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1. Einleitung

1.1 Lactoferrin

1.1.1 Geschichtliche Einordnung

Sorensen und Sorensen (Sorensen und Sorensen 1940) konnten 1940 in boviner Milch
ein rotes Protein entdecken, das bis heute, also fast 80 Jahre spater, erforscht wird.
Deutlich wird das anhaltende Forschungsinteresse besonders daran, dass seit einigen
Jahren im zwei-Jahres-Rhythmus sogar eine Konferenz tiber das Protein Lactoferrin (oft
auch Lactotransferrin genannt) stattfindet (Lénnerdal 2019). Die meiste Forschung
wurde dabei am humanen und bovinen Milch-Lactoferrin betrieben (Adlerova,
Bartoskova, und Faldyna 2008). Lactoferrin, dessen rote Farbe von seiner Fahigkeit
kommt, mittels zweier Zentren Eisen (Fe®') zu binden, gehort zur Familie der
Transferrine (Metzboutigue et al. 1984, Groves 1960). Lactoferrin und Transferrin haben
mit ca. 80 kDa ein ahnliches Molekulargewicht und mit ca. 60 % eine relativ hohe
Sequenzidentitat. AuRerdem besitzen beide Proteine eine ahnliche Disulfid-Struktur und
jeweils zwei Eisenbindungszentren (Abb. 1) (Aisen und Liebman 1972, Metzboutigue et
al. 1984). Da Transferrin bereits als Eisentransprotein bekannt war, Lactoferrin jedoch
eine wesentlich hohere Affinitat zu Eisen besitzt und in grollen Mengen in der
Muttermilch vorkommt, wurde zunachst angenommen, dass Lactoferrin ebenfalls fir den
Eisentransport z. B. die Eisenaufnahme bei Neugeborenen bendétigt wird (Vogel 2012,
Aisen und Liebman 1972). Uber die Jahre hinweg stellte sich jedoch heraus, dass
Lactoferrin deutlich haufiger im Organismus vorkommt und wesentlich vielfaltigere
Aufgaben Ubernimmt. Es wurde sogar die Hypothese aufgestellt, dass Lactoferrin das
am meisten polyvalente und mit dem Immunsystem assoziiert Protein in Vertebraten ist
(Legrand 2016). Dieser bedeutende Unterschied zum Transferrin liegt wahrscheinlich
neben der hdheren Eisenaffinitat hauptsachlich an einem basischem Teil im N-Terminus
des Proteins, der grofitenteils am humanen und bovinen Lactoferrin untersucht wurde
(Vogel 2012, Gifford, Hunter, und Vogel 2005). Spannenderweise kann ein Peptid vom
N-Terminus abgespalten werden, welches Lactoferricin genannt wird und unabhangig
von Lactoferrin als antimikrobielles Peptid wirken kann (Gifford, Hunter, und Vogel 2005,
Bellamy, Takase, Yamauchi, et al. 1992, Bellamy, Takase, Wakabayashi, et al. 1992).
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Abbildung 1: Struktur von humanem apo-Lactoferrin. Lactoferrin kann in zwei Lappen und vier
Protein-Doméanen unterteilt werden. Entsprechend ihrer Lokalisation sind N-terminale Teile mit
dem Buchstaben N sowie C-terminale Teile mit den Buchstaben C gekennzeichnet. a-Helices
sind in dunkelblau und B-Faltblatter in rot dargestellt. Zudem wird die Raumforderung der
Aminosauren durch eine dynamische Oberflachenstruktur (grau) dargestellt. Die
Eisenbindungszentren von Lactoferrin sitzen jeweils in den Furchen zwischen den beiden
Domanen. Die Furche zwischen N1- und N2- Domane ist in apo-Lactoferrin weit gedffnet,
wahrend die Furche zwischen C1- und C2- Domane eine geschlossene Konformation einnimmt.
Modifiziert aus (Kihnle, Litteke, et al. 2019) CC BY 4.0.

1.1.2 Struktur und Aufbau

Die meisten Saugetier-Lactoferrine haben ein Molekulargewicht von ca. 80 kDa und
bestehen aus einer Kette von etwa 690 bis 711 Aminosauren (Vogel 2012, Karav et al.
2017, Le Parc et al. 2014, Levay und Viljoen 1995). Generell kann man Lactoferrin in
zwei vermutlich durch Genduplikation entstandene ,Lappen® unterteilen (Abb. 1) (Vogel
2012, Nazir et al. 2017, Bullen und Griffiths 1987). Diese sind zu ca. 40 % identisch und
werden ihrer Aminosaureposition entsprechend als N- bzw. C-Lappen bezeichnet
(Aminosauren 1-333 und 345-691 in humanem Lactoferrin). Diese werden weiter in
jeweils zwei Domanen mit den Namen N1 und N2 bzw. C1 und C2 unterteilt (Vogel 2012,
Metzboutigue et al. 1984, Baker und Baker 2005). Beide Domanen zusammen formen
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jeweils eine tiefe Furche, die das Eisenbindungszentrum darstellt (Baker und Baker
2005). Bei der Eisenbindung wird zusatzlich ein bindendes Carbonat-lon (CO3%")
bendtigt (Vogel 2012, Baker et al. 1994). Durch die Eisenbindung ist es Lactoferrin
moglich, in zwei Konformationen vorzukommen. Der ,getéffneten” apo-Form, in der kein
Eisen gebunden ist und der ,geschlossenen” holo-Form, in der Lactoferrin mit Eisen
beladen ist (Baker und Baker 2012, Jameson et al. 1998, Baker et al. 1994, Baker und
Baker 2005). Nur 10 bis 20 % des bovinen Milch-Lactoferrins ist normalerweise mit Eisen
beladen (Wang, Timilsena, et al. 2017). Neben Eisenionen scheint Lactoferrin auch
andere lonen wie z. B. AP**, Ga**, Mn®*, Co*", Cu?* und Zn?* binden zu kénnen (Adlerova,
Bartoskova, und Faldyna 2008, Baker et al. 1994).

Lactoferrin ist ein Glykoprotein das N-glykosidisch vorkommt. Humanes Milch-
Lactoferrin besitzt drei Glykosylierungsstellen, die variierend glykosyliert sind. Dabei sind
die Aminosauren an den Positionen Asn479 in 100 %, Asn138 in 94 % und Asn624 in
9 % der Falle glykosyliert (vanBerkel et al. 1996, Karav et al. 2017). Im Vergleich zu
bovinem und murinen Lactoferrin unterscheidet sich sowohl die Anzahl als auch die
Position der Glykosylierungsstellen (bovine: Asn233, 281, 368, 476, und 545; murine:
Asn476) (Baker und Baker 2009, vanBerkel et al. 1996). Je nach Spezies unterscheidet
sich das Glykosylierungsmuster von Lactoferrinen, die aus Milch isoliert wurden, die
meisten besitzen jedoch zwei Antennen (Karav et al. 2017, Coddeville et al. 1992).
Neben den bereits beschrieben Strukturen von Lactoferrin besitzt das Protein in der
N1-Domane, genauer am N-terminalen Teil des Proteins, eine basische Region. Die
Anreicherung der Aminosauren Lys und Arg verleihen dieser Region stark kationische
Eigenschaften (Vogel 2012). Interessanterweise lassen sich in diesem basischen Teil
des humanen Proteins weiter abspaltbare Peptide wie Lactoferricin (AS 1-49),
Lactoferrampin (AS 266—286) sowie eine Kernlokalisationssequenz (AS 1-5) und zwei
LPS-Bindungs-Motife (AS 2-4 und AS 28-34) identifizieren (Vogel 2012, Ferguson et al.
2000, Bellamy, Takase, Yamauchi, et al. 1992). Zum Vergleich wurde die strukturelle
Ahnlichkeit von bovinem und humanem Milch-Lactoferrin in Abbildung 2 A dargestellt.
Im Detail wird dabei auch auf das N-terminale Peptid Lactoferricin eingegangen
(Abb. 2 B und C).
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Abbildung 2: Uberlagerung und Vergleich der Struktur bovinem und humanem Lactoferrin. (A)
Vergleich der strukturellen Ausrichtung von bovinem (blau) und humanem (griin) Lactoferrin
(PDB-Dateien: 1BLF und 1CB6). Der Kreis zeigt die in (B) und (C) dargestellten Bereiche.
Modifiziert aus (Kiihnle, Litteke, et al. 2019) CC BY 4.0. Schematische Darstellung der ersten 60
Aminosauren von ausgereiftem humanem (B; grin) und bovinem (C; blau) Lactoferrin. Die
jeweiligen Lactoferricin-Sequenzen wurden hervorgehoben und entsprechend ihrer Einzel-
Peptidform dargestellt. Dazu wurden die verbundenen Disulfidbriicken (Verbindungsstriche) als
auch basische (blau) und saure (rot) Aminosauren hervorgehoben. Humanes Lactoferricin
entspricht den Aminosauren 1-49 und bovines Lactoferricin entspricht den Aminosauren 17-41.
Modifiziert aus (Vogel 2012, Gifford, Hunter, und Vogel 2005, Hunter et al. 2005, Hoskin 2011,
The UniProt 2018).



1.1.3 Vorkommen

Mit wenigen Ausnahmen wie Ratte oder Hund konnte Lactoferrin in der Milch von den
meisten Saugetieren gefunden werden und gehort taxonomisch in die Gruppe der
Saugetiere (Lambert 2012, Levay und Viljoen 1995, Masson und Heremans 1971).
Lactoferrin kommt hoch abundant in humaner Milch (ca. 1-3,2 mg/ml) vor. Die héchsten
Konzentrationen koénnen aber in Kolostralmilch (5-7 mg/ml) gefunden werden.
Interessanterweise enthalten bovine Milchproben wesentlich geringere Lactoferrin
Konzentrationen (32-486 pg/ml) (Nazir et al. 2017, Kawai et al. 1999, Cheng et al. 2008).
Dabei wird Lactoferrin wie auch in vielen anderen Korperflissigkeiten von exokrinen
Drisenepithelzellen gebildet (Masson et al. 1966, Inoue et al. 1993). Neben Milch kommt
Lactoferrin beim Menschen deshalb unter anderem in Tranen-, Vaginal-, Synovial-,
Samen-, und Magen-Darm-Flussigkeiten als auch im Fruchtwasser, Bronchialsekret,
Nasalsekret und Harn vor (Levay und Viljoen 1995).

Lactoferrin konnte au3erdem als humaner Blutbestandteil identifiziert werden. Im Blut
wird Lactoferrin durch neutrophile Granulozyten freigesetzt, dabei scheint die Anzahl der
neutrophilen Granulozyten die Menge an Lactoferrin im Blutplasma deutlich zu
beeinflussen, aber nicht die einzige Quelle zu sein (Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012,
Bullen und Griffiths 1987, Levay und Viljoen 1995, Nazir et al. 2017). Neutrophile
speichern Lactoferrin in sekundaren Granular und kénnen diese unter anderem via
Exozytose an Infektions- und Entziindungsherden freilassen. Somit kann es zu einer
lokalen Anreicherung von Lactoferrin kommen (Legrand 2016, Maacks, Yuan, und Wood
1989, Britigan, Serody, und Cohen 1994). Lactoferrin aus dem Blut ist es moglich, mittels
Rezeptor-vermittelter Transzytose die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden, wird aber
ebenfalls im menschlichen Gehirn exprimiert (Kamemori et al. 2008, Fillebeen et al.
1999, Siebert und Huang 1997, Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012).

1.1.4 Funktionen von Lactoferrin im Uberblick

Lactoferrin Ubernimmt eine ganze Reihe von Funktionen im Organismus, vor allem aber
als Komponente des angeborenen Immunsystems (Legrand 2016). Aufgrund der Fllle
an vorhandenen Informationen sollen hier deshalb generelle Mechanismen und einige
Beispiele ein Uberblick Uber die Fahigkeiten von Lactoferrin geben. Fiir besonders
interessierte Leser sind hier einige Zusammenfassungen aus der Literatur: Vogel 2012,
Nazir et al. 2017, Levay und Viljoen 1995, Adlerova, Bartoskova, und Faldyna 2008,
Jenssen und Hancock 2009, Brock 1995, Actor, Hwang, und Kruzel 2009, Caccavo et al.
2002, Legrand et al. 2008, Legrand 2016, Wang, Timilsena, et al. 2017. Ein moglicher
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Grund fir die Multifunktionalitat, die Lactoferrin aufweist, ist die hohe Verfligbarkeit im
Korper, da es einerseits in vielen Korperflissigkeiten vorkommt und andererseits durch
die Ausschittung mittels chemotaktischen neutrophilen Granulozyten eine riesige
Reichweite besitzt (Levay und Viljoen 1995, Actor, Hwang, und Kruzel 2009, Ward 1970,
Siebert und Huang 1997, Keller und Sorkin 1968, Lénnerdal 2013). Des Weiteren hat
Lactoferrin  unter anderem durch seinen basischen N-Terminus gute
Bindungseigenschaften zu einer grolen Menge an Rezeptoren, die entweder
Signalkaskaden oder Endozytose vermitteln. Zusatzlich bindet Lactoferrin
Makromolekile wie Lipopolysaccharide (genauer Lipide A), Heparin oder DNA und
interagiert mit Enzymen wie z. B. Lysozym (Vogel 2012, Liao, Jiang, und Lonnerdal
2012, Suzuki, Lopez, und Lonnerdal 2005, van Berkel et al. 1997, Levay und Viljoen
1995, Drago-Serrano et al. 2012). Viele Funktionen werden auf3erdem von der Fahigkeit,
Lactoferrins hoch affin Eisen zu binden, vermittelt (Preeti et al. 2018).

Als Milchkomponente gelangt Lactoferrin in den unausgereiften Verdauungstrakt des
Sauglings. Dort kommt es vermutlich bis zu vier Monaten nach der Geburt unverdaut
vor, da es bis zu diesem Alter im Stuhl der Sauglinge nachgewiesen werden kann
(Davidson und Loénnerdal 1987, Loénnerdal 2013, Broussard 1995). Lactoferrin hilft im
Verdauungstrakt bei der Proliferation und Differenzierung von Dinndarmzellen. Vor
allem von Rezeptoren auf Kryptenzellen und Enterozyten wird Lactoferrin erkannt und
kann unterschiedliche Signalkaskaden als auch Endozytose auslésen. Nach der
Aufnahme in die Zelle dient es unter anderem als Transkriptionsfaktor (Liao, Jiang, und
Lénnerdal 2012). Aber auch in Erwachsenen scheinen bioaktive Fragmente von
Lactoferrin wie z. B. Lactoferricin im Darm zu entstehen (Liao, Jiang, und Lénnerdal
2012, Kuwata et al. 1998). Interessanterweise wurde in neugeborenen und 6 Wochen
alten Ferkeln nachgewiesen, dass intaktes bovines Lactoferrin Gber den Darm sogar
(Farnaud und Evans 2003) in die Blutbahn aufgenommen werden kann (Harada et al.
1999).

Durch Lactoferrins antimikrobielle Eigenschaften reguliert es nicht nur die Entwicklung
des Darmmikrobioms, sondern unterstitzt auch das systemische Immunsystem.
Lactoferrin wirkt antibakteriell gegen eine ganze Reihe an grampositiven als auch
gramnegativen Bakterien. Aulderdem ist es Lactoferrin durch die Bindung von LPS als
auch Lipoteichonsaure mdglich mit bakteriellen Membranen zu interagieren (Jenssen
und Hancock 2009, Donovan 2016). Dadurch kann Lactoferrin Zellschaden verursachen,
beispielsweise durch das erhéhen der Zellpermeabilitat und der daraus folgenden
Herausldsung von LPS (Ellison, Giehl, und LaForce 1988, Jenssen und Hancock 2009,
Kanwar et al. 2015). Vermutlich kann Lactoferrin zusatzlich durch unterschiedliche

Mechanismen bakterielles Wachstum und Biofilmbildung inhibieren. Hauptsachlich kann
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Lactoferrin die Zuganglichkeit von Eisen durch seine hoch affine Eisenbindung flr
essenzielle bakterielle Prozesse beeinflussen. Des Weiteren kann es Bakterien zu einer
vermehrten Bewegungsform namens ,twitching® (zucken) anregen, wodurch eine
Bindung an Saugerzellen unterbunden wird (Nazir et al. 2017, Singh et al. 2002).
Lactoferrin ist aber auch in der Lage, die Oberflachenadhasion von Bakterien auf
Epithelzellen oder der Darmschleimhaut zu stéren, um dadurch Biofilmbildung zu
vermeiden (Yamauchi et al. 1993, Jenssen und Hancock 2009). Der gleiche
Mechanismus wird auch gegen die Interaktion von Viren und Parasiten angewandt.
Dabei wird von Lactoferrin eine kompetitive Bindung an Molekulen der Wirtszellen (z. B.
Glykosaminoglykane) oder der Pathogenoberflache aufgebaut und somit ein anlagern
an Zellen bzw. ein Eindringen in Zellen inhibiert (Ward, Paz, und Conneely 2005, Vogel
2012, Valenti und Antonini 2005, Sinnis et al. 1996).

Neben diesen direkten Mdglichkeiten, gegen Bakterien, Viren, Parasiten und Pilzen
vorzugehen, kann Lactoferrin auch das Immunsystem auf unterschiedliche Weise
regulieren (Legrand 2016). Auf den ersten Blick scheint Lactoferrin widersprichliche
Wirkungen auf das Immunsystem zu haben. Einerseits sorgt es fur die Proliferation,
Differenzierung und Rekrutierung von unterschiedlichen Immunzellen wie z. B. allen
polymorphonuklearen Leukozyten als auch nattrlichen Killerzellen und T-Zellen (Vogel
2012, Kanwar et al. 2015). Zusatzlich kann es beispielsweise Prozesse wie die
Phagozytose von Neutrophilen und Makrophagen bei Infektionen stimulieren, wobei
auch eine Aktivierung des Komplementsystems eine Rolle spielen kann (Legrand et al.
2006, Kai et al. 2002, Sherman et al. 2012). Andererseits wirkt es anti-inflammatorisch
auf Immunzellen, indem es erstens die Produktion von pro-inflammatorischen
Substanzen wie z. B. Zytokinen, Interleukinen wie IL-1 und IL-6 einschrankt und anti-
inflammatorische Substanzen wie Interleukin IL-10 oder IL-4 erhoht (Legrand 2016,
Vogel 2012, Adlerova, Bartoskova, und Faldyna 2008). Zweitens kann es mit Pathogen-
assoziierten molekularen Mustern (PAMPs) wie LPS oder die fur die Erkennung nétigen
Rezeptoren (z. B. Glykoprotein CD14) interagieren (Legrand et al. 2006, Baveye et al.
2000). Diese Bindung inhibiert die PAMP-Erkennung und reguliert somit die
Immunantwort (Legrand 2016). Als Letztes ist Eisen nicht nur eine essenzielle Substanz
fur Bakterien, sondern auch ein Katalysator bei der Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) in Leukozyten. Somit kann Lactoferrin auch Eisen fir
Leukozyten unzuganglich machen, wodurch die Produktion von ROS reduziert wird
(Ward, Paz, und Conneely 2005). Zusammengefasst wirkt Lactoferrin als Modulator des
Immunsystems, der es durch den Aufbau starkt, es aber auch vor einer Uberreaktion
(z. B. einem septischen Schock) schitzen kann und dessen gezielte Aktivierung reguliert
(Kanwar, Sun, et al. 2012, Vogel 2012).
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Wie bereits angedeutet wird Lactoferrin durch sehr viele verschiedene Rezeptoren im
Korper erkannt (Suzuki, Lopez, und Lonnerdal 2005). Diese werden in sehr vielen
unterschiedlichen Organen und Geweben exprimiert, darunter sind unter anderem Herz,
Gehirn, Dinndarm, Leber, Hoden, Lymphknoten und Speicheldrisen (Suzuki, Lopez,
und Lonnerdal 2005, Lénnerdal 2013). Ein Beispiel flr diese Rezeptoren ist das
Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 (LRP1), dieses wird unter anderem
auf Knochen bildenden Osteoblasten exprimiert (Grey et al. 2004). Lactoferrin kann tber
diesen Rezeptor die Differenzierung, die Mitogenese und das Uberleben der
Osteoblasten fordern. Das zeigt eine weitere Fahigkeit von Lactoferrin, die Auslésung
einer vermehrten Knochenbildung (Cornish et al. 2004, Adlerova, Bartoskova, und
Faldyna 2008).

Interessanterweise ist Uber die Funktion der Glykane von Lactoferrin wenig bekannt
(Le Parc et al. 2017, Karav et al. 2017). Es wird allerdings berichtet, dass die
Glykosylierung von bovinem Lactoferrin einen Schutz vor einem Proteaseverdau mittels
Trypsin bietet. Bei humanem Lactoferrin konnte ein solcher Effekt nicht beobachtet
werden, allerdings ist dieses generell stabiler gegentber einem tryptischen Verdau
(van Veen et al. 2004). Die Absattigung von Lactoferrin mit Eisen fihrt ebenfalls zu einer
héheren Resistenz gegenliiber dem Enzym Trypsin (Karav et al. 2017). Zu erganzen ist
zudem, dass auch die Eisenbeladung einen Effekt auf die Funktion von Lactoferrin
haben kann. Beispielsweise kann eisengesattigtes bovines Lactoferrin das
Tumorwachstum von Mausen mit EL-4 Lymphomen komplett aufhalten, wohingegen
natives Lactoferrin das Wachstum nur behindert (Kanwar et al. 2008).

Als Letztes sollen hier einige der vielen Moéglichkeiten zur Anwendung von Lactoferrin
angesprochen werden, die sich aus den zuvor beschriebenen Eigenschaften ergeben.
Lactoferrin wird in der Lebensmittelindustrie als Nahrungserganzungsmittel vor allem fur
Sauglingsanfangsnahrung angewendet und weiter untersucht (Tomita et al. 2009).
Dabei soll Lactoferrin praventiv gegen Symptome wie beispielsweise Spatsepsis und
Diarrhoe in Studien mit Frihgeborenen, Sauglingen oder Kleinkindern wirken (Nazir
et al. 2017, He, Cao, und Yu 2018). Durch die lokale Anreicherung an Infektionsherden
wird es bei einigen Krankheiten (z. B. zystischer Fibrose, chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen oder rheumatoider Arthritis) als Diagnose-Marker diskutiert (Nazir et
al. 2017, Vogel 2012, Gonsalves et al. 2013, Buderus, Boone, und Lentze 2015).
Lactoferrin besitzt vermutlich durch seine immunregulatorischen Eigenschaften die
Fahigkeit gegen Tumore in unterschiedlichen Organen (z. B. Lunge, Leber, Gehirn,
Dickdarm, Bauchspeicheldrise) vorzugehen (Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012). Dafur
unterstitzt Lactoferrin beispielsweise die Aktivierung von natirlichen Killerzellen und

Neutrophilen, regt Makrophagen zur Produktion von Zytokinen und ROS an und aktiviert
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Apoptose-Signalwege von Dickdarmkrebs-, Lungenkrebs- sowie Leukamiezellen
(Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012, Mader et al. 2005, Fuijita et al. 2004). Da Lactoferrin
Uber die Blut-Hirn-Schranke gelangt, konnen Nanopartikel bedeckt mit Lactoferrin und
beladen mit unterschiedlichen Medikamenten, nicht nur fir Gehirntumore angewendet
werden, sondern zusatzlich fir Krankheiten wie Parkinson oder Alzheimer Verwendung
finden (Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012, Li et al. 2018, Xu et al. 2017, Yan et al. 2018,
Kanwar et al. 2015). AuBerdem wurden Versuche durchgefuhrt, um die
Knochenregeneration zu steigern, indem man unterschiedliche Biomaterialien mit
Lactoferrin beschichtet oder beladt (Shi et al. 2017, Gérmez et al. 2015). Aufgrund des
sich daraus ergebenden wachsenden medizinischen und industriellen Interesses
wurden interessanterweise bereits transgenetische Kihe erzeugt, mittels derer es
moglich ist, rekombinantes humanes Lactoferrin mit einer Milchkonzentration von
4.5-13.6 g/l zu produzieren (Wang, Sun, et al. 2017).

1.1.5 Lactoferricin

Der basische N-terminale Teil von Lactoferrin ist fur viele Eigenschaften von Lactoferrin
verantwortlich. Besonders interessant ist deshalb das Freisetzen eines antimikrobiellen
Peptids Namens Lactoferricin aus dieser Doméane des Proteins. Bovines Lactoferricin
hat eine Lange von 25 Aminosauren (AS 17-41), wohingegen humanes Lactoferricin mit
49 Aminosauren (AS 1-49) deutlich langer ist (Abb. 2) (Gifford, Hunter, und Vogel 2005,
Bellamy, Takase, Yamauchi, et al. 1992, Vogel 2012). Lactoferricin teilt viele Funktionen
und Eigenschaften des Mutterproteins. Es ist bioaktiv und wirkt gegen Bakterien, Viren,
Parasiten, Pilze und Tumore. Zudem besitz Lactoferricin immunmodulatorische
Eigenschaften (Gifford, Hunter, und Vogel 2005). Wissenswert ist ebenfalls das
Lactoferricin in vielen Fallen wirksamer ist als Lactoferrin, beispielsweise wirkt es im
Vergleich zu Lactoferrin wesentlich effektiver gegen eine Vielzahl von Bakterien (Gifford,
Hunter, und Vogel 2005, Bellamy, Takase, Wakabayashi, et al. 1992, Yamauchi et al.
1993). Lactoferricin kann durch Proteolyse von Lactoferrin unter sauren Bedingungen
mit Pepsin hergestellt werden (Bellamy, Takase, Yamauchi, et al. 1992). In vivo ist die
Freisetzung von Lactoferricin bereits nachgewiesen worden. Einerseits entsteht es
beispielsweise im Magen andererseits konnte es in Patienten mit zystischer Fibrose und
gleichzeitiger Pseudomonas aeruginosa Infektion in der Lunge nachgewiesen werden
(Britigan et al. 1993, Kuwata et al. 1998). Was die Annahme nahe legte, dass es generell
an Entzindungsherden mittels bakterieller oder endogener Proteasen freigesetzt
werden kann (Vogel 2012, Gifford, Hunter, und Vogel 2005). Bovines Lactoferricin besitzt
ein basisches RRQWQR-Motif, das dem Peptid besonders starke antibakterielle
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Eigenschaften zu verleihen scheint (Lars H. Vorland 1998, Vogel 2012). Lactoferricin
bindet dabei beispielsweise die LPS in den Membranen von E. coli-Bakterien
(Escherichia coli). Diese Bindung sorgt wahrscheinlich fir eine Umstrukturierung und
Schadigung der aulReren Bakterienmembranen (Mohanty et al. 2016, Aguilera et al.
1999). Aus diesem Grund wird Lactoferricin unter anderem in Kombination mit
unterschiedlichen Antibiotika als antimikrobielles Peptid (AMP) im Einsatz gegen

resistente Bakterienstdmme untersucht (Theolier et al. 2014).

1.2 Polysialinsaure

1.2.1 Ein Uberblick

In Vertebraten konnten grof3e Mengen an Polysialinsaure (PolySia) erstmals durch Finne
und Kollegen 1982, gekoppelt an das neurale Zelladhasionsmolekul (NCAM) in jungen
Mausen entdeckt werden (Finne 1982, Rutishauser et al. 1985, Rutishauser 2008). Wie
der Name PolySia schon vermuten lasst, handelt es sich hierbei um ein lineares
Polysaccharid aus Sialinsdurebausteinen. Da PolySia oft nur aus einem Typ von
Sialinsaure aufgebaut ist; z. B. aus der Sialinsdure N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac)
beim Menschen und weil alle Sialinsduren eine Familie bilden, wird es haufig als
Homopolymer beschrieben (Kallolimath et al. 2016, Colley, Kitajima, und Sato 2014, Irie
et al. 1998, Chou et al. 1998). Aber im Gegensatz zu anderen bekannten
Polysaccharidketten wie Glykogen, Chitin, Starke oder Zellulose, die z. B. als
Energiespeicher oder zur Strukturbildung dienen, wird PolySia in Vertebraten als
posttranslationale Modifikation ganz spezifischen Tragerproteinen angehangt. Es
wurden bisher 8 PolySia-Tragerproteine identifiziert, von denen NCAM als erstes
entdeckt wurde und am haufigsten als PolySia-Trager im Gehirn von Vertebraten zu
finden ist (Tabelle 1), weshalb NCAM auch das am besten beschriebenen und
charakterisierten Protein ist (Galuska, Litteke, und Galuska 2017, Rutishauser 2008,
Colley, Kitajima, und Sato 2014, Hildebrandt, Muhlenhoff, und Gerardy-Schahn 2010).
Aufgrund der vielfaltigen Literatur tber NCAM im Gehirn kdnnte man deshalb vermuten,
dass sich die Aufgaben von PolySia ausschlief3lich auf die Entwicklung und Erhaltung
der Plastizitat des Gehirns beschrankt. Dabei Ubernimmt PolySia interessanterweise
ebenfalls multifunktionale Aufgaben im gesamten Organismus, unter anderem bei der
Entwicklung anderer Organe (wie Herz, Leber oder Nieren). Aullerdem hat es viele
immunmodulatorische Funktionen (Galuska, Lutteke, und Galuska 2017, Janas und

Janas 2011, Rutishauser 2008, Mihlenhoff et al. 2013). Aufgrund seiner Funktionen wird
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es aber auch haufig im Zusammenhang mit Hirnkrankheiten wie Schizophrenie oder
Metastasen bildenden Tumoren genannt (Sato und Kitajima 2013, Schnaar, Gerardy-
Schahn, und Hildebrandt 2014). Alle Funktionen beruhen auf speziellen Eigenschaften
von PolySia. Es hat eine sehr flexible Lange und einen hohen mdglichen
Polymerisierungsgrad (DP fur degree of polymerisation), zudem ist es stark negativ
geladen und besitzt eine hohe Rotations- bzw. Bewegungsfreiheit (Sato und Kitajima
2013, Janas und Janas 2011).

Kdn NeubAc Neu5Gc

Abbildung 3: Die drei am haufigsten in der Natur vorkommenden Sialinsduren. Dargestellt ist
jeweils das aus 9 Kohlenstoffatomen bestehende Grundgerist der Sialinsauren,
Ketodesoxynonulonsaure (KDN), N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) und
N Glycolylneuraminsaure (Neu5Gc). Die variabel modifizierbaren Positionen sind in rot
dargestellt. Die Position C5 wurde zusatzlich unterstrichen, da hier am haufigsten Veranderungen
vorkommen. ChemSketch (Version 12.01) und modifiziert aus (Tiralongo et al. 2013, Schnaar,
Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014).

1.2.2 Struktur und Aufbau

Um den Aufbau von PolySia zu verstehen, ist zuerst ein Blick auf die Grundbausteine,
die Sialinsaduren nétig. Sialinsduren bezeichnet eine Gruppe von 50 natlrlicherweise
vorkommenden Monosacchariden, die zu einer Familie zusammengefasst werden
kdnnen (Angata und Varki 2002, Schauer 2009). Allen Sialinsauren ist gemein, dass sie
zu den o-Ketosduren gehdéren und im Gegensatz zu den meisten anderen
Monosacchariden aus einer fortlaufenden Kette von 9 miteinander verbunden
Kohlenstoffatomen bestehen (Angata und Varki 2002). Sialinsduren sind besonders
daflr bekannt, dass diese in Wirbeltieren meist den terminalen Abschluss einer
Glykanstruktur bilden (Cohen und Varki 2010, Schnaar, Gerardy-Schahn, und
Hildebrandt 2014). Die Vielfaltigkeit der Sialinsdure-Familie kommt dadurch zustande,

dass Sialinsauren an Kohlenstoffatomen der Positionen C4, C5, C7, C8 und C9
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variierend modifiziert werden kdnnen z. B. durch O-Acetylierung oder Sulfatierung
(Abb. 3) (Angata und Varki 2002). Besonders haufig sind dabei Veranderungen an der
Position C5. Trotz der vielen Variationsmoéglichkeiten kommen in der Natur am
haufigsten die Sialinsduren Neu5Ac, N-Glycolylneuraminsaure (Neu5Gc) und
Ketodesoxynonulonsaure (KDN) vor (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014).
Die Carboxylgruppe an Position C1 stellt bei physiologischen pH-Werten eine relativ
starke Sauregruppe dar (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Janas und
Janas 2011).

Das besondere an Sialinsauren ist zudem, dass aus ihnen lange Homopolymere gebildet
werden kénnen. Je nach Polymerisationsgrad unterscheidet man deshalb in Mono-
(DP 1), Di- (DP 2), Oligo- (DP 3-7) und Polysialinsduren (DP < 8) (Sato und Kitajima
2013, Sato und Kitajima 1999, Sato 2004). In Meningitis verursachenden
Bakterienstammen konnten bereits PolySia mit einem Polymerisationsgrad von bis zu
400 Sialinsauren gefunden werden (Sato und Kitajima 2013, Sato 2004). Je nach
Organismus kann PolySia mittels unterschiedlich positionierter Kohlenstoffatomen
verlinkt sein (02,4- a2,50gycoy- 02,8- 02,9- und a2,8/9-Verbindungen). In Vertebraten
scheint allerdings, mit Ausnahme einiger Tumorzellen, die Verlinkung auf eine
a2,8 glykosidische Bindung begrenzt zu sein (Sato und Kitajima 2013, Janas und Janas
2011, Simon et al. 2013). Der Verlinkungstyp sowie auch die Lange haben einen Einfluss
auf die strukturelle Konformation, die PolySia ausbilden kann, sodass sich Uber diese
Merkmale vermutlich die Funktion steuern lasst (Sato und Kitajima 2013). In Saugern
sind die a2,8-Polysialyltransferasen ST8Siall (auch STX) und ST8SialV (auch PST)
zustandig fur die Verknupfung der Sialinsaurebausteine. Im Golgi-Apparat wird dazu
zuerst eine N- oder O- Glykanstruktur mit einer endstandigen Sialinsaure an einem
PolySia-Tragerprotein aufgebaut. An dieses Grundgerist kénnen dann die beiden
Polysialyltransferasen weitere Sialinsduren ankoppeln (Abb. 4) (Schnaar, Gerardy-
Schahn, und Hildebrandt 2014, Marx et al. 2007, Galuska, Lutteke, und Galuska 2017,
Johnson et al. 2005). Fir die PolySia-NCAM Verbindung ist bekannt, dass diese an die
Immunglobulindomane 5 des Proteins an 2zwei N-Glykosylierungsstellen mit
2-4 Antennen erfolgen kann (Sato und Kitajima 2013, Liedtke et al. 2001, Schnaar,
Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014). Neben NCAM sind in Vertebraten weitere
Tragerproteine bekannt, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind. Von diesen 8 Proteinen
sind alle zumindest temporar auf der Zelloberflache integriert, sodass PolySia im

Normalfall einen Teil der Glykokalyx bilden kann (Janas und Janas 2011).

16



Neu5Ac

Komplexe N-Glykanstruktur PolySia (n = 8)

‘ Sialinsdure

O Galaktose

. N-Acetylglucosamin
. Mannose

> Fruktose

Abbildung 4: Schematischer Aufbau von PolySia an einem Tragerprotein mittels einer
N-Glykosylierungsstelle. PolySia wird dabei in zwei Darstellungsvarianten gezeigt. Unteren
anderem ist PolySia ubersichtlich als komplexe N-Glykanstruktur (grauer Kasten) mit zwei
Polysialinsaureketten aus jeweils mindestens 8 Sialinsdurebausteinen dargestellt. Diese werden
mittels folgender Glykan-Symbole, Sialinsdure (rosa Raute), Galaktose (gelber Kreis),
N-Acetylglucosamin (blaues Quadrat), Mannose (griner Kreis) und Fruktose (rotes Dreieck)
veranschaulicht. Die komplexe N-Glykanstruktur ist Uber die Aminosdure Asparagin (Asn)
angeheftet an die Polypeptidkette eines PolySia-Tragerproteins (z. B. NCAM). Oberhalb der
Polysialinsaureketten ist der Aufbau des Sialinsdurebausteins N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac)
zu sehen. Markiert sind durch Pfeile die beiden Kohlenstoffatome, die tber die 02,8 glykosidische
Bindung zu PolySia verknipft werden. Unterhalb der Polysialinsdureketten ist als simuliertes
Molekul-Strukturmodell eine mdgliche Konformation von PolySia (aus 20 Sialinsauren) als Kugel-
Stab-Modell dargestellt. Dabei werden die Atome Wasserstoff (grau), Sauerstoff (rot), Kohlenstoff
(turkis) und Stickstoff (blau) farblich differenziert. Diese Darstellungsform zeigt besonders gut die
hohe Wendigkeit und Flexibilitat von PolySia. Datenquellen (Schnaar, Gerardy-Schahn, und
Hildebrandt 2014, Tiralongo et al. 2013) und modifiziert aus (Kihnle, Litteke, et al. 2019)
CC BY 4.0.
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1.2.3 Vorkommen

Bekannte Mikroorganismen und Invertebraten, die PolySia synthetisieren, sind zumeist
pathogene gramnegative Bakterien und Seeigel (Sato und Kitajima 2013, Barry und
Goebel 1957, Egan et al. 1977, SeGall und Lennarz 1979). Dagegen konnte PolySia in
Vertebraten wie Lachsfische (Salmonidae), Voégeln, Amphibien, Reptilien und
Saugetieren wesentlich haufiger identifiziert werden (Sato und Kitajima 2013, Kitajima,
Inoue, und Inoue 1986). Das Vorkommen von PolySia in Bakterien scheint eine
spezifische Anpassung an den Wirtsorganismus darzustellen. Zum Beispiel soll PolySia
an der Oberflache von Bakterien der neuroinvasiven Gattung Neisseria als Maskierung
dienen und somit die Erkennung durch das Immunsystem verringern (Adlam et al. 1987,
Sato und Kitajima 2013, Vimr et al. 2004). In Seeigeln und Lachsfischen konnte PolySia
vermehrt an reproduktiven Organen wie beispielsweise Eiern oder Spermien festgestellt
werden (Sato und Kitajima 2013). Interessanterweise konnte ebenfalls auf humanen
Spermien PolySia entweder an NCAM oder ST8Siall gekoppelt identifiziert werden
(Simon et al. 2013).

In Vertebraten ist polysialyliertes NCAM haufig in sich entwickelnden Organen zu finden
vor allem aber im Gehirn (Sato und Kitajima 2013, Galuska, Lutteke, und Galuska 2017).
Dies lasst sich gut mittels der Expression der beiden a2,8-Polysialyltransferasen im
Gehirn von Mausen nachvollziehen. Diese steigt deutlich an Embryonaltag 11 und
verringert sich ca. ab dem 8. Tag nach der Geburt wieder. In Abhangigkeit zur
Expression der beiden Polysialyltransferasen steigt bzw. sinkt dann der
Polysialylierungsgrad von NCAM (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014,
Oltmann-Norden et al. 2008, Schiff et al. 2009). Dabei wird angenommen, dass die
meisten Nervenzellen irgendwann in ihrer Entwicklung PolySia bilden (Schnaar,
Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Bonfanti 2006). Wie bereits angedeutet ist
polysialyliertes NCAM nicht nur im Gehirn zu finden, sondern vermutlich auch an der
Entwicklung von Herz, Nieren, Testis, Epididymis, Placenta, Bauchspeicheldriise und
dem Respirationstrakt beteiligt (Galuska, Litteke, und Galuska 2017, Simon et al. 2013,
Thiery et al. 1982, Lackie, Zuber, und Roth 1994, 1991, Lackie, Zuber, und Roth 1990,
Simon et al. 2015). Zusammenfassend lasst sich polysialylietes NCAM vor allem
wahrend der Embryonalentwicklung im gesamten Organismus finden. Spater wird es im
Gehirn von Erwachsenen primar in Regionen mit hoher Plastizitat wie beispielsweise
dem Hippocampus oder Bulbus olfactorius gebildet (Kiselyov 2010, Seki und Arai 1993,
Rothbard et al. 1982, Chuong und Edelman 1984).

Auch einige der anderen PolySia-Tragerproteine sind im Gehirn lokalisiert. Allerdings

finden sich einige der Proteine unter anderem auch auf Immunzellen wie Neuropilin-2
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und CCR7 (C-C-Chemokinrezeptor Typ 7) auf dendritischen Zellen oder E-Selectin
Ligand-1 auf Makrophagen (Kiermaier et al. 2016, Werneburg et al. 2016, Curreli et al.
2007). Interessanterweise scheint PolySia-NCAM ebenfalls auf nattrlichen Killerzellen
vorzukommen (Drake et al. 2008).

Zudem soll es moglich sein, dass PolySia gebunden an das Thrombozytenglykoprotein
4 (CD36), einem Protein, welches normalerweise an der Oberflache von Thrombozyten
zu finden ist, in Milch von Mausen und Menschen durch Brustepithelzellen sekretiert wird
(Yabe et al. 2003, Mather 2000). Dies ist nicht das einzige Beispiel fir PolySia-
Tragerproteine die nicht an eine Membran gebunden vorkommen. Durch Ectodomