest. Uberschichtet und vor der

Zugabe der Sammelgelflissigkeit wieder entfernt.

Endkonzentration Polyacrylamid 3%

30 % Acrylamid-Gebrauchslésung 650 pl
Sammelgelpuffer 1,25 ml
Aqua dest. 3 mi

10 % SDS 50 ul
APS 50 ul
TEMED 5 ul

Nach dem EingieBen der Sammelgellésung wurden Trennk&mme eingelegt. Die
fertigen Gele wurden entweder direkt weiterverwendet oder bis zu maximal einer
Woche bei 4 °C in einer feuchten Kammer gelagert. Nach Einbringen der Gele in die
Gellautkammer und anschlieBendem Beladen der Taschen mit den entsprechenden
Proben, wurde fir 15 min eine Spannung von 50 Volt angelegt. Fir einen leichteren
GroBenvergleich  wurde  ebenfalls ein  GrdéBenstandard  flr  Proteine
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(ColorPlus™ prestained protein ladder, broad range (10-230 kDa), NEB) pipettiert.
Zur Auftrennung der Proteine wurde die Spannung fir 30 bis 40 min auf 140 Volt
erhoht.

3.7.5 Western Blot

Im Anschluss an die SDS-PAGE erfolgte der Transfer der Proteine aus dem Gel auf
eine proteinbindende Membran. Bei diesem sogenannten ,Blotten® wurde
Polyvinylidenfluorid (PVDF) als Membranmaterial verwendet. Dieses Material hat
gegenlber der ebenfalls gelaufigen Nitrocellulose den Vorteil, eine hdéhere
ReiBfestigkeit sowie Proteinbindekapazitat zu besitzen und erméglicht ein besseres
Verhéltnis von Signal zu Hintergrund bei abschlieBender Verwendung des
Chemilumineszenz-Detektionssystems. Allerdings muss die PVDF Membran vor der
Verwendung kurz in Methanol geschwenkt und anschlieBend ca. 20 min in
Transferpuffer gelagert werden, damit die Struktur des Materials entsprechend

aufquellen kann und eine netzartige Struktur aufweist.

Transferpuffer:

39 mM Glycin

48 mM Tris

20 % (v/v) Methanol

Als Blot-Verfahren wurde von den beiden etablierten Methoden (Tank Blot und
Semi-dry Blot) fir diese Dissertation ausschlieBlich die waagrechte Semi-dry
Methode gewahlt. Im Semi-dry Verfahren wurden folgende Bestandteile von der
Anode zur  Kathode luftblasenfrei aufeinandergestapelt: FlieBpapier
(Whatman-Filterpapier), PVDF-Membran, SDS-Gel und erneut FlieBpapier. Die
einzelnen Komponenten wurden zuvor auf eine passende GrdBe zu recht

geschnitten und in Transferpuffer aquilibriert.

Der Proteintransfer erfolgte immer senkrecht zur Trennrichtung bei 1 mA/cm®
Membran fir 60 min um die Muster der Auftrennung auf die Membran zu Ubertragen.

3.7.6 Immunlokalisation

Um unspezifische Antikérper-Protein-Bindungen zu vermeiden wurde die Membran

direkt nach dem Blot-Vorgang in 10 % (v/v) Roti-Block Gber Nacht bei 4 °C in einer
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Petrischale mit ausreichend FlUssigkeit inkubiert. Daran schloss sich eine dreimalige
Waschung der Membran bei R. T. mit dem Blockpuffer Roti-Block an. Die Inkubation
mit dem Primarantikérper erfolgte ebenfalls bei R. T. fir 2 h. Hierfir wurde der
entsprechende Primarantikérper (s. Tabelle unter 3.2.2) mit dem Blockpuffer
verdinnt und zur besseren Benetzung der Membran wurde ein Parafilm unter der
Membran platziert. Vor der einstindigen Inkubation mit dem HRP-gekoppelten
Sekundarantikérper in einer 1:5000-Verdinnung erfolgte einen erneute dreimalige
Waschung mit Roti-Block fiir jeweils 10 min bei R.T.. Zur Vermeidung von
Hintergrundsignalen wurde die Membran 3 x mit Roti-Block fir 5 min und 2 x mit

PBS-T flr je 10 min gewaschen.

PBS-T-Puffer

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

1,4 mM KH2POq,

4,3 mM NazHPO4 x 2 HO

0,25 % Tween-20 (Polyoxyethylen (20)—sorbitan-monolaurat)

Bestandteile des Chemilumineszenz-Kits:

Super Signal West Dura Kit von Thermo Fischer
Lésung 1: Luminol (3-Aminophthalhydrazid)
Lésung 2: Peroxid-Puffer

Zur Visualisierung der Antikérper-Bindungen wurde ein Chemilumineszenz-Kit
eingesetzt. Hierbei entsteht ein Leuchten durch elektromagnetische Strahlung,
welches durch Elektronen, die von einem energetisch héheren in einen niedrigeren
Zustand wechseln, zustande kommt. Dieser Wechsel wird durch eine chemische
Reaktion ausgelést — in diesem Fall derjenigen zwischen Luminol und
Wasserstoffperoxid, welches 1:1 gemischt wird. Als Resultat entsteht ein blaues
Leuchten an den mittels Antikdrpern und HRP gekoppelten Abschnitten.

Zu einer optimalen Signalentwicklung kommt es nach einer Inkubation von 10 min
mit dem Chemilumineszenz-Reagenz. Eine Ubertragung des Signals erfolgte unter
Rotlicht im Fotolabor auf einen Detektions-Film. Die Belichtung des Films fand in

einer Rontgenkassette statt und variierte je nach Signalstarke zwischen 2 min, 5 min

57



oder 1 h bis hin zu einer Inkubation Gber Nacht. Die anschlieBende Entwicklung des
Films erfolgte mit einer Entwickler- und Fixierlésung von Agfa ebenfalls unter
Lichtausschluss.

3.8 Nachweis der Proteinexpression

3.8.1 Aufarbeitung der mMRNA und cDNA-Synthese

Zur Isolierung der mRNA aus den Kkultivierten Granulosazellen wurden
Aufreinigungssaulen der Firma Quiagen (QiaShredder) verwendet, die nach
vorangegangen Zentrifugation (2 min bei 140000 rpm) Zelltrimmer und Reste der
Zellmembran entfernen. In dem Eluat bleiben die isolierten Nukleinsauren zurlck.

Hierfir wurde zur Stabilisierung der RNA das zuvor mit Trypsin behandelte und im
Anschluss abzentrifugierte Zellpellet (ca. 10° Zellen) in RLT-Puffer mit
B-Mercaptoethanol resuspendiert und zur Zelllyse zentrifugiert, um anschlieBend auf
die Aufreinigungssaule gegeben zu werden. In dem Lysepuffer enthalten ist
Guanidin-Isothiocyanat, welches fir eine Denaturierung der zelleigenen DNAsen und
RNAsen und somit einem Erhalt von Nukleinsauren fihrt. Die Saule wurde am Ende
verworfen und das Eluat entweder bei -80 °C gelagert oder direkt weiterverarbeitet.

Far die mRNA-Isolierung wurde das RNAeasy-Kit - ebenfalls von der Firma Quiagen
- eingesetzt. Durch die Extraktion der mRNA kann das Expressionsmuster der
Proteine ermittelt werden. Die hierbei eingesetzten Silical-Saulen binden die RNA
und sorgen fir eine Entfernung restlicher Zellbestandteile. Die Aufreinigung erfolgte
nach Herstellerprotokoll und bestand aus abwechselndem Waschen und
Zentrifugieren des Lysats. Bei dem letzten Waschschritt wurden die Saulen jeweils
vollstandig durch Zentrifugation bei 13000 rpm fir 2 min getrocknet. Die Eluierung
der gebundenen RNA erfolgte durch 30 pul RNAse-freies Wasser. Um
Verunreinigungen mit genomischer DNA (gDNA) zu vermeiden, wurden die Proben
fir 30 min bei 37 °C mit DNAsen | inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von 1 M EDTA L&sung und einer 10 min Denaturierung bei 65 °C unterbunden. Die
isolierte messenger RNA (mRNA) wurde entweder bei -80 °C gelagert oder direkt
durch den Einsatz der reversen Transkriptase in DNA (cDNA) umgeschrieben.

Zur cDNA-Synthese wurde das iscript-cDNA-Synthese-Kit (Biorad) verwendet, wobei
jeweils 1 ug RNA eingesetzt und die Herstelleranweisungen befolgt wurden. Die
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Konzentration sowie die Reinheit der Nukleinsduren wurden mittels
NanoDrop-System ermittelt. Die fertig synthetisierte cDNA wurde zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

Far einen Reaktionsansatz wurde nach folgendem Schema pipettiert:

RNA Template 20 pl

5 x Reaktionspuffer 8 ul

Reverse Transkriptase 2 ul

Gesamtvolumen: 40 pl

Cycler: 5 min 25 °C
30 min 40 °C
5 min 85 °C
Lagerung 4°C

3.8.2 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation und semiquantitativen Ermittlung der mRNA-Konzentration anhand
der cDNA wurde eine PCR mit jeweils spezifisch eingesetzten Primern durchgeflhrt.
Die dafur bendétigten Reagenzien wurden von NEB bezogen.

Primer (fir feline Proben):

ST8Siall for 5" - AGGATTCTGGAGCAGAGGT - 37;
ST8Siall rev5 - GTGGCCAGGGTGTACATCAA - 37;
ST8SialVv for 5" - GAAGCACGTGGAGTGGGTTA - 3';
ST8SialV rev5 - CATGAGGAGACCTGTGCTGG - 3;
GapDH for 5" - ATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC - 3';
GapDH rev5 - TAGTTGAGGTCAATGAAGGGGTC - 3%
RPS 13 for 5" - TCCCATGGTGTTGCACAAGT - 3';

RPS 13 rev5 - TTATGCAACCAGGGCAGAGG - 3';
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Reaktionsansatz:

5 x Tag-Polymerase Puffer 5l
dNTP’s 0,5 ul
RNase freies Aqg. dest. 17,375 pl
Primer — Mix 10mM 1l
cDNA 1 pl
Gesamtvolumen: 25 pl

Initial erfolgte eine zwdlfminitige Denaturierung bei 95 °C. Es schlossen sich

40 aufeinanderfolgenden Zyklen an:

Denaturierung 40 sec 95 °C
Primeranealing 40 sec 48 °C - 52 °C
Elongation 40 sec 72 °C

Im Abschluss erfolgte eine finale Elongation Uber 4 min ei 72 °C und eine Lagerung
bei 4 °C. Das PCR-Produkt wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese und Farbung
mit Ethidiumbromid analysiert.

3.8.3 Agarose-Gelelektrophorese

Anhand der Gitterstruktur der Agarose und einem aufgebauten elektrischen Feld
kébnnen DNA-Fragmente nach ihrer GroBe aufgetrennt und so voneinander
unterschieden werden. Die gewonnen Produkte wiesen zum Teil lediglich eine GréB3e
von 160 bp auf. Diese geringe GréBe und die damit einhergehenden Schwierigkeiten
bezlglich der Differenzierung erforderten die Verwendung eines 2%-igen (w/v)
Agarosegels. Hierflir wurde Agarose in 1 x TBE-Puffer 2 min aufgekocht, bis alle
Bestandteile gelést waren und in eine Gel-Apparatur inkl. eines Gelkammes
gegossen. Nach vollstandiger Auspolymerisation des Gels wurde 1 x TBE-Puffer fur
die Uberschichtung des Gels verwendet, sodass sich ein Spannungsgefille
aufbauen konnte. Zu 10 pl Probe wurden jeweils 2 pl eines Glycerin-haltigen
Ladepuffers gegeben und anschlieBend in die Kammern geflllt. Fir einen besseren
GréBenvergleich wurde zusétzlich eine GréBenstandart pipettiert. Die Auftrennung
erfolgte bei 130 V fur 1 h. Die Visualisierung der einzelnen Banden erfolgte im
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Anschluss an die Elektrophorese durch die Inkubation in einem 0,05 %
Ethidiumbromid-Bad flir 30 min bei R. T.. Durch UV-Licht konnten die Fragmente
detektiert und analysiert werden.

TBE-Puffer:

89 mM Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
89 mM EDTA

2 mM Borat (Ethylendiamintetraessigsaure)

3.9 Kettenlangenbestimmung & HPLC

Als Grundlage dieser Methodik gilt das Prinzip der chromatographischen
Auftrennung im Wechselspiel einer stationdren Phase (Saule) und einer mobilen
Phase (L6sungsmittel). Unter hohem Druck (HPLC = high pressure liquid
chromatographie) konnen so unterschiedliche Trennungsgeschwindigkeiten erreicht
werden. Je nach Intensitat der Wechselwirkungen zwischen stationarer und mobiler
Phase entstehen  unterschiedliche  Retentionszeiten, die mit einem

Fluoreszenzdetektor gemessen werden kénnen.

Fir die Kettenlangenbestimmung wurden in dieser Dissertation a-Ketocarbonsauren
durch  Markierung mit 1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol (DMB) und
anschlieBender Detektion mit einem Fluoreszenzdetektor und Auftrennung mittels
HPLC erfasst. Hierfir wurden unter sauren Bedingungen Oligo- und PolySia-Ketten
von den Tragerproteinen separiert und anschlieBend mit DMB inkubiert. Dies fluhrte
zu einer Markierung des jeweils reduzierenden Endes einer Sialinsaurekette. Die
chromatographische  Auftrennung dieser Fragmente erfolgte auf einer
Anionen-Austauscher-Saule (DNA-Pac™), da Sialinsduren &ahnliche physikalische
Verhaltensmuster aufweisen wie Nukleinsduren. Die jeweilige Kettenlange konnte
anhand der Retentionszeit ermittelt werden, wobei langere Ketten eine hohe Affinitat

zu der stationdren Phase aufweisen und somit eine langere Retentionszeit haben.
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DMB-Puffer: DMB-Reagenz:

18 mM Na-Hydrogensulfat 1,22 mg DMB in 1 ml DMB-Puffer
1 M B-Mercaptoethanol

10 mM Trifluoressigsaure

Das Gewebe wurde wie in 3.7.1 und 3.7.2 beschrieben aufgearbeitet und die so
extrahierten polysialylierten Proteine lyophylisiert und anschieBend in frisch
angesetztem DMB-Puffer zu gleichen Teilen mit Tris/HCL (50 mM) resuspendiert. Die
Derivatisierung erfolgte Gber Nacht bei 11 °C auf dem Riuittler bei 750 rpm. Durch die
Zugabe von NaOH wurde dieser Reaktionsschritt im weiteren Verlauf gestoppt.
AnschlieBend wurde die Probe bei R. T. eine Stunde stehen gelassen und 10 min
zentrifugiert (8 °C, 14440 x g). Der Uberstand wurde weiterverwendet und mittels
Autosampler auf die HPLC-Séaule gegeben. Der Rest der Probe wurde verworfen.
Die Detektion der Fluoreszenzsignale erfolgte bei Anregung von 372 nm und
Emission von 456 nm. Fir die Eluierung wurde Milli-Q-Wasser (E1) und ein
4-N-Ammoniumacetat-Puffer (E2) bei einer Flussrate von 1 ml/min und folgendem

Gradienten angewendet:

Tomin =0 % (v/V) E2, Ts min = 3 % (V/V) E2, Ti5min = 8 % (V/V) E2, und Tgo min = 18 %
(v/v) E2. AbschlieBend wurde die Saule mit 100 % (v/v) E2 flr 10 min gewaschen.

Als Standard diente eine mit in DMB-TrissHCL verdinnte 10 pg/ml

Colominsaure-Lésung (1:400 (v/v)).
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4 Ergebnisse

4.1 Polysialinsauren in felinem Gewebe des weiblichen Reproduktionstraktes

adulter Tiere

Erste Hinweise auf ein Vorkommen von NCAM in ovariellem Gewebe verschiedener
Saugetiere lieferte Campbell et al. 1980 und Mgller et al. 1991. Darauf begrindet
und in  Zusammenhang Dbereits erfolgter Studien am Gewebe des
Reproduktionstraktes diverser mannlicher Tierarten (Hansch et al. 2014; Simon et al.
2015) wurde nun der Fragestellung nachgegangen, ob auch im weiblichen
Reproduktionstrakt Polysialinsduren eine Bedeutung zukommt. Insgesamt standen
Proben von 58 Katzen und 48 Mausen fur die unterschiedlichen Analysemethoden

zur Verflgung.

4.1.1 Lokalisation von PolySia in felinem Gewebe des Reproduktionstraktes

Zunachst wurden serielle Schnitte von felinem Ovar, Abschnitte der Tuba uterina
sowie des Uterus zu verschiedenen Zykluszeitpunkten angefertigt. Neben
nicht-trachtigen Tieren wurde auch das Gewebe von trachtigen Tieren zum
Screening verwendet. Die Zuordnung zu einem bestimmten Zyklusabschnitt erfolgte
makroskopisch nach Freistedt et al. 2001 (3.5.5). AnschlieBend wurde jeweils eine
Ubersichtsfarbung mittels H. E. und eine Farbung zur Detektion der Polysialinsauren
angefertigt. Die Immunlokalisation (3.5) mithilfe des mAK 735 (3.2.2) wurde bereits in
Publikationen unserer Arbeitsgruppe (Simon etal. 2013; Ulmetal. 2013)
beschrieben. Bei diesem Screening konnte nur in ovariellem und zyklisch aktivem
Gewebe ein positives Signal detektiert werden. Alle restlichen Gewebeschnitte des
Reproduktionstrakts waren unabhangig des Zykluszeitpunktes oder einer Trachtigkeit
negativ. Im weiteren Verlauf wurde lediglich ovarielles Gewebe von nicht-trachtigen
Tieren zur Untersuchung verwendet. PolySia konnte in den Ovarien zu
verschiedenen Zykluszeitpunkten nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle wurde,
wie bei fast allen immunologischen Nachweisverfahren dieser Dissertation, das
Enzym EndoN (3.2.3) fUr einen entsprechenden Verdau eingesetzt. Neben einer
vereinzelten Lokalisation im Bindegewebe, konnte ein positives Signal an einigen
Tertiafollikeln, insbesondere der Granulosazellschicht, festgestellt werden
(Abbildung 14).
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Auffallend war hierbei, dass nicht jeder Tertiarfollikel PolySia-positiv ist. Ein

Nachweis von PolySia an Primordial-, Primar- oder Sekundarfollikeln konnte nicht

erfolgen.
A B C
o ' oo Topm
D E F
/
e / 4
I "' ~
/ “3.‘!:
’ / &5
/ » o) "'
/ ¥
a / E'& 84 ’al(k( \}‘ Q\
/ 0 AN ARt
) 3 ‘m 3 %g’:?‘f'?
058, -~ -{ R AN L
1004m SEE Sl o a2V L ‘ 100 pm 100 pm
Abbildung 14: Immunhistologische Lokalisation von PolySia in felinem
Ovargewebe

In Paraffin eingebettete Serienschnitte wurden mit mAK 735 (3.2.2) gefarbt, um den
Polysialylierungsstatus im (A) Primordial-, (B) Primér-, (C) Sekundéar- und (D-F) Tertiarfollikel zu
detektieren. (E) zeigt die Negativkontrolle mit dem bei der Vorbehandlung eingesetztem Enzym
EndoN. Als Sekundarantikérper wurde ein HRP-gekoppelter pAK Ziege a-Maus eingesetzt (Tabelle 3).
VergréBerungen: 10 x und 40 x 0,25 Objektiv.

Um der Frage nachzugehen, ob der Polysialylierungsgrad der Granulosazellen mit
der Follikulogenese und der follikuldren Atresie zusammenhangt, wurden die
Tertiarfollikel nach atretisch und intakt bzw. dominant unterschieden. Eine Zuordnung
erfolgte mittels histologischer Auszahlung der apoptotischen Granulosazellen eines
jeden Follikels nach Jolly 1997 und Rodgers und Irving-Rodgers 2010
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Immunlokalisation von PolySia in Tertiarfollikeln

Paraffinierte Serienschnitte wurden mit mAK 735 (3.2.2) und folgend mit einem HRP-gekoppelten
Sekundérantikérper fur die Visualisierung von PolySia inkubiert. (A, B, C, D) Negativkontrolle nach
Inkubation mit EndoN (3.2.2). (A.1, B.1) zeigen PolySia-negative dominante Tertiarfollikel. (A.2, B.2):
Die Granulosazellschicht erscheint kompakt und es sind Mitosefiguren erkennbar. Follikel mit > 1 %
Mitosefiguren wurden als dominante/intakte Follikel klassifiziert. C.1 und D.1 zeigen fiir PolySia
positive, atretische Follikel. (C.2, D.2): In der Granulosazellschicht sind Anzeichen von Atresie
erkennbar: Die Zellschicht erscheint aufgelockert, Makrophagen sind im Antrum folliculare erkennbar
und einige Zellen zeigen Pyknose bzw. Karyohexis. Tertidrfollikel mit > 0,21 % apoptotischer
Anzeichen und < 0,5 % mitotischer Zellen wurden der Follikelatresie zugeordnet (3.5.5). Rote Pfeile =
apoptotische Zellen; Griine Pfeile = mitotische Figuren. VergréBerungen: 10 x und 40 x 0,25 Objektiv.
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Fir die Auszahlung (3.5.5) wurden von sechs Tieren insgesamt 68 Follikel mit mehr
als 12875 Granulosazellen ausgezahlt, um den apoptotischen und mitotischen
Phéanotyp in Zusammenhang mit einer Polysialylierung auszuwerten. In ca. 80 % der
frih-atretischen Follikel und in 100 % der spat-atretischen Follikel konnte eine
polysialylierte Granulosazellschicht identifiziert werden. Im Gegensatz dazu konnte
bei Uber 97 % der intakten bzw. dominanten Tertiafollikeln kein PolySia

nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Auswertung der dominanten und atretischen Follikel in

Abhangigkeit von dem Polysialylierungsstatus

Die Untersuchung von intakten und atretischen Tertiarfollikeln der Katze fand anhand in Paraffin
eingebetteter Serienschnitte und einer angewendeten H. E.-Farbung statt. Apoptotische Zellen
wurden anhand von (A) Karyohexis (multipel, kondensiertes Chromatin, weiBBer Pfeil) und Pyknose
(zentral kondensiertes Chromatin, rote Pfeile) ermittelt. (B) stellt ein Beispiel einer Mitosefigur
proliferierender Zellen dar (griner Pfeil). Parallel wurde eine Co-Lokalisation von PolySia angefertigt.
(C) Dabei wurde die relative Anzahl der PolySia-positiven und der PolySia-negativen Follikel ermittelt
und in intakt bzw. dominant (n = 35), friihe Atresie (n = 4) und spéte Atresie (n = 29) unterteilt.

Es ergibt sich aus der Auszahlung, dass PolySia an atretischen Tertiarfollikeln, nicht
aber bei dominanten Follikeln in der Granulosazellschicht zu finden ist und eine Rolle

im Zusammenspiel der follikularen Atresie einnehmen kénnte.

4.1.2 Nachweis von Polysialinsauren in Gewebshomogenaten

Um Polysialinsduren in den verschiedenen Geweben nachzuweisen, wurde
ovarielles Gewebe und Gewebe des Eileiters aufgearbeitet und lysiert. Mittels
Affinitatsprazipitation (3.7.2) wurden die Proben gereinigt und auf eine einheitliche
Konzentration anhand der eingesetzten Bead-Menge eingestellt. Zuvor wurden die
Proben mehrerer Tiere gepoolt (n = 5). Die Proben wurden im Anschluss
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western-Blot (3.7.5) analysiert (n = 12).
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Da in den immunhistologischen Versuchen (4.1.1) deutlich wurde, dass die
gewonnenen Proben aus dem Gewebe des Eileiters kein Signal durch eine
Inkubation mit dem mAK 735 ergaben, wurde im weiteren Verlauf nur mit Proben aus
ovariellem Gewebe gearbeitet.

Abbildung 17 zeigt einen Western Blot nach Affinitatsprazipitation von ovariellem
Gewebe der Katze. Als Negativkontrolle wurde das Enzym EndoN (3.7.3) fir eine
entsprechende Spaltung von PolySia verwendet. Sichtbar wurde im Bereich von
ca. 100-250 kDa der deutlich erkennbare und typische ,Schmier® der
Polysialinsauren, welcher aufgrund des heterogenen Polysialylierungsgrades
entsteht. Da in der Negativkontrolle nach der enzymatischen Behandlung mit EndoN
kein Signal erkennbar ist, ist davon auszugehen, dass es sich um ein spezifisches
Signal fur PolySia handelt. In einem weiteren Schritt wurde die Probe vor der
Immunfarbung mit PNGaseF behandelt, um zu Uberprifen, ob die gefunden
Strukturen am noch nicht bekannten Tragerprotein N- oder O-glykosylierte sind. Das
genannte Enzym ist in der Lage N-glykosidische Bindungen zu spalten. Nach dem
Verdau konnten keine Polysialinsduren mittels Western Blot nachgewiesen werden,
sodass die PolySia-Ketten mit der Freisetzung des N-Glykans vom Proteinriickrat

getrennt werden.

Aufgrund dieser beiden Erkenntnisse kann gesagt werden, dass PolySia in felinem
Ovargewebe zu detektieren ist und dass diese Ketten Uber N-Glykane mit ihrem
Tragerprotein verknupft sind.
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Abbildung 17: Nachweis von PolySia in lysiertem ovariellen Gewebe
anhand Western Blot-Analysen nach Affinitatsprazipitation

Polysialylierte Proteine aus lysiertem ovariellen Gewebe wurden mittels Affinitatsprazipitation gereinigt
und mit einem Western Blot unter der Verwendung des mAK 735 gegen PolySia analysiert (n = 12, je
Versuch wurden Gewebe von funf Tieren gepoolt). (A) zeigt einen Western Blot gegen PolySia nach
einer enzymatischen Behandlung mit EndoN. (B) zeigt einen Western Blot nach enzymatischer
Behandlung mit PNGaseF. In beiden Blots ist ein deutlich positives Signal in den jeweils
unbehandelten Spuren bei ca. 230 kDa erkennbar. Visualisierte Molekularmassen wurden anhand
eines Proteinstandards (kDa) verglichen.

4.1.3 Bestimmung des Grads der Polysialylierung von NCAM

Da bekannt ist, dass die Lange der PolySia-Ketten bedeutenden Einfluss auf deren
Funktion in einem biologischen System hat, wurde eine HPLC (3.9) zur
Kettenlangenbestimmung durchgefihrt. Hierfir wurden Polysialinsduren aus felinem
ovariellem Gewebe an inaktive EndoN gekoppelt (3.7.2). Durch die milde saure
Hydrolyse werden PolySia-Strukturen von ihrem Tragerprotein abgespalten. Das so
entstandene, freie und reduzierende Ende der Kette wird mittels DMB parallel
derivatisiert. AnschlieBBend erfolgt eine chromatopraphisch-fluorometrische Detektion.
Im Rahmen dieser sogenannten milden DMB-Derivatisierung konnten PolySia-Ketten
mit bis zu 60 Sialinsdureuntereinheiten identifiziert werden (Abbildung 18; n =2, je
Versuch wurden Gewebeproben von flunf Tieren gepoolt). Somit ist dies die bisher
langste direkt nachgewiesene PolySia-Kette im Saugetier.
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Abbildung 18: Kettenlangenbestimmung von PolySia mittels milder

DMB-HPLC nach Affinitatsaufreinigung

Die PolySia-Ketten aus felinem ovariellem Gewebe wurden nach Affinitatsprazipitation mit inaktiver
EndoN (3.7.2) hydrolytisch gespalten und durch DMB am reduzierenden Ende derivatisiert und
anschlieBend (dber eine DNA-Pac™-Saule (Anionen-Austauscher-Sdule) aufgetrennt und
fluorometrisch gemessen. Die Anzahl der Sialinsdure-Einheiten wird an frei definierten Peaks
oberhalb des Signals angezeigt (n = 2).

4.1.4 Nachweis von Transkripten der Polysialyltransferasen

Um zu untersuchen, welche Polysialyltransferasen an der Expression von PolySia
beteiligt sind, wurde eine semi-quantitative mRNA Analyse (3.8) durchgefuhrt (n = 3).
Mittels reverser Transkriptase PCR (RT-PCR) wund der anschlieBenden
elektrophoretischen Auftrennung auf einem Agarosegel konnte nachgewiesen
werden, dass die Polysialyltransferase St8SialV die dominante Rolle bei der
Expression der Polysialinsduren Ubernimmt (Abbildung 19). Das Signal der St8Siall
war im direkten Vergleich hingegen deutlich schwacher. Als Kontrolle und internen
Standard wurde die mRNA der Enzyme GapDH und RPS13 verwendet.
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Abbildung 19: Nachweis der Polysialyltransferasen St8Siall und St8SialV
mittels RT-PCR

Gen-Transkripte der Polysialyltransferasen St8Siall und St8SialV wurden durch RT-PCR amplifiziert.
Die entstandenen Produkte wurden anschlieBend auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und
durch Zugabe von Ethidiumbromid ausgewertet. Als interner Standard wurden die Housekeeping-
Gene GapDH und RPS13 verwendet. Fragmente der Molekularmassen wurde in Basenpaare (bp)
angegeben.

Zusammenfassend lasst sich bis hierhin sagen, dass PolySia auf der Zelloberflache
von Granulosazellen mit einer Kettenlange von mindestens 60 Sialinsdureresten
vorkommen kann und wahrscheinlich hauptsachlich durch die St8SialV synthetisiert

wird.

4.1.5 Identifizierung des PolySia-Tragerproteins

Die Identifizierung des Tragerproteins der Polysialinsauren erfolgte zunachst mittels
Western Blot (n = 5; 3.7.5).

Erste Hinweise auf das Tragerprotein lieferte bereits der oben genannte
enzymatische Abbau mittels PNGaseF. FUr den Nachweis mittels Western Blot
wurden die Proben, wie bereits beschrieben, durch Affinitatsprazipitation und die
Verwendung inaktiver EndoN (3.7.2) gereinigt. Durch dieses Verfahren wurde
sichergestellt, dass nur polysialylierte Proteine in der Probe enthalten waren. Im
weiteren Verlauf wurde die Probe als Kontrolle mit EndoN versetzt sowie ohne
vorherige enzymatische Behandlung gelelektrophoretisch  aufgetrennt und
anschieBBend auf die Membran Ubertragen. Die Immunlokalisation (3.7.6) erfolgte mit

einem monoklonalen NCAM-Antikdrper.
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In Abbildung 20 ist ein deutliches Signal mit einem breiten ,Schmier erkennbar,
welcher wie bereits beschrieben (4.1.2) auf die weite Verzweigung der
Polysialinsauren zurtickzufihren ist. Das Signal ist bei ca. 200 kDa lokalisiert.
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Abbildung 20: Identifizierung von polysialyliertem NCAM mittels Western
Blot

Lysiertes ovarielles Gewebe wurde nach Affinitatsprazipitation mittels Western Blot analysiert (n = 5,
je Versuch wurden Gewebe von finf Tieren gepoolt). Als Kontrolle wurde das Enzym EndoN
verwendet. NCAM wurde durch vorherige Inkubation mit den Primarantikérpern 1G4, 2D4 und 5B8
(3.2.2) mit einem HRP-gekoppelten Sekundarantikérper visualisiert. Nach dem Verdau mit EndoN ist
ein Shift des Signals von ca. 200 kDa auf ca. 140 kDa (roter Kreis) zu erkennen. Die
Molekularmassen wurden anhand eines Proteinstandards (kDa) verglichen.

Weiterhin wurde die Probe mit EndoN vorbehandelt. Im Vergleich der beiden Proben
hat ein eindeutiger Shift des Signals auf 140 kDa stattgefunden. Somit lasst sich
sagen, dass es sich bei dem identifizierten Protein um NCAM-140 handelt. Das
immer noch breite Signal spricht flr einen nicht vollstdndigen enzymatischen Abbau
durch EndoN, was an einer hohen Masse an Polysialinsduren bzw. der hohen
Kettenanzahl liegen kdnnte. Die zunehmende Signalintensitat in der mit EndoN
versetzten Probe geht einher mit einer gesteigerten Antigen-Antikérper-Bindung des
NCAM-Antikérpers und der Konzentration des Proteins auf eine geringere Flache.
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4.1.6 Lokalisation von NCAM in felinem ovariellem Gewebe

Zur Lokalisation im Gewebe wurden immunhistochemische Farbungen angefertigt
(3.5.3). Hierfir wurden Serienschnitte des ovariellen Gewebes hergestellt. Parallel
wurden die Schnitte mit entweder Antikérpern gegen NCAM oder gegen PolySia
(3.2.2) inkubiert um eine Co-Lokalisation festzustellen (n = 10).

NCAM konnte neben Tertiarfollikeln auch an friiheren Entwicklungsstadien der
Follikel sowie im Interstitium gefunden werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Nachweis von NCAM in Primordial-, Primar- und
Sekundarfollikeln des felinen Ovars

Paraffinierte Serienschnitte wurden mittels den mAK's 1G4, 2D4 sowie dem ZellUiberstand der
5B8-Zellen (3.2.2) und einem HRP-gekoppelten pAK Ziegen a-Maus zur Visualisierung von NCAM
behandelt (n = 10). (A) Primordial-, (B) Priméar-, und (C) Sekundarfollikeln. (D und E) zeigen NCAM im
Interstitium feliner Ovarien. Die griinen Pfeile markieren das braunliche Signal fiir NCAM.
VergréBerung: 40 x 0,25 Objektiv.

Eine Co-Lokalisation von PolySia und NCAM war an den bereits oben beschrieben
atretischen Follikeln méglich (4.1.1, 4.1.2). Weiterhin konnte eine Immunlokalisation
mit mAK gegen NCAM auch an PolySia-negativen Tertiarfollikeln erfolgen. Dies ist
exemplarisch in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Immunlokalisation von NCAM in Tertiarfollikeln

(A und B) PolySia und NCAM wurden mittels Immunhistochemie in Tertiarfollikeln feliner Ovarien
unter Verwendung des mAK 735 und der mAK 1G4, 2D4 und des Zelliberstandes der 5B8-Zellen
(3.2.2) dargestellt. Hierfir wurden in Paraffin eingebettete Serienschnitte genutzt. (A) Co-Lokalisation
von PolySia und NCAM an einem Tertiarfollikel. (B) Der Follikel zeigt fiir NCAM ein positives Signal,
hingegen nicht fir PolySia. VergréBerungen: 10 x und 40 x 0,25 Objektiv.

Daraus lasst sich schlieBen, dass NCAM haufig an der Zelloberflache von
Granulosazellen zu finden ist und nur zu bestimmten Ereignissen PolySia vorkommt.
Somit wird NCAM vermutlich sekundar im Zusammenhang der follikularen Atresie mit

Ketten von PolySia modifiziert.
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4.1.7 Untersuchung der biologischen Funktion von PolySia-NCAM-140

Nachdem die Granulosazellen als polysialylierte Zellen mittels Immunhistologie
identifiziert wurden (4.1.1), sollte bei Versuchen mit felinen priméren
Granulosazelllinien untersucht werden, ob durch PolySia der Einfluss
Apoptose-induzierender Substanzen beeinflussbar ist. Um einen Zusammenhang
zwischen PolySia und einer mdglichen Funktion innerhalb der Apoptose von
Granulosazellen festzustellen, wurden frisch isoliete Granulosazellen mittels
Primarkultur kultiviert (3.6) und zur Induktion der Apoptose mit porcinem
Luteinisierendes Hormon (pLH) stimuliert. Apoptotische Granulosazellen wurden
mittels DAPI Farbung identifiziert. Apoptotische Zellkerne weisen bei dieser Farbung
neben deutlich kondensiertem Chromatin eine erhéhte Anzahl von Kernfragmenten
und einer verstarkten Kolorierung auf. Zusatzlich wurde zur Orientierung das Aktin-
Zytoskelett durch mit FITC konjungiertes Phalloidin (3.2.2) visualisiert. Bei
apoptotischen Zellen verliert dieses seine physiologische, lineare Struktur. Mit
fortschreitender Apoptose ergibt sich ein diffuses Farbemuster oder sogar ein
vollstdndiger Verlust der Aktin-Struktur (Abbildung 23). Zusatzlich wurde zur
genaueren Verifizierung der Granulosazellen der Antikbrper gegen das
mitochondriale steroid acute regulatory protein (StAr) (3.2.2) verwendet. So konnte

eine Abgrenzung von beispielsweise Fibroblasten erfolgen.

Abbildung 23: Beurteilung der Vitalitat von kultivierten Granulosazellen

(A) Fur die Beurteilung der Vitalitdt der Granulosazellen wurde einerseits eine DAPI Kernfarbung
vorgenommen. Apoptotische Zellkerne erscheinen kleiner und mit heller kondensiertem Chromatin
(Pyknose). Intakte Zellkerne weisen eine gleichmaBige Chromatinstruktur auf. Andererseits wurde das
Aktin-Zytoskelett mittels FITC-Phalloidin visualisiert (B). Bei apoptotischen Zellen wird dieses
degradiert und ist gekennzeichnet durch abgerundete Aktinflamente oder gar den kompletten
Strukturverlust. Die grinen Pfeile markieren intakte Zelle, die roten apoptotische Zellen. (C) stellt die
Merge-Darstellung aus (A) und (B) dar. VergroBerung: 100 x 0,25 Objektiv.
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Zunachst wurde der Polysialylierungsstatus (3.6.3) der selektierten Granulosazellen
ohne die Verwendung von Stimulantien evaluiert. Dabei war auffallig, dass vorrangig
an den direkten Zell-Zell-Kontaktpunkten ein deutlich positives Signal fir PolySia
detektiert werden konnte. Membranabschnitte, an denen sich nicht unmittelbar
weitere Zellen angesiedelt hatten, wiesen ein deutlich schwacheres bzw. kein Signal
flr PolySia auf (Abbildung 24).

Abbildung 24: Immunfluoreszenzfarbung feliner Granulosazellen nach
Kultivierung

Immunfarbungen (3.6.3) wurden an formalin-fixierten Granulosazellen gegen (A-D) Aktin (FITC/grin,
3.2.2) und gegen PolySia (Rhodamin/rot, 3.2.2) durchgefihrt. DAPI markierte die Zellkerne
(blau, 3.2.2). Im Merge erfolgte die deckungsgleiche Zusammenfiihrung der einzelnen Bilder. Die
GréBenbalken markieren 10 um; die Aufnahmen wurden mit einem 100 x 0,25 Objektiv angefertigt.
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Bei der Stimulation mit pLH konnte gezeigt werden, dass sowohl die Apoptoserate
als auch die Expression von PolySia nach der Behandlung deutlich gegeniber
nicht-stimulierten Zellen ansteigt (Abbildung 25). Der Prozentsatz der apoptotischen
Zellen erhdht sich von 14 % in der Kontrolle auf 46 % nach der Stimulation mit LH.

Der Grad der Polysialylierung steigt in &hnlichem Mafe an.
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Abbildung 25: Verteilung apoptotischer feliner Granulosazellen nach
Stimulation

(A) Die apoptotischen Granulosazellen (rote Pfeile) weisen in der DAPI-Kernfarbung helleres,
kondensiertes Chromatin auf und erscheinen kleiner (Pyknose) Fir die Beurteilung der Vitalitdt der
Granulosazellen wurde einerseits eine DAPI Kernfarbung vorgenommen. Das Vorkommen von (B)
apoptotischen und (C) polysialylierten Granulosazellen nach Stimulation mit pLH (3.2.4, Tabelle 5)
wurde an kultivierten Zellen anhand der DAPI-Farbung nach Formalin-Fixierung ermittelt. Die
Auszéhlung der apoptotischen und polysialylierten Zellen wurde an je 220 randomisierten Zellen in
100 x VergroBerung einer Stimulation durchgefiihrt (n =6, 5400 Zellen insgesamt). Die Werte
reprasentieren den Standartfehler des Mittelwerts (SEM) von sechs unabhangigen Experimenten. Die
statistische Auswertung erfolgte durch Student's t-Test (ungleiche Varianzen, zweiseitig). ***p <0,001.
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Um die Auswirkung von PolySia wahrend des apoptotischen Prozesses der primar
kultivierten Granulosazellen zu untersuchen, wurde ein enzymatischer Verdau mit
EndoN durchgefiihrt (Abbildung 26). Die nicht stimulierten und de-polysialylierten
Zellen fOhren zwar zu einer leichten, aber statistisch nicht aussagekraftigen,
Reduktion der apoptotischen Zellen. Gleichzeitig flihrte diese enzymatische Reaktion
allerdings bei einer sich anschlieBenden Behandlung mit LH zu einer deutlichen und
signifikanten Reduktion der apoptotischen Zellen.
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Abbildung 26: Auswirkung von PolySia auf die Apoptose der
Granulosazellen

Kultivierte und anschlieBend mit Formalin fixierte Granulosazellen (3.6.3) wurden entweder mit pLH,
EndoN oder EndoN und pLH stimuliert (3.6.2). Anhand der DAPI-Farbung wurde der prozentuale
Anteil intakter oder atretischer Zellen wurde an je 220 randomisierten Zellen in 100 x VergréBerung
einer Stimulation durchgefiihrt (n = 3, 3500 Zellen insgesamt). Die Werte reprasentieren den SEM von
drei unabhéngigen Experimenten. Die statistische Auswertung erfolgte durch den Dunnett-Test
(*P-Wert < 0,05; ns, nicht signifikant).

Somit deuten die Ergebnisse daraufhin, dass ein Auftreten von PolySia an der
Oberflache und insbesondere an den Zell-Zell-Interaktionspunkten von
Granulosazellen einen Einfluss auf das Voranschreiten der Atresie haben kdnnte.
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4.2 Polysialinsauren in murinem Gewebe des weiblichen

Reproduktionstraktes adulter Tiere

4.2.1 Lokalisation von PolySia in murinen Gewebe des Reproduktionstraktes

Zunachst wurden serielle Schnitte von murinem Ovar, Ovidukt sowie des Uterus zu
verschiedenen Zykluszeitpunkten angefertigt. Neben Nicht-trachtigen Tieren wurde
auch das Gewebe von trachtigen Tieren zum Screening verwendet. Die Zuordnung
zu einem bestimmten Zyklusabschnitt erfolgte mittels Vaginalzytologie (3.4).
AnschlieBend wurde jeweils eine Ubersichtsfarbung mittels H. E. und eine Farbung
zur Detektion der Polysialinsauren (3.5.3) angefertigt (n = 22). Bei der Maus konnte
im Gegensatz zu den untersuchten Katzenproben nur in Gewebe des Ovidukts ein
positives Signal erzeugt werden. Besonders aufféllig ist der Bereich der Tuba uterina.
Hier erscheint ein deutliches Signal im Bereich der Tunica mucosa. Das ovarielle
Gewebe ist hingegen PolySia-negativ (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Identifikation von PolySia in murinem Gewebe

In Paraffin eingebettete Serienschnitte wurden mit mAK 735 (3.2.2) gefarbt, um den
Polysialylierungsstatus im (A) Ovar und Tuba uterina zu detektieren. (B, C) Die Tunica mucosa der
Tuba uterina weist ein deutliches Signal fir PolySia auf (weiBer Pfeil, brauner Niederschlag).
VergréBerungen: 4 x, 10 x und 40 x 0,25 Objektiv.

Bei naherer Betrachtung der positiven Anteile wird deutlich, dass PolySia scheinbar
die Epithelzellen der Tunica mucosa umhullt und zwischen ihnen entlang zieht
(Abbildung 28). Vor Allem die stark gefalteten Anteile der Tuba uterina sind
PolySia-positiv.

78



- ¢ e
- ¢ . 3 §
:1 ; }'.\3..@- *!
>ar
,\)'
LW \, S ey
\*"g: Pl } i RS
R e 1 N> S
“ond ot T
=~ 3 A
B 3

”
o 10um
C.3
- "}
> Y ¥ e
X o
M‘_.A oS
~ a7 :
it
e G <j_':_/',’“ N '(
.—vw-\ /; -
e ™ A
s i &7" e
;‘ - I' é
R
- €. . &
"/:V @ L ‘,}%‘?
10pm f N e
i /P70

Abbildung 28: Immunhistochemische Untersuchung der murinen Tuba
uterina auf PolySia

In Paraffin eingebettete Serienschnitte wurden mit mAK 735 (3.2.2) geféarbt, um den
Polysialylierungsstatus in (A) der murinen Tuba uterina zu detektieren. (B, C1.-C.3) Zeigen die
100 x VergrdBerung der Tunica mucosa. (D) stellt die Negativkontrolle mit dem bei der Vorbehandlung
eingesetzten Enzym EndoN dar. VergréBerungen: 4 x, 40 x und 100 x 0,25 Objektiv.

4.2.2 Nachweis von Polysialinsauren in murinen Gewebshomogenaten

Um Polysialinsduren in den verschiedenen Geweben nachzuweisen, wurde Gewebe
des Ovars und Ovidukts aufgearbeitet und lysiert. Mittels Affinitatsprazipitation
wurden die Proben gereinigt. Zuvor wurden die Proben von finf Tieren gepoolt. In
Folge der Affinitatsprazipitation konnte eine einheitliche Konzentration der Proben
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gewahrleistet werden. Die Proben wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und

mittels Western-Blot analysiert (n = 6).

Positive Signale konnten wie in der Immunhistologie nur in Lysaten von Gewebe des
Ovidukts erzeugt werden. Abbildung 29 zeigt einen Western Blot nach
Affinitatsprazipitation von Gewebe des Ovidukts der Maus. Als Negativkontrolle
wurde das Enzym EndoN fir eine entsprechende Abspaltung der PolySia verwendet.
Sichtbar wurde der bereits beschrieben ,Schmier der Polysialinsduren im Bereich
von ca. 140-250kDa. Da in der Negativkontrolle nach der enzymatischen
Behandlung mit EndoN kein Signal erkennbar ist, kann davon ausgegangen werden,

dass es sich um ein spezifisches Signal fir PolySia handelt.

Antikorper | Anti-PolySia iW + | +

Enzym EndoN i\‘ﬁv - |+
230 kDa —] .

150 kDa —

100 kDa —

80 kDa —

Abbildung 29: Western Blot von lysiertem Gewebe des Oviduktis der Maus
nach Affinitatsprazipitation fir den Nachweis von PolySia

Polysialylierte Proteine aus lysiertem Gewebe des Ovidukts wurden mittels Affinitatsprazipitation
gereinigt und mit einem Western Blot unter der Verwendung des mAK 735 gegen PolySia (3.2.2)
analysiert (n = 6, je Versuch wurden Gewebe von finf Tieren gepoolt). Bei ca. 230 kDa ist ein deutlich
positives Signal fir PolySia erkennbar. Als Negativkontrolle wurde das Enzym EndoN (3.2.3)
verwendet. Visualisierte Molekularmassen wurden anhand eines Proteinstandards (kDa) verglichen.

Folglich lasst sich feststellen, dass PolySia in dem Gewebe des Ovidukts der Maus
vorkommt, nicht aber in dem Gewebe des Ovars. Eine Lokalisation von PolySia in

der Tunica mucosa des Eileiters konnte durch die Immunhistologie erfolgen.
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4.3 Nachweis von PolySia in murinem und felinem Gewebe fetaler bzw.
postnataler Proben des weiblichen Reproduktionstraktes

Weiterhin stand felines fetales bzw. und murines postnatales Gewebe im Vergleich
zu Proben adulter Tiere zur Verflgung.

Um der Frage nach zugehen, ob PolySia nicht nur in der Follikulogenese adulter
Tiere sondern auch bei der Ovogenese der felinen Gonaden eine Funktion
zugeordnet werden kann, wurden Proben von Tag 36, Tag 48 und Tag 55 der
Graviditdt immunhistochemisch auf das Vorkommen von PolySia Uberprift (n = 5).
Zu diesen Zeitpunkten konnte PolySia septenartig zwischen den Ovogonien bzw.
Oozyten festgestellt werden (Abbildung 30 und Abbildung 31).
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Abbildung 30: PolySia in fetalen Gonaden der Katze (Tag 36 und Tag 48)

In Paraffin eingebettete Serienschnitte von fetalen Gonaden der Katze wurden mit mAK 735 (3.2.2)
gefarbt, um den Polysialylierungsstatus im Ovar fetaler Feliden an (A.1-3) Tag 36 und (B.1-3) Tag 48
der Trachtigkeit zu detektieren (A.1, B.1) Negativkontrolle nach enzymatischer Spaltung mit EndoN
(3.2.3). (A.2-3, B.2-3) zeigen PolySia zwischen den einzelnen Ovogonien. VergréBerungen: 4 x und
40 x 0,25 Objektiv.

Immunbhistologisch lassen sich verschiedene Zelltypen dem fetalen ovariellem
Gewebe zuordnen. Zum einen die primordialen Keimzellen (Urkeimzelle), die im
Vergleich dazu etwas gréBeren und heller angefarbten Oozyten, die Begleitzellen
und die Fibroblasten. Die Begleitzellen differenzieren im weiteren Verlauf zu den
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Follikelepithelzellen. Die Fibroblasten separieren die Primordialfollikel voneinander.
Histologisch lassen sich somit die PolySia-positiven Anteile den bindegewebigen

Septen zuordnen (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Fetale feline Gonaden Tag 55 der Graviditat

In Paraffin eingebettete Serienschnitte von fetalen Gonaden der Katze wurden mit mAK 735 (3.2.2)
geféarbt, um den Polysialylierungsstatus im Ovar an Tag 55 der Trachtigkeit zu detektieren. (A)
Negativkontrolle nach enzymatischer Spaltung mit EndoN (3.2.3). (B) zeigt PolySia zwischen den
einzelnen Oozyten in der Ubersichtsaufnahme (10 x). (C) stellt eine VergréBerung des
Bildausschnittes dar (100 x). 1 =Ovozyten; 2 = Oozyte mit sich formierenden Prafollikelzellen;
3 = fUr PolySia positive Zellen.

Bei den murinen Proben lag besonderes Interesse an postnatalem Gewebe bis
Tag 10 post partum. Fetale Proben lagen nicht vor. Wie bereits in Simon et al. 2015
beschrieben, ist in den ersten zehn Tagen post partum PolySia an der Ausbildung
von mannlichen, murinen Gonaden beteiligt. Es galt zu klaren, ob auch bei

weiblichen Gonaden PolySia zu detektieren ist.

Zur Identifikation der Polysialinsauren wurden immunhistochemische Farbemethoden
angewendet. In Abbildung 32 (B.1-B.2) wird deutlich, dass das ovarielle Gewebe von
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juvenilen Tieren negativ flir PolySia ist, jedoch ein positives Signal im Eileitergewebe
auftritt (n = 4). Im direkten Vergleich zu einer Farbung der Tuba uterina des adulten
Tieres in Abbildung 32 (A.1, A.2) stellt sich ein unterschiedliches Farbemuster dar.
Bei juvenilen Tieren ist die Tunica muscularis und bei adulten Tieren die Tunica

mucosa der Tuba uterina fir PolySia positiv.

Abbildung 32: Histologischer Vergleich von adulten und postnatalen
Gewebsproben hinsichtlich der Polysialylierung

Paraffinierte Serienschnitte wurden mit mAK 735 (3.2.2) geférbt, um den Polysialylierungsstatus im
Ovidukt (A.2) adulter und (B.2) juveniler (postnatal Tag 9, Black 6 Mause) Tiere zu detektieren.
(A.1, B.1) stellen die Negativkontrolle durch Vorbehandlung mit dem Enzym EndoN (3.2.3) dar.
(B.3) Visualisierung der Tunica muscularis der Tuba uterina durch Immunlokalisation von SMA (3.2.2).
VergréBerung: 40 x 0,25 Objektiv.

Zur Negativkontrolle wurde das Enzym EndoN verwendet. Um die Tunica muscularis
histologisch genauer zu definieren, wurde parallel eine Farbung gegen smooth
muscle antigen (SMA) angewendet.

Daraus lasst sich schlieBen, dass PolySia bei der felinen Ovogenese beteiligt ist und
dass bei Mausen die Entwicklung der Tunica muscularis des Ovidukts beeinflusst
wird.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Fragestellung

Seit der ersten Identifizierung von Zelladhdsionsmolekilen zu Beginn des
20. Jahrhunderts und der Beschreibung von NCAM in den 70er Jahren (Jorgensen
und Bock 1974; Johnson et al. 2005; Rutishauser et al. 1976) ist auch polysialyliertes
NCAM seit nur mehr als zwei Jahrzenten Gegenstand aktueller Forschungen -
insbesondere im Bereich des neuralen Systems. In den letzten Jahren konnten
zahlreiche weitere Beteiligungen an biologischen Prozessen von PolySia-NCAM
nachgewiesen werden. So hat die Sekretion von polysialylietem NCAM im
Zusammenhang mit immunologischen Vorgangen u.a. Auswirkungen auf
Pneumonien und das Immunsystem (Ulm etal. 2013) oder den Vorgang der
Phagozytose (Stamatos et al. 2014). Weiterhin scheint polysialyliertes NCAM auch
an dem Mechanismus der mannlichen Fertilitdt beteiligt zu sein (UIm et al. 2013;
Simon et al. 2013; Hansch et al. 2014; Simon et al. 2015).

Aufgrund dieser Erkenntnisse und der Identifikation von einer bis dafo noch nicht
naher charakterisierten Isoform von NCAM auf der Oberflache von Granulosazellen
in den 90er Jahren (Mgaller et al. 1991), ergab sich die Frage, ob PolySia auch bei
Prozessen des weiblichen Sexualzyklus involviert ist. Zusatzlich lieferten Fischer und
Kollegen 2013 Hinweise auf eine Beteiligung von polysialylierten Tragerproteinen im
Bereich des weiblichen Reproduktionstraktes hinsichtlich der Entwicklung der
humanen Plazenta. Sie konnten nachweisen, dass alle Zelltypen des Trophoplasten
zu Beginn der Graviditat PolySia-positiv waren und dass eine Reduktion von PolySia
auf der Zelloberflache zu einer verringerten Migration und Invasion des
Zytotrophoplasten fuhrt (Hromatka et al. 2013).

Die Studien, die dieser Dissertation zu Grunde liegen, sollten der Lokalisation von
PolySia im Gewebe, eine Identifikation des Tragerproteins und eine Beteiligung der
Polysialyltransferasen ermdglichen. Weiterhin sollte eine denkbare biologische
Funktion einer Expression von PolySia wahrend des Sexualzyklus ermittelt werden.

84



5.2 Diskussion der Methodik

5.2.1 Wahl der Modellorganismen

Als Modellorganismen wurden die Hauskatze (felis catus) und die Hausmaus (mus
musculus) gewahlt. Ovarielles Gewebe der Hauskatze hat den Vorteil, dass mehrere
Follikelstadien zeitgleich vorhanden sind (Bristol-Gould und Woodruff 2006). Die
Maus hingegen gilt aufgrund des kurzen Generationsintervalls und bekannten
zyklischen Vorgangen als etabliertes Modelltier (Caligioni 2009). Sowohl Katze als
auch Maus verfligen allerdings Uber einige zyklische Besonderheiten, die in 2.5 und
2.6 naher beschrieben sind. Der Zyklus der Katze ist durch eine induzierte Ovulation
aufgrund einer post copulationem ansteigenden GnRH-Konzentration (Brown 2006)
und der der Maus durch eine verkirzte Lutealphase und induzierte
Gelbkdrperbildung (Lawn 1973; Kenney et al. 1977) malgeblich gekennzeichnet.
Daher ergibt sich fir weiterflhrende Studien, dass zum einen Modellorganismen wie
z. B. Pferd, Rind oder Schwein im Vergleich zu dem menschlichen Sexualzyklus mit
Hinblick auf In vitro-Fertilisationstechnicken beachtenswert sind. Sowohl Katze als
auch Maus verfiigen Ulber einen kontinuierlich ansteigenden Ostrogenspiegel mit
anschlieBendem préovulatorischen LH-Peak &hnlich wie der Mensch (Lawn 1973;
Risse 2015). Aufgrund der oben genannten zyklischen Besonderheiten liegt ein
weiterfihrender Vergleich von saisonal und asaisonal zyklischen Spezies sowie von

Tierarten mit induzierter und spontaner Ovulation nahe.

Die Individuen wurden mit zwei verschiedenen Methoden einem entsprechenden
Zykluszeitpunkt zugeordnet. Bei der Katze erfolgte eine Zuordnung nach Entnahme
der Ovarien durch makroskopische Adspektion des Gewebes (s. 3.4, Tabelle 6). Bei
der Maus wurde vor der Entnahme der Ovarien jeweils ein Vaginalabstrich
angefertigt und mit einer Hama-Schnellfarbelésung gefarbt. Durch mikroskopische
Auswertung erfolgte im weiteren Verlauf eine Zykluseinteilung (exfoliative
Vaginalzytologie, s. 3.4, Tabelle 7). Bei den sich anschlieBenden
immunhistologischen Studien konnte allerdings keine signifikante Zuordnung des
PolySia-Status der Zellen zu den verschiedenen Zyklusabschnitten erfolgen. Daher
wurde fir die Auswertungen der Ergebnisse auf eine weitere Unterteilung anhand
des Zyklus verzichtet. Bei der Katze konnte hingegen ein Zusammenhang des
PolySia-Status der Zellen auf follikularer Ebene hergestellt werden. Im Folgenden
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wurde flar die Beurteilung der Resultate die histologische Zuordnung zu den
einzelnen Follikel- und Atresiestadien genutzt (Jolly 1997) (3.5.5 und 4.1.1). Bei den
immunhistologischen Studien an murinen Geweben wurde aufgrund des Fehlens von
PolySia im Bereich des Ovars und des mangelnden signifikanten Zusammenhanges
zwischen polysialylierten Zellen und den Zykluszeitpunkten vollstdndige auf eine

entsprechende Zuordnung bei der Auswertung verzichtet (4.2.1).
5.2.2 Wahl der Methoden

5.2.2.1 Antikdrperauswahl

Neben der Nutzung von herkémmlichen Antikdrpern zur Darstellung von glatten
Muskelzellen (a-SMA, smouth-muscle-antigen), Aktin (FITC-Phalloidin) und den
Mitochondrien der Granulosazellen (StAr, steroidogenic acute regulatory protein)
(3.2.2, Tabelle 2) wurden flr die Studien dieser Dissertation weitere Antikdrper

bendtigt, die v. a. bei der Hauskatze bis dato nicht etabliert waren.

Far eine Detektion von PolySia stehen derzeit zwei Antikérper zur Verflgung: der
polyklonale IgM H.46 (horse) (Sarff etal. 1975) und der monoklonale IgG 735
(mouse) (Frosch etal. 1985). Diese erkennen Kettenlangen von minimal acht
a2,8-verknlpften Sialinsureresten. Weitere Antikdrper sind in der Lage Di- und
Oligosia-Ketten zu detektieren und eigenen sich daher nicht fir die Darstellung von
Polysialinsauren (Sato 2013).

Da Antikérper der Klasse IgM aufgrund ihrer GréBe und ihrer
Pentamer-Konformation eine geringere Diffusion in verschiedene Zellkompartimente
sowie eine verringerte Affinitat zu bestimmten Epitopen aufweisen kénnen, ist die
Wahl eines Antikérpers der Klasse IgG von Vorteil. Weiterhin weisen monoklonale
Antikdrper eine héhere Spezifitat im Hinblick auf die Epitopenbindung im Gegensatz
zu polyklonalen Antikérpern auf. Folglich wurde in dieser Studie fir die Identifizierung
und Lokalisation von PolySia der mAK 735 anstelle des pAK H.46 gewahlt. Der mAK
735 erkennt spezifisch, ausgenommen des nicht-reduzierenden terminalen
Sialinsaurerestes, die helikale Struktur der internen Region der a2,8-verknlpften
PolySia-Ketten (Abbildung 33) (Sato und Kitajima 1999; Sato 2013). Um diese
helikale Konformation aufrecht zu erhalten, ist eine VerknUpfung von mindestens

acht Sialinsdureresten notwendig (Brisson etal. 1992; Evansetal. 1995).
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Mit zunehmender Kettenlange scheint auch die Bindungsaffinitat des mAK 735 zu
steigen (Jennings et al. 1985; Finne und Makela 1985). Der mAK 735 ist in der Lage
Kettenlangen von 8 bis zu 400 DP zu detektieren (Sato 2013). Als Negativkontrolle
wurde bei den hier angewendeten immunologischen Studien das Enzym EndoN
verwendet. Dieses Enzym ist in der Lage a2,8-verknUpfte N-Acetylneuraminsauren
der PolySia-Ketten auf eine Restlange von maximal sieben Einheiten zu verkiirzen
(Abbildung 33). Als Spaltprodukte verbleiben weiterhin drei- und flnfgliedrige
Sialinsaurereste, die aufgrund ihrer Lange keine Bindung des mAK 735 erméglichen
(Hallenbeck et al. 1987; Stummeyer etal. 2005). Auch steht seit 2001 eine
inaktivierte Form der EndoN zur Verfligung (Aalto etal. 2001). Durch eine
Konjugation mit z.B. HRP, FITC oder Rhodamin ist diese besonders flr
Immunhistologie oder —fluoreszenz sowie Western Blot-Analysen interessant
(Campbell et al. 2000; Stummeyer et al. 2005).

Fir die Identifizierung des Tragerproteins wurde eine Mixtur aus drei
NCAM-Antikérpern (3.2.2, Tabelle 2) verwendet. Zuvor wurde die glykosidische
VerknlUpfung mittels enzymatischer Spaltung durch das Enzym PNGaseF (3.2.3 und
3.7.3) ermittelt. Dies fuhrt zu einer spezifischen Spaltung zwischen GIcNAc und
Asparagineresten von N-glykosidisch verknUpften Glykoproteinen
(Liedtke et al. 2001;  Galuska etal. 2010). Infolge der unterschiedlichen
Bindungseigenschaften der drei Antikérper fuhrt wohl ihre Kombination zu einer
Signalverstarkung. Da die PolySia-Ketten bedingt durch ihre GréBe haufig
Bindungsstellen fir NCAM-Antikérper maskieren, kann die Verwendung von einer
Antikdrper-Mixtur zu einer Konformitatsanderung der PolySia-Ketten fihren und so
erst eine erfolgreiche Kopplung der Antikérper gegen NCAM, insbesondere bei weit
verzweigten PolySia-Ketten (~ 60 DP) wie im Bereich der Granulosazellen (s. 4.1.2),
ermodglichen. So bindet der mAK 5B8 an zytoplasmatische Anteile von NCAM-140
und -180 (Dodd et al. 1988; Milev et al. 1994; Leshchyns'ka et al. 2003), der mAK
1G4 laut Herstellerangaben an die extrazellular gelegenen Aminosauresequenzen 20
bis 178 und der mAK 2D4 erkennt, ebenfalls nach Herstellerangaben, die ganze
Proteinlange von NCAM. In Abbildung 33 sind diese Bindungsmdglichkeiten anhand
der Exonabfolge schematisch dargestellt.
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Abbildung 33: Schematische Darstellung von maoglichen Antikorper-

interaktionen anhand der Struktur von polysialyliertem NCAM-140 und seinem
Gen (modifiziert nach Senkov et al. 2012)

NCAM-140 besteht aus finf Ig-ahnlichen und zwei Fibronektin-Typ Il &hnlichen Domé&nen sowie einer
transmembranen und zytoplasmatischen Doméane. Im Bereich der Ig-&hnlichen Doméne bestehen
sechs Mdglichkeiten zur N-Glykosylierung, von denen zwei fir die Polysialylierung geeignet sind. Die
schematische Darstellung des NCAM-Gens zeigt die 20 Hauptexone, wobei das Exon 15 fir die
Ausbildung des GPI-Ankers von NCAM-120 und das Exon 18 fiir den verlangerten zytoplasmatischen
Anteil des NCAM-180 verantwortlich ist. Paarweise codieren die Exons 1 bis 10 fur die Ig-&hnlichen
Domaénen, die Exons 11 bis 14 fur die Fibronektin-Typ Il &hnlichen Doménen und das Exon 16 fur die
Transmembrandoméane von NCAM-140 und -180. Das Exon 0 codiert das Signalpeptid. Der mAK 5B8
bindet an den zytoplasmatischen Anteil (roter Kreis), der mAK 1G4 an die Aminosduresequenz 20 bis
178 (Exon 1 bis 3, roter Kreis) und der mAK 2D4 erkennt die ganze Proteinstruktur (nicht dargestellt).
Der mAK 735 detektiert helikale Strukturen der internen Region der a2,8-verknipften PolySia-Ketten
(blauer Kreis). Das Enzym EndoN (schwarze Schere) verkiirzt Polysialinsdureketten auf maximal
sieben Molekiile. Als Spaltprodukte bleiben drei- und flnfgliedrige Sialinsaurereste. Das Enzym
PNGaseF (blaue Schere) spaltet zwischen GIcNAc und Asparagineresten von N-glykosidisch
verknUpften Glykoproteinen.

FOr die Hauskatze existierte bis dato kein etabliertes Protokoll fir die

antikérpergestitzte  Eruierung  von  NCAM in  Gewebeschnitten  und

Gewebshomogenaten. Die meisten kommerziellen Antikdrper sind fir eine
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Visualisierung in humanem oder murinem Gewebe erprobt. Daher wurde in
Vorversuchen verschiedene Antikérper (neben den oben genannten weiterhin u. A.
mAK H28, mAK H300 und mAK C123C3) in solitiren sowie in kombinierten
Lésungen und variablen Konzentrationen getestet. Die Kombination aus mAK 5B8,
mAK 2D4 und mAK 1G4 in den unter 3.2.2 genannten Konzentrationen erbrachte die
aussichtsreihsten Ergebnisse fir die Darstellung von NCAM in felinem Gewebe. Bei
der Verwendung von mehreren Antikdrpern zeitgleich besteht die Option der
vermehrten  Kopplung an unspezifische Bindungen. Um ein mdbglichst
aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, wurde daher neben dem Western Blot
(EndoN- und PNGaseF-Verdau) auch eine Co-Lokalisation von NCAM und PolySia
an paraffinierten Serienschnitten durchgefthrt.

5.2.2.2 Immunologische Verfahren

Die Immunhistologie gilt als standardisierte und etablierte Methodik. Sie bietet die
Moglichkeit mittels markierter Antikbrper auf zellularer Ebene Proteine zu
visualisieren und bestimmten Strukturen zuzuordnen. Dabei ist zwischen der direkten
und der indirekten Immunhistochemie zu unterscheiden. Bei der direkten Methode
fihrt eine spezifische Kopplung eines markierten Antikdrpers an ein Antigen zu
einem optischen Signal. Hingegen erfolgt bei der indirekten Methode in einem ersten
Schritt zunachst die Kopplung eines Priméarantikdrpers an ein Antigen. In einem
zweiten  Schritt  schlieBt sich eine Inkubation mit einem markierten
Sekundérantikdérper an, was zu einer optischen Signalauslésung fuhrt. Der Einsatz
des sekundaren Antikdrpers dient somit als Signalverstéarker und erhdht die
Sensitivitat der Methode. Das in dieser Dissertation verwendete Protokoll (3.5) wurde
in Anlehnung an vorangegangene Studien unserer Arbeitsgruppe modifiziert
(Ulm etal. 2013; Simon etal. 2013). Bei murinen Gewebsschnitten und der
Verwendung von primaren und sekundaren Antikérpern aus der Maus wurden
zusatzliche Blockierungsschnitte mit entweder 2 % BSA in PBS oder einer
mouse-on-mouse blocking solution (M.O.M™) etabliert, um die Visualisierung
unspezifischer Antikdrperbindungen zu reduzieren. In Vorversuchen wurde weiterhin
die optimale Konzentration fir die verschiedenen Tiere und Gewebe der einzelnen
Antikérper ermittelt. Die Auswertung erfolgte immer an dem gleichen
Lichtmikroskop (3.5.5). Zu beachten sind bei der Beurteilung der Gewebeschnitte
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mogliche Fixier-, Praparations- oder Farbeartefakte. Dies galt insbesondere fir die
Zuordnung der Tertiarfollikel zu einem Atresiestadium. Bei voranschreitender Atresie
kommt es zu einem aufgelockerten Erscheinungsbild und schlieBlich zu einem
Abldsen der Granulosazellschicht. Jedoch kann auch bedingt durch die Fixation und
Praparation gerade bei antralen Follikeln die innere Granulosazellschicht geschéadigt
werden. Daher wurde sich bei der Beurteilung der Follikel stets auf multiple
Kennzeichen wie Mitosefiguren, Pyknose oder Karyohexis berufen um eine
Fehleranfalligkeit zu minimieren (3.5.5). Als Negativkontrolle wurde fir die
Identifizierung von PolySia das Enzym EndoN verwendet (3.5.3). Bei allen anderen
Antikdrpern wurde anstelle der Zugabe des Primarantikdrpers mit 2 % BSA in PBS
inkubiert um unspezifische von spezifischen Bindungen abzugrenzen.

Zur Spezifitdtstberprifung der immunhistologischen Ergebnisse wurde von felinen
und murinen Gewebshomogenaten von Ovar und Tuba uterina Western
Blot-Analysen durchgefuhrt. Zum Austarieren der notwendigen
Antikérperkonzentrationen fir die Western Blot Analysen wurde in den Vorversuchen
jeweils eine Probe lysierten postnatalen murinem Gehirn, der Lunge oder der Niere
als Positivkontrolle mitgefihrt. In den Hauptversuchen wurde darauf verzichtet. Vor
dem eigentlichen Western Blot wurde zur Angleichung der Konzentrationen der
Proben und zur Erh6hung der Spezifitatt eine Aufreinigung mittels
Affinitadtsprazipitation durchgefihrt (3.7.2). Dabei wurde das inaktivierte Enzym
EndoN an tosylaktivierte Beads gekoppelt. So konnten ausschlieBlich polysialylierte
Proteine aus den gepoolten Gewebshomogenaten (3.7.1) extrahiert werden. Durch
diese Konzentrierung der Proben wurde eine Signalverstarkung erzielt. Bei der sich
anschlieBenden  Auftrennung auf einem Polyacrylamidgel, wurde eine
vergleichsweise niedrige Konzentration (7,5 % Trenngel, 3% Sammelgel) des
Polyacrylamids gewahlt, da ein recht groBBes Produkt (100 bis 200 kDa) zu erwarten
war. Um eine einheitliche Laufrichtung der Proteine zu gewahrleisten wurde SDS
zugeflgt, um die Proteine negativ zu beladen. Das eingesetzte B-Mercaptoethanol
diente der Denaturierung und linearen Ausrichtung des Proteins aufgrund seiner
Eigenschaft Disulfidbriicken zu trennen. Zur Immunlokalisation wurde erneut eine
indirekte Methode Uber die Kopplung des PrimarantikGrpers und in einem zweiten
Schritt die Bindung eines HRP-konjugierten Sekundarantikbrpers gewahlt. Das
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Protokoll orientierte sich an bereits etablierten Schritten vorangegangener Studien

unserer Arbeitsgruppe (Simon et al. 2013; Ulm et al. 2013).

5.2.2.3 Kettenlangenbestimmung

Da weder die Immunhistologie noch der Western Blot Rlckschlisse auf die mdgliche
Kettenlange und Struktur der PolySia zulasst, wurde fir diesen Zweck das Verfahren
der milden DMB-Derivatisierung mit anschlieBender HPLC unter schwach sauren
Bedingungen gewahlt (Inoue und Inoue 2001; Inoue et al. 2001; Galuska et al. 2007).
Da diese Methode nicht in einer Antigen-Antikdrper-Kopplung begriindet ist, sondern
auf chemisch-physikalischen Analysemethoden beruht, kbnnen so Ergebnisse der
immunologischen Verfahren verifiziert bzw. das Vorhandensein von PolySia
bewiesen werden. Gegenlber vergleichbaren Techniken, wie z.B. der
Massenspektrometrie, ist bei der hier angewendeten Methode ein wesentlich
kleineres Probenvolumen notwendig und weist somit eine hdhere Sensitivitat
auf (Galuska et al. 2007; Galuska 2013).

Hierbei werden unter schwach sauren Bedingungen die PolySia-Ketten von ihrem
Glycokonjugat hydrolytisch abgespalten. Das so freiwerdende reduzierende Ende
wird mit DMB markiert, welches wiederum aufgrund der negativen Ladung der
PolySia Uber eine Anionen-Austauscher-Saule detektiert werden kann. Die sauren
Bedingungen kbénnen aber auch zu einer Laktonisierung sowie zu Spaltungen
interner VerknUpfungen der PolySia-Ketten fihren. Diese werden dann als
Kettenldngenverkirzung realisiert. Vorteilhaft ist weiterhin, dass PolySia-Reste
proteingebunden ohne vorherige Separierung analysiert werden kdénnen
(Galuska et al. 2007; Galuska 2013).

5.2.2.4 Proteinexpression und mRNA-Analyse

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bietet als etabliertes Verfahren die
Méglichkeit, dass mRNA quantitativ oder semi-quantitativ nachgewiesen werden
kann. In dieser Dissertation wurde die semi-quantitative RT-PCR gewéahlt. Dabei wird
aus Gewebshomogenaten isolierte mRNA U{ber einen Zwischenschritt mittels der
reversen Transkriptase (RT) in stabilere cDNA transformiert. Dem folgt die
eigentliche PCR und anschlieBende Auftrennung der Produkte auf einem Agarosegel
sowie deren semi-quantitative optische Auswertung anhand des Vergleichs mit den
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Expressionsergebnissen der Housekeeping-Gene GapDH (ubiquitar vorkommend)
(Kessler etal. 2009; Hachen etal. 2012) und RPS13 (Ribosomen assoziiert)
(Bhavsar et al. 2010).

Da bei der Katze bisher noch kein Nachweis der Polysialyltransferasen mittels PCR
erfolgte, wurden verschiedene mdégliche Primersequenzen (NCBI/Primer-BLAST)
generiert und in Vorversuchen dber Verdinnungsreihen die optimale Konzentration
der Primer sowie deren Funktionsfahigkeit ermittelt. Zum Ausschluss mdglicher
Kontaminationen wurde stets eine Negativkontrolle mitgefihrt. FOr eine
Positivkontrolle der gleichen Spezies hinsichtlich des Expressionsmusters der
Polysialyltransferasen lag leider kein entsprechendes Gewebe vor, da bisher hierzu
keine validen Erkenntnisse existierten. Denkbar als Positivkontrolle ware allerdings
neurales Gewebe feliner Neonaten, da hier bei anderen Spezies bereits ein effektiver
Nachweis von PolySia besteht (Rutishauser und Landmesser 1996;
Rutishauser 2008; Muhlenhoff et al. 2009). Die PCR wurde in dieser Dissertation
allerdings als gezielte Nachweismethode der Polysialyltransferasen eingesetzt und
nicht wie in anderen Studien als Screening-Verfahren verwendet. Daher ist das
Verwenden einer Positivkontrolle nicht obligat.

FOr zuklnftige Studien bietet sich zum einen der Nachweis von
Polysialyltransferasen an isolierten und mittels Zellkultur kultivierten Granulosazellen
als auch eine quantitative Analyse mittels real-time-PCR an den genannten Zellen
hinsichtlich ihres Atresiestadiums an.

5.2.2.5 In vivo Versuche

Um weitere Hinweise auf die biologische Bedeutung von PolySia auf der
Zelloberflache von Granulosazellen zu ermitteln, wurde ein in vivo-Zellkulturmodell in
Anlehnung an Studien von Jewgenow und Mitarbeitern (Jewgenow et al. 1997)
modifiziert. Um Granulosazellen aus dem frischen Ovar zu extrahieren, wurden alle
Proben nach der Kastration verarbeitet. Bei langeren Lagerungsintervallen besteht
die Gefahr, dass die Zellen nicht mehr lebensfahig und somit nicht mehr fir die
Zellkultur geeignet sind. Weiterhin neigen Granulosazellen in der Zellkultur zur
weiteren Differenzierung zu Luteinzellen. Um dies zu vermeiden, sind eine

Bearbeitung der Proben und eine Kultivierung der Granulosazellen auf vier Tage zu
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begrenzen. Bei langeren Intervallen steigt die Wahrscheinlichkeit zur Luteinisierung
zunehmend. In Vorversuchen wurde die bendtigte Kultivierungsdauer ermittelt, um
eine ausreichend groBBe und aussagekraftige Zellpopulation zu erhalten.

Bei dem ,Slicing“ der Ovaroberflache wurde fortwédhrend darauf geachtet, die
Inzisionen moglichst oberflachlich durchzufiihren, um eine Kontamination mit z. B.
Erythrozyten zu verringern. Ferner wurden nur Ovarien zur Kultivierung verwendet,
die frei von Corpora lutea waren, um ein moglichst homogene Zellpopulation zu
erhalten. Die Bildung von Gelbkérper setzt eine erfolgte Ovulation und im Falle der
Katze meist auch eine Kopulation voraus und bedeutete zumindest eine beginnende

Luteinisierung der Granulosazellen.

Die Oozyten wurden mikroskopisch nach (Wood und Wildt 1997) klassifiziert (3.6.1;
Abbildung 12). Die Beurteilung erfolgte immer an dem gleichen Lichtmikroskop bei
konstanten Einstellungen (10 x 0,25 Objektiv).

FUr die physiologische Induktion der Apoptose wurde porcines LH eingesetzt. Es ist
bekannt, dass pLH einen positiven Effekt auf die Rezeptortoleranz im felinen
Reproduktionstrakt aufgrund einer ahnlichen Aminoséurestruktur des Gonadotropins
besitzt (Crichton efal. 2003; Pelican etal. 2006; Neubauer etal. 2006). Bei
vergleichbaren Hormonen andere Spezies fehlt diese oder ist nur unzureichend
(Pope etal. 2012; Goeritz etal. 2012). Die eingesetzte Konzentration von pLH
orientierte sich an Studien von Sasson und Amsterdam 2002; Crichton et al. 2003
und Pelican et al. 2006. Zur Vermeidung von Apoptose wurde zur Uberpriifung der
Funktion der PolySia-Ketten das Enzym EndoN eingesetzt. Die eingesetzte
Konzentration orientierte sich an vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe

und an den Ergebnissen eigener Verdinnungsreihen aus Vorversuchen.

Als zuverlassiger speziestbergreifender Induktor der Apoptose gilt Forskolin,
welches somit als Positivkontrolle eingesetzt werden kdnnte. Es stammt aus der
Buntnessel (Coleus forskohlii), induziert eine erhéhte Adenlyatcyclaseaktivitat und
steigert so den intrazellularen cAMP-Spiegel (Aharoni etal. 1995; Sasson und
Amsterdam 2002). Durch den erhéhten cAMP-Spiegel wird die Apoptoserate um bis
zu 25 % gesteigert (Aharoni et al. 1995; Tilly 1996). Als Negativkontrolle kénnte
beispielsweise niedrig dosiertes Dexamethason eingesetzt werden. Eine Inkubation

mit Dexamethason flihrt zu einer Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts und erhdht die
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Anzahl von gap junctions. Daraus ergibt sich ein protektiver Einfluss auf
Granulosazellen (Sasson und Amsterdam 2003). Beide Stimulantien kénnten fir
weiterfihrende, speziestbergreifende Studien Anwendung finden.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 PolySia-NCAM-140 bei der Hauskatze

Die Studien, die dieser Dissertation zu Grunde liegen, weisen erstmalig ein
Vorkommen von PolySia-NCAM-140 auf Granulosazellen feliner Tertiarfollikel nach
(s.4.1.1, 41.2 und 4.1.5). In besonderer Weise sticht dabei hervor, dass die
Polysialylierung mit voranschreitender Atresie der Follikel zunimmt. Im Gegensaiz
dazu exprimieren intakte Tertiarfollikel und frihere Follikelstadien lediglich eine
nicht-polysialylierte Form von NCAM (Abbildung 15 und Abbildung 16). Daher ist
anzunehmen, dass PolySia-NCAM wahrend der Atresie von Tertiarfollikeln eine
funktionelle Bedeutung einnimmt. Die posttranslationale Modifikation des
Tragerproteins konnte der Polysialyltransferase St8SialV mittels semiquantitativer
RT-PCR zugeordnet werden (Abbildung 19). Die verstarkte Aktivitat der St8SialV im
Vergleich zu St8Siall kann damit begriindet werden, dass zwar wahrend der
embryonalen Entwicklung und post partum die Konzentration der St8Siall héher ist,
daflr aber im weiteren Verlauf der Entwicklung und im adulten Gewebe die
Expression der St8Siall starker reduziert wird als die der St8SialV (Finne 1982;
Rutishauser und Landmesser 1996; Angata etal. 1997; Ong etal. 1998). 2009
konnten Tan und Kollegen zudem eine 6strogenabh&ngige Regulation der beiden
Polysialyltransferasen St8Siall und St8SialV nachweisen (Tan et al. 2009). Im Gehirn
ist ein hohes MaB3 an Polysialylierung ausschlaggebend fiir eine dstrogenabhangige
Modulierung der Synapsen (Hoyk etal. 2001). Da Ostrogene den weiblichen
Geschlechtstrakt stark beeinflussen, kann ein Ostrogenabhéngiger
Regulationsmechanismus in Betracht gezogen werden.

Um eine mdogliche biologische Funktion von PolySia wahrend der Atresie zu
identifizieren, wurde ein Zellkulturmodell anhand primdren Granulosazellen
etabliert (3.6 und 4.1.7). In Ubereinstimmung mit in vitro Beobachtungen der
Immunhistologie und der proteinanalytischen Methoden erhéhte sich nach der
Induktion der Apoptose mit pLH die Anzahl der PolySia-positiven
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Granulosazellen (Abbildung 25). Beachtenswert ist dabei, dass bei einer parallelen
Depolysialylierung von NCAM der Apoptose effizient entgegengewirkt wird und somit
ein protektiver Effekt auf die Granulosazellen erzielt werden konnte (Abbildung 26).

FOr weiterflhrende Studien an Granulosazellen kdnnten Ergebnisse aus
vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe von Interesse sein. In diesen
wurde ein Angiogenese-Spharoid-Assay etabliert, bei dem gezeigt werden konnte,
dass das Sprossungsverhalten von HUVEC's (human umbilical vein endothelial cells)
durch eine Stimulierung mit Vorstufen von Sialinsduren moduliert werden
kann (Bayer et al. 2013). Zugrundeliegend ist dabei, dass die Sialinsduresynthese
eine hohe Variabilitat gegenltber den Substraten aufweist. Bei diesem Modell wurden
die Molekile ManNAc, ManNBut (2-N-Butyl-Mannosamin) und ManNProp
(2-N-Propionyl-Mannosamin) eingesetzt. Bei der Inkubation der HUVEC’s mit
ManNAc kam es zu einem verminderten Sprossungsverhalten. Bei der Verwendung
von ManNBut konnte hingegen eine gesteigerte Sprossung gezeigt werden. Der
Einsatz von ManNProp flihrte zu keiner signifikanten Beeinflussung der
Spharoidbildung (Bayer et al. 2013). Fur die Polysialylierung ist dabei interessant,
dass a-2,8 Sialyltransferasen durch ManNAc stimuliert und durch ManNProp sowie
ManNBut inhibiert werden kdnnen (Horstkorte et al. 2004; Weidemann et al. 2010;
Seifert et al. 2012). Ein ahnliches Zellkulturmodell fir die genauere Identifizierung der
biologischen  Funktion und deren  Anwendbarkeit im  Bereich  der
Fertilisationstechniken ist denkbar. Dabei wéare insbesondere interessant, ob eine
Stimulierung mit ManNBut zu einer Reduzierung der Apoptoserate der
Granulosazellen fahrt.

Es ist bekannt, dass die intakten interzelluldren Kontakte fir eine Unterdriickung der
Apoptose der Granulosazellen notwendig sind. Hierzu zahlen die bei den
Granulosazellen vorwiegend vorkommenden Cadherine (Makrigiannakis et al. 1999;
Peluso et al. 2001; Sasson und Amsterdam 2002). PolySia ist nicht nur beféhigt die
adhasiven Eigenschaften ihrer Tragerproteine zu beeinflussen, sondern kann
darUber hinaus auch Interaktionsprozesse benachbarter Adhasionsmolekille, wie
z. B. Cadherine, modulieren (Johnson et al. 2005). Aufgrund der hohen anionischen
Eigenschaften der PolySia-Ketten und der damit verbundenen VergréBerung des
Interzellularraums, sind die benachbarten Cadherine in trans-Position nicht mehr in
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der Lage zu interagieren und ihren Kontakt zu erhalten. Die Ergebnisse der
HPLC-Analysen ergaben eine Kettenlange von ca. 60 Sialinsduren (Abbildung 18).
Ein vergleichbares hohes Mal3 an Polysialylierung konnte bisher nur bei postnatalen
Gehirnen von Ma&usen, jedoch nicht bei adulten Gewebsproben ermittelt werden
(Galuska et al. 2006; Oltmann-Norden et al. 2008). So kdnnte PolySia aufgrund
seiner chemisch-physikalischen Eigenschaften zu dem Voranschreiten der Apoptose
der Granulosazellen beitragen, indem es die Remodulierung der Zelloberflache
unterstitzt und Zell-Zell-Wechselwirkungen entgegen wirkt (Sytnyk et al. 2006).

Des Weiteren kbénnte das Auftreten oder der Abbau von PolySia zusétzlich
intrazellulare  Signaltransduktionswege beeinflussen. Bei neuronalen Zellen
unterstitzt die homophile Wechselwirkung von NCAM ohne die Modifikation mit
PolySia beispielsweise die Aktivierung der extrazelluldren signalregulierenden
Kinasen (ERK) und tragt somit zu einem Uberleben der Zellen bei
(Seidenfaden et al. 2003; Rockle et al. 2008; Lietal. 2011). Die ERK stellen in
diesem Zusammenhang nicht nur ein Schliisselenzyme der Apoptose bei neuronalen
Zellen (Xia et al. 1995; Cheung und Slack 2004), sondern auch bei Granulosazellen
des ovariellen Gewebes dar (Gebauer et al. 1999; Peter und Dhanasekaran 2003).
So kann bei intakten Tertiarfollikeln die unpolysialylierte Form von NCAM Uber die
Signaltransduktion mittels ERK das Uberleben der einzelnen Zellen und

Zellproliferation férdern.

Ferner konnte Sato und Kollegen 2008 erstmalig nachweisen, dass PolySia in der
Lage ist, Wachstumsfaktoren wie BDNF, NT-3 und NT-4 zu in einem Komplex zu
binden und so eine Reservefunktion ermdéglicht (Kanato et al. 2008). Eine Interaktion
mit den jeweiligen Rezeptoren ist dabei weiterhin mdglich, sodass eine
Unterstitzung der synaptischen Plastizitat im Gehirn erfolgen kann. Weitere
Wechselwirkungen von PolySia mit Wachstumsfaktoren wie FGF2 konnten ebenfalls
identifiziert werden (Ono et al. 2012). Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und ihre
dazugehérigen  Rezeptoren  beeinflussen  parakrin  und  autokrin  die
Follikelproliferation. So ist beispielsweise EGF an der zyklischen Freisetzung von
FSH und LH beteiligt (Armstrong und Childs 1997) und die Expression von FGF2 und
dem entsprechenden Rezeptor auf der Oberflache der
Granulosazellen (Yeh und Osathanondh  1993) scheint einen Einfluss auf
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Follikelproliferation und -differenzierung zu haben (Chaves et al. 2012). FGF2 weist
u. a zum Zeitpunkt der Ovulation eine erhdhte Expression durch Granulosazellen auf
(Berisha et al. 2006). Eine mdgliche Interaktion von PolySia mit zellularen
Botenstoffen im Sinne einer Komplexbildung, kénnte entweder eine Ligandenbindung
an den jeweiligen Rezeptoren hemmen oder pulsati zu einer

Konzentrationserhéhung der Wachstumsfaktoren fihren.

Intakter Follikel
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Abbildung 34: Schematisch Darstellung moglicher Auswirkungen von
polysialyliertem NCAM-140 auf Granulosazellen und die Follikelatresie

Schematisch dargestellt ist ein Follikel. Im gelben Kasten sind mitotische und im roten Kasten
apoptotischen Anzeichen gezeigt. Bei intakten Follikeln ist die interzelluldre Verbindung Uber
Zelladhasionsmolekiile wie NCAM und Cadherine nicht beeintrachtigt. Davon beeinflusst sind auch
z. B. Tyrosinkinaserezeptoren, die aufgrund ihrer Dimerstruktur rdumliche N&he und Stabilitat
bendtigen. Diese Rezeptoren sind beteiligt an dem ERK-Signalweg und férdern eine Zellproliferation
und —differenzierung. Durch die posttranslationale Modifikation von NCAM mit PolySia bei atretischen
Follikeln wird der interzellulare Spalt vergréBert und Zelladhdsionsmolekile kénnen ihre Bindung nicht
aufrechterhalten und Signalkaskaden kénnten moduliert werden.
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5.3.2 PolySia-NCAM bei der Hausmaus

Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei der Katze konnte PolySia bei der Maus
sowohl mit immunhistochemischen (Abbildung 27 und Abbildung 28) als auch
proteinanalytischen (Abbildung 29) Methoden nur im Bereich der Tuba uterina jedoch
nicht in ovariellem Gewebe nachgewiesen werden. Dieser Speziesunterschied
kénnte beispielsweise mit den verschiedenen Ovulationstypen oder der Saisonalitat
bzw. Asaisonalitdt zusammenh&ngen. Katzen weisen einen saisonalen Zyklus auf
und verfigen Uber eine induzierte Ovulation (s. 2.5). Mause hingegen zeigen einen
asaisonalen  Zyklus, eine spontane Ovulation sowie eine induzierte
Gelbkorperbildung (s. 2.6). Fir eine weitere Eingrenzung bietet sich daher — wie in
5.2.1 beschrieben - der Vergleich von weiteren Tierarten, die entweder Uber eine
induzierte (z. B. Frettchen, Kaninchen) oder eine spontane (z.B. Pferd, Rind)

Ovulation verfigen, an.

Auffallig bei der Lokalisation von PolySia ist, dass es nicht apikal sezerniert wird,
sondern sich strangartig zwischen und an den basalen Anteilen der Zellen darstellen
lasst. Polysialylierte Bereiche konnten v. a. in der Lamina propria mucosa identifiziert
werden. In dieser Schicht kommen Nerven, Blut- und LymphgefaBe zum Liegen. Aus
friheren Studien ist bereits die zentrale Rolle, die PolySia beim axonalen
Nervenwachstum der embryonalen Entwicklung und bei der Nervenregeneration
einnimmt, bekannt (Kleene und Schachner 2004; Burgess etal. 2008;
Rutishauser 2008). Eine Beteiligung oder Beeinflussung von PolySia an der

Kontraktion der Plicae tuberuterinae ist daher denkbar.

Flr eine genauere Beurteilung der biologischen Bedeutung von PolySia im Bereich
der Tuba uternia ist die l|dentifikation des Tragerproteins essentiell. Zum einen
konnten Bock und Kollegen bereits 1991 in ihren immunhistologischen Studien das
Vorkommen von NCAM in  murinen adulten Ovidukten beschreiben
(Mgller et al. 1991). Zum anderen ist bekannt, dass Neuropilin-2 auf Endothelzellen
die Bindung von VEGF (vascular endothelial growth factor) (Ji et al. 2015) und FGF-2
(West et al. 2005) begunstigt. Da in der Lamina propria mucosa auch Gefal3e
angesiedelt sind, konnte auch Neuropilin-2 das polysialylierte Tragerprotein sein.
Sowohl NCAM (Colley 2010; Mduhlenhoff etal. 2013) als auch Neuropilin-2
(MUhlenhoff et al. 2013; Rollenhagen et al. 2013; Bhide et al. 2016) sind geeignete
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Substrate fir eine Polysialylierung. Das in den hier gezeigten Gewebeanteilen somit
eine polysialylierte Isoform von NCAM oder Nueropilin-2 vorliegt, ist zwar
wahrscheinlich, konnte bis dato aber nicht hinlanglich geklart werden. Hinweise auf
das Tragerprotein kénnte die Analyse der glykosidische VerknlUpfung liefern, da
Neuropilin-2  O-glykosyliert  (Bhide etal. 2016) und NCAM  N-glykosyliert
(Nelson et al. 1995) ist. Somit ist die Identifikation des Tragerproteins Teil zuklnftiger
Studien, ebenso wie die genaue Zuordnung der polysialylierten Zellen. Hierbei ware
beispielsweise eine Azan-Farbung oder einer Immunlokalisation mittels mAK SMA
hilfreich.  Interessant ist hierbei auch der Vergleich von anderen,

schleimhauttragenden Organen, wie z. B. dem Darm.

5.3.3 PolySia in felinem fetalem bzw. murinem postnatalem Gewebe

Neben den Resultaten der Untersuchungen an adulten Geweben, konnten auch
Studien an fetalen felinen und postnatalen murinen Proben des weiblichen

Geschlechtsaktes vorgenommen werden.

Bei der Katze konnte zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Graviditat
(d 36 und d 48 sowie d 55) PolySia septenartig im Ovar zwischen den Ovogonien
bzw. Oozyten lokalisiert werden (Abbildung 30 und Abbildung 31). Nach Vollendung
der 1. meiotischen Prophase der Oozyten beginnen die somatischen Begleitzellen
die Oozyten in den medullar gelegenen Keimstrangen zu umschlieBen. Sie gelten als
Prafollikelzellen. Die so entstandenen Primordialfollikel kapseln sich von dem
Keimstrang ab und sind schlussendlich von einer Basalmembran umhallt. Zwischen
die Primordialfollikel wandern Fibroblasten ein und separieren die einzelnen Follikel
voneinander. Exemplarisch ist in Abbildung 35 ein Gewebsschnitt eines felinen
fetalen Ovars, 48. Tag der Graviditat, gezeigt. Deutlich erkennbar sind die einzelnen
Ovogonien mit z. T. ihren Préafollikelzellen. Auch ist eine beginnende Abnabelung von
dem Keimstrang und Einwanderung von PolySia-positiven Zellen ersichtlich. Rein
histologisch konnten somit Fibroblasten als polysialylierte Zellen identifiziert werden.
Um diese Ergebnisse zu validieren, kdnnten weiterhin histochemische
Bindegewebsnachweise  (z.B  Masson-Goldner  oder  Azan-Farbung) oder

immunologische Farbemethoden in zukinftigen Studien angewendet werden.
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Abbildung 35: Schematische Darstellung der Entwicklung der
Primordialfollikel und die Lokalisation von PolySia feliner fetaler Gonaden

1 = QOozyten; 2 =Basalmembran; 3 =Primare Oozyte, umgeben  von Follikelzellen;
4 = Prafollikelzellen; 5 = separater Primordialfollikel — Schematische Darstellung in Anlehnung an

Risse 1983 und Risse und Sinowatz 2015. Die Visualisierung von PolySia im Gewebe erfolgte durch
den mAK 735 (3.2.2).

Im Bereich der embryonalen Neurogenese ist die Beteiligung von polysialylierten
Tragerproteinen seit langerem insbesondere im Bereich der Zellmigration und
Differenzierung bekannt (Rutishauser et al. 1988; Rutishauser 1998). Aufgrund des
Verteilungsmusters von PolySia in dem vorliegenden fetalen Gewebe ist daher
anzunehmen, dass auch hier eine Modulierung der Zellmigration und Formierung
bzw. Separierung der Primordialfollikel wahrscheinlich ist. Hierbei ist eine
Beeinflussung durch die polyanionischen Eigenschaften von PolySia auf die
piezoelekirischen Effekte der Kollagenfasern méglich. Dieses physikalische
Pha&nomen ist maBgeblich an der Proliferation und Ausrichtung der Kollagenfibrillen
beteiligt (Bassett et al. 1964; Athenstaedt 1970). Flr die genauere Zuordnung der
biologischen Bedeutung ist daher fir anschlieBende Studien eine Untersuchung auf
Proliferation und Apoptose interessant. Hierfir bieten sich immunhistochemische
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Nachweise an wie z. B. der TUNEL-Assay (TdT-mediated dUTP-biotin nick end
labeling), der der Anwendung von Apoptosemarkern, wie z. B. AK a-Ki67 (nukleares
Protein Ki67) oder dem Einsatz von Proliferationsmarkern, wie z. B. AK a-PCNA

(proliferating cell nuclear antigen, Proliferationsmarker).

Bei der Maus wurde postnatales (d 10) Gewebe hinsichtlich der Polysialylierung
analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass PolySia im Bereich der Tuba uterina,
nicht jedoch im Ovar lokalisiert ist. Bemerkenswert im Vergleich zu adultem Gewebe
ist, dass PolySia bei postnatalen Gewebeproben nicht in der Lamina propria
mucosae, sondern in der Tunica muscularis nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 32). Fir die Zuordnung erfolgte eine Co-Immunlokalisation von SMA und
PolySia (Tabelle 2). Studien unserer Arbeitsgruppe an postnatalen Hoden und
Nebenhoden konnten zeigen, dass die glatten Muskelzellen der Hoden- und
Nebenhodenkanalchen PolySia-NCAM-140 tragen (Simon et al. 2015). Polysialylierte
Zellen zeigten weiterhin eine gesteigerte Proliferationsrate. Dabei nehmen zum einen
die Expression von PolySia wahrend der Organentwicklung ab und zum anderen die
Ausbildung der bindegewebigen Schicht zu. Dies entspricht einer inversen
Korrelation von PolySia und Bindegewebe (Simon etal. 2015). Ahnliche
Zusammenhange sind auch flr den weiblichen Reproduktionstrakt erdenklich,
konnten bis dato jedoch nicht hinlanglich geklart werden. Fir die Bedeutung von
PolySia ist auch die Betrachtung eines doubleknockout-Mausmodells flr zuklnftige
Studien interessant. Bei diesem Mausmodell versterben 80 % der lebend geborenen
Méause und die Individuen weisen gravierende Fehlbildungen des zentralen
Nervensystems auf (Weinhold et al. 2005; Angata et al. 2006). Fir den weiblichen
Reproduktionstrakt gibt es derzeit keine Studie, die mdgliche Auswirkungen von

einer mangelnden PolySia-Expression darstellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass PolySia sowohl bei der fetalen als
auch der postnatalen Organentwicklung beteiligt ist und im weiteren Verlauf auch bei
adulten Tieren zur Beeinflussung der Zellkommunikation und -modulierung beitragt.
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5.4 Schlussbetrachtung und Ausblick

Die vorgelegten Untersuchungen konnten erstmalig zeigen, dass PolySia nicht nur
bei proliferativen und regenerativen Prozessen involviert ist, sondern auch auf

apoptotische Vorgange einen wesentlichen Einfluss nehmen kann.

Die Existenz von PolySia ausschlieBlich in felinen, atretischen Tertiarfollikeln legt
eine Involvierung von PolySia an der Follikelatresie nahe. Es ist wahrscheinlich, dass
zum einen die ERK-Signalkaskade negativ beeintrachtigt und so intrazellulare
Signale zur Proliferation nicht Ubermittelt und zum anderen Cadherine in ihrer
Funktion maBgeblich beeintrachtigt werden kénnen. Daraus folgt eine verminderte
interzellulare Kommunikation und protegierte Apoptose. Weiterhin kdnnten
Wachstumsfaktoren wie EGF und FGF2 durch PolySia gebunden werden und durch
eine Komplexbildung die Rezeptorbindung beeintrachtigen. Von Interesse ist
weiterhin die Stimulation mit PolySia-Vorlaufermolekiilen unter Berlicksichtigung der
Oozyten-Kultivierung im Rahmen der assistierten Reproduktion. Diese beiden
Fragestellungen bedurfen allerdings weiterfihrender empirischer Studien.

Auch in murinen Proben konnte PolySia nachgewiesen werden. Eine Detektion
konnte nur im Bereich der Lamina propria mucosa der Tuba uterina, nicht jedoch im
ovariellen Gewebe erfolgen. Um eine valide Aussage treffen zu kdénnen, welche
Funktion PolySia im weiblichen Reproduktionstrakt der Maus einnimmt, bedarf es
weiterer Untersuchungen u. a. hinsichtlich des polysialylierten Glykoproteins
(z. B. NCAM, Neuropillin-2). Auch lasst das unterschiedliche Verteilungsmuster von
PolySia bei Katze und Maus vermuten, dass ein Zusammenhang mit dem saisonalen
Sexualverhalten oder dem Ovulationstypus (spontan oder induziert) besteht.

Wahrend der postnatalen bzw. fetalen Entwicklung konnte ebenfalls PolySia sowohl
bei der Katze als auch der Maus nachgewiesen werden. Prominent ist in erster Linie
die Lokalisation von PolySia im Gewebe. Zwar unterschieden sich die jeweiligen
Zelltypen, jedoch sind die Organe im Vergleich zu den adulten Tieren identisch. Bei
der Katze liegt eine Beteiligung von PolySia bei der Entwicklung der Primordialfollikel
und der Separation dieser von den Keimstrdngen nahe. Als polysialylierter Zelltyp
konnten histologisch Fibroblasten bzw. Fibrozyten identifiziert werden. Bei der Maus
ist bemerkenswert, dass &hnlich wie bei mannlichen Individuen die glatte Muskulatur

der Tuba uterina PolySia-positiv ist. Ob PolySia wahrend der postnatalen und fetalen
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Entwicklung der weiblichen Gonaden eine &ahnliche Bedeutung zukommt wie bei

mannlichen Mausen, sollte in den Fokus weiterfliihrender Studien gestellt werden.

Das spezies- und organUbergreifende Vorkommen von PolySia spricht
zusammengefasst flr eine starkere biologische Bedeutung der Polysialinsduren im
Bereich der weiblichen Fertilitdt und Zellmodulierung im Reproduktionstrakt als bis
dato bekannt. Die Ergebnisse dieser Dissertation bieten somit eine Grundlage fir
weiterfihrende, speziestbergreifende Studien z. B. hinsichtlich der Beeinflussung
der weiblichen Fertilitdt, der mdglichen Interaktion von PolySia mit
Wachstumsfaktoren sowie den Regulationsmechanismen der Expression von

PolySia wéahrend der embryonalen Entwicklung.
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6 Zusammenfassung

Die Polysialinsaure (PolySia) besteht aus mindestens acht a2,8-verknipften
Sialinsduren und stellt in Saugern eine posttranslationale Modifikation von
Glykoproteinen dar. Das prominenteste Tragerprotein ist das neurale
Zelladhasionsmolekil NCAM. Die mit dem Polysialylierungsgrad steigenden
anionischen Eigenschaften von PolySia sind in der Lage die Zellinteraktion
und -kommunikation im gesamten Organismus zu beeinflussen. Bekannt ist hierfur
v. A. die Neurogenese, wobei in den letzten Jahren auch in anderen Organen,
insbesondere in Teilen des mannlichen Reproduktionstrakts, PolySia nachgewiesen
werden konnte. Hieraus resultierte die Fragestellung, ob sich PolySia auch im
weiblichen  Reproduktionstrakt identifizieren lasst. Um dieser Hypothese
nachzugehen, wurden immunhistochemische Methoden, Western Blotverfahren,
Expressionsnachweise mittels PCR, HPLC basierte Kettenlangenbestimmungen von

PolySia sowie ein Zellkulturmodell mit primaren Granulosazellen, angewendet.

In den Untersuchungen, die dieser Dissertation zugrunde liegen, konnte gezeigt
werden, dass PolySia auch auf apoptotische Prozesse einen wesentlichen Einfluss
hat. Die Studien an felinem, ovariellem Gewebe ergaben, dass:

» PolySia auf der Zelloberflache feliner Granulosazellen in atretischen Tertiarfollikeln
prasent ist.

 PolySia nicht auf der Zelloberflache feliner Granulosazellen friherer
Follikelstadien oder proliferativen Follikeln vorkommt.

* NCAM-140 hierbei als Tragerprotein fungiert.

« die Polysialyltransferase St8SialV an der Polysialylierung beteiligt ist.

» Kettenldngen mit mehr als 60 Sialinsduren synthetisiert werden kénnen.

» die Anzahl der apoptotischen Zellen mit der Polysialylierung korreliert. Dabei flhrt
eine in cellulo Stimulierung von Granulosazellen mit pLH zu einer Zunahme der

Apoptose und Polysialylierung.

Weiterhin wurden murine Proben hinsichtlich der Polysialylierung untersucht. Die
Ergebnisse konnten zeigen, dass:

* PolySia in der Lamina propria mucosa der Tuba uterina in adulten Mausen

vorkommt.
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« ovarielles Gewebe PolySia-negativ ist.

Zusatzlich konnte an fetalem felinem und postnatalem murinem Gewebe
immunhistologisch PolySia detektiert werden. Bei den Untersuchungen stellte sich
heraus, dass:

* PolySia in Ovarien von fetalen Katzen gebildet wird. Als polysialylierte Zellen
konnten histologisch Fibroblasten bzw. Fibrozyten identifiziert werden.

» PolySia in der Tunica muscularis der Tuba uterina postnataler Mause vorkommt.

Schlussendlich zeigen die in Zusammenhang mit dieser Arbeit erhobenen Daten,
dass polysialyliertes NCAM in verschiedenen Bereichen des weiblichen
Reproduktionstraktes vorkommt und dass PolySia wohl eine starkere biologische
Bedeutung im Bereich der weiblichen Fertilitdt und Zellmodulierung zugeordnet

werden kann, als bis dato angenommen.
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7 Summary

Polysialic acids (polySia) consists of at least eight a2,8-linked sialic acids and
represents a posttranslational modification of glycoproteins in mammals. It is best
known as a modification of the neural cell adhesion molecule NCAM. The highly
anionic properties of polySia increase with the degree of polymerization, which may
influence the cell-interaction and -communication in mammals. The most prominent
example is the neurogenesis. In recent years also in other organs, especially in parts
of the male reproductive tract, polySia could be detected. This led to the question
whether polymers of sialic acid residues can be localized in the female reproductive

tract.

To confirm this hypothesis immunohistochemical methods, western blotting, mRNA
analysis by PCR and chain length determinations (HPLC) in addition to primary
granulosa cell culture models were applied.

The investigations underlying this thesis have shown that polySia has a significant
influence on apoptotic processes. The studies on feline tissue revealed that:

» polySia occurs on the cell surface of feline granulosa cells in atretic tertiary
follicles.

» polySia does not occur on the cell surface of feline granulosa cells of earlier
follicular stages or proliferative follicles.

* NCAM-140 acts as carrier protein.

» the polysialyltransferase St8SialV is involved in the polysialylation.

» chain length consisting of more than 60 sialic acids can be detected.

» the number of apoptotic cells correlates with the polysialylation status.

» a stimulation with pLH in cellulo of granulosa cells leads to an increase of

apoptosis and polysialylation.

Furthermore, murine samples were examined for polysialylation. The results showed
that:

» is formed in the lamina propria mucosa uteriin adult mice

» ovarian tissue is polySia-negative.

106



In addition, polySia could be detected on fetal feline and postnatal murine tissue. The

investigations showed that:

» polysialylation occurs in ovaries of fetal cats. Fibroblasts and fibrocytes could be
identified as polysialylated cells.

» polySia occurs in the tunica muscularis uteri of postnatal mice.

In conclusion, the data collected in connection with this work show that polysialylated
NCAM is expressed in different areas of the female reproductive tract, and that a
stronger biological significance in the area of female fertility and cell modulation can

be attributed to polySia than is currently assumed.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

ABC
AK
APS
Aq. dest.
AS
BCA
BDNF
bp
BSA
C
cAMP
CCR7
CD36
CMP
co
CO;
CcoC
DAB
DAPI
DMB
DMSO
DNA
dNTP
DP
duTP
E.coli
EDTA
EndoN
ERK
FBS
FSH
Fitc
for

Antibiotic antimycotic solution
Antikbrper

Ammoniumpersulfat

Aqua destillare, Destilliertes Wasser
Aminosaure
Bicinchoninsaure-Assay
brain-derived neurotrophic factor
Basenpaare/base pairs
Bovines Serum Albumin
Kohlenstoff

Cyclisches Adenosin Monophosphat
C-C Chemokinrezeptor Typ 7
Thrombospondin-Rezeptor
Cytidinmonophosphat

Cumulus oopherus
Kohlenstoffdioxid
Cumulus-oopherus-Komplex
Diaminobenzidin-Tetrahypochlorid
4',6-Diamidin-2-phenylindol
1,2-Diamino-4,5-difluorobenzene
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Degree of Polymerization
Dioxyuridintriphosphat
Escherischia coli
Ethylendiamintetraacetat
EndoneuraminidaseN
Extrazellularen signalregulierten Kinase
Fetales bovines Serum

Follikel stimulierendes Hormon
Fluorescein isothiocyanate
Forward Primer
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Fuc Fucose

Gal Galaktose

GapDH Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
Glc Glucose

GIcNAc N-Acetylglucosamin

GNE UDP-GIcNAc-Epimerase/ManNAc-Kinase
GnRH Gonadotropin-releasing Hormon

GPI Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol

H.0, Wasserstoffperoxid

HCL Salzsaure

HPLC High prescure liquid chromatography
HRP Horseradish peroxidase/Merrettichperoxidase
HUVEC Human umbilical vein endothelial cells

Ig Immunglobulin

kDa kilo Dalton

KDN Deaminoneuraminsaure

LH Luteinisierendes Hormon

LPS Lipopolysaccharid

mAK monoklonaler Antikérper

mA Mili-Ampere

ManNAc N-Acetyl-D-Mannosamin

ManNBut 2-N-Butyl-Mannosamin

ManNProp 2-N-Propionyl-Mannosamin

MEM Minimal essential medium

mRNA Messenger ribonucleic acid

n Anzahl

N- Amino-

NaClO Natriumhypochlorit

NCAM Neurales Zelladh&sionsmolekul

Neu5Ac N-Acetylneuraminsaure

Neu5Gc N-Glycolylneuraminsaure

NFkB Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
NGF Nerve growth factor

NRP-2 Neuropilin-2
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ns
NT-3

O

OH

oT

p

P

pAK

PB

PBS
PCNA
PCR

PEP

PFA

pLH
PMSF
PNGaseF
PolySia
PolySia-NCAM
PRR
PSTD

rev

rpm

RPS 13
R.T.

RT
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
SEM

SH

SiaM
SiaM lll
SiaM L

Nicht significant

Neurotrophin-3

Sauerstoff

Hydroxid

oT

Signifikanz-Wert

Phosphor

Polyklonaler Antikdrper

Phosphate buffered

Phosphate buffered saline

Proliferating cell nuclear antigen

Polymerase chain reaction/Polymerase-Kettenreaktion
Phosphonooxyprop-2-ensaure

Polyformaldehyd

porcines luteinisierendes Hormon
Phenylmethylsulfonylfluorid

Peptide -N-Glycosidase F

Polysialinsauren

Polysialyliertes neurales Zelladhdsionsmolekul
Pattern recognition Receptor
Polysiylytransferasen-Domane

Reverse Primer

Revolutions per minute

40S ribosomales Protein S13

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion
Sodiumdodecylsulfat
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrilamid Gelelektrophorese
standard error of the mean/Standardfehler des Mittelwerts
Schwefelwasserstoff

Sialylierungsmotiv

Sialylierungsmotiv I

Sialylierungsmotiv large
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SiaM S
SiaM VS
S\
St8Siall
St8SialV
SynCAM
TdT
TEMED
TWEEN
VEGF
v/v

UDP

w/v

ZNS

Sialylierungsmotiv small
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12 Anhang

12.1 Verwendete Materialien, Laborgerate und Software

Tabelle 8:
Zellkulturzusatze

Aceton

Acrylamid - Rotiphorese Gel 30
(gebrauchsfertig)

Agarose

Albumin IgG-frei > 98 % (BSA)
alpha-MEM Medium

Ammoniumchlorid 99 %

Amonium persulfate for electrophoresis
> 98 % (APS)

Antibiotic Antimycotics Solution

Borat

ColorPlus™ Prestained Protein Ladder,
Broad Range (10-230 kDa)

DAB (Diaminobenzidin-
3,3,4,4,-Tetraaminobiphenyltetrahydrat)

1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol
(DMB)
Dinatrium Dihydrat Trikomplex (EDTA)

dNTP’s

DPBS 1 x
Entwickler
Eosin G

Essigsaure 100 % Suprapur
Ethanol-Uvasol 98 %
Ethanol, 96 %

Ethidiumbromid

Eukitt quick hardening mounting medium
FBS heat inactivated

Fixierer

Formalin Rotipuran 37 %
Glucose 98 %

Verwendete Chemikalien,

Reagenzien, Zellkulturmedien und

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

New England Biolabs GmbH
(Massachsetts, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

New England Biolabs GmbH
(Massachsetts, USA)

14190-094Gibco life technologies
AGFA (Mortsel, Belgien)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Stockemeier Chemie (Bielefeld,
Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Gibco life Technologies

AGFA (Mortsel, Belgien)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)



Glucose-Oxidase (Aspergillus niger)
Glycerin

Glycin 99 %

Hamalaunlésung sauer nach Mayer
Hama-Schnellfarbung

Kaliumchlorit

Kaliumhydrogenphosphat 99,5 %, Rotipuran

Laemli-Sample Buffer

M-280 tylosylactivated Dynabeads
Methanol Rotisolv HPLC-Gradient
2-mercaptoethanol > 98 %

mouse-on-mouse-blocking-solution
(M.O.M. ™)

Natriumchlorit

Natriumchlorit 99,5 %
Natriumdeoxycholat

Natriumdihydrogencarbonat
Monohydrat >98 %
Natriumhypochlorit, 12 % NaClO

Natronlauge Suprapur 30 %
Nickelsulfat
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Pikrinsaure

Polyethylensorbitan Monolaurate (Tween20)

2-Propanol

Roti-Block; 10 x ready to use
Roti-Clear

Roti-Histol

Salzs&ure 30 % Suprapur
Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Taqg Polymerase Puffer

Temed 99 % Elektrophorese
Triethylamin
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Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Henry-Shine (Hamburg, Deutschland),

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien,
USA)

14203-2ml invitrogen

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Vector Laboratories (Kalifornien, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Thermo Fischer Scientific
(Massachusetts, USA)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien,
USA)

New England Biolabs GmbH
(Massachsetts, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)



Tris Ultra Pufferan 99,9 % Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Triton X-100 Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Vectashield Mounting Medium Vector Laboratories (Kalifornien, USA)
Vectashield Mounting Medium mit DAPI Vector Laboratories (Kalifornien, USA)
Wasserstoffperoxid 30 % Rotipuran Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Tabelle 9: Verwendete Reaktionskits

BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer Scientific
(Massachusetts, USA)
EnVision®-Kit (Immunohistochemie) Dako (Glostrup, Danemark)
iScript cDNA-Synthese-Kit BioRad GmbH (Kalifornien, USA)
QiaShredder (RNA-Aufreinigung) Quiagen (Hilden, Deutschland)
RNEasy (mRNA-Isolierung) Quiagen (Hilden, Deutschland)
Super Signal West dura extendat duration Thermo Fischer Scientific
(Chemilumineszenz-Kit) (Massachusetts, USA)

Tabelle 10: Verwendete Gerate und Software

Biology and Medicine PowerPoint Motifolio

Drawing Toolkits for Presentations

Blottingapparatur Trans Blot SD cell BioRad GmbH (Kalifornien, USA)
Citavi 5.5 Swiss Academic Software GmbH

(Wadenswil, Schweiz)

Geldokumentationssystem, GelDoc XR BioRad GmbH (Kalifornien, USA)
Microsoft Excel, Word und

_ Microsoft

Powerpoint 2007

Motic Mikroskop BA410 Motic (Wetzlar, Deutschland)
Moticam Pro 252B Motic (Wetzlar, Deutschland)
Rotationsmikrotom RM 2255 Leica (Wetzlar, Deutschland)
Sicherheitswerkbank Klasse 2 Nunc (Langenselbold, Deutschland)
Streckbad, HI1210, Leica (Wetzlar, Deutschland)
Thermocycler, TProfessional Biometra (Géttingen, Deutschland)
Warmeschrank Memmert B500 Memmert (Schwabach, Deutschland)
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Tabelle 11:

Bryopetten
DNA-Pac™ PA100 HPLC-Saule

Einmalspritzen

High performance chemiluminescence
film Amersham Hyperfilm ECL
18 x 24 cm

Mini Protean 3-System
Spacer Plates und Short plates

Petrischalen verschiedener GréRen

Pipettenspitzen verschiedener Gro3en
Polypropylenréhrchen
Polypropylenréhrchen

ReaktionsgefaBe verschiedender GréBen
Superfrost OT

Wartham Filterpapier

x-well ZellkulturOT

Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bioanalytic (Freiburg, Deutschland)
Dionex (Kalifornien, USA)

Dispomed (Gelnhausen, Deutschland)

GE Healthcare (Chalfont, GroBbritanien)

BioRad GmbH (Kalifornien, USA)

Greiner Bio One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)

Sarstedt (NUrmbrecht, Deutschland
Sarstedt (Nirmbrecht, Deutschland
Sarstedt (NUrmbrecht, Deutschland
Sarstedt (Nirmbrecht, Deutschland
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
BioRad GmbH (Kalifornien, USA)

)
)
)
)

Sarstedt (NUrmbrecht, Deutschland)
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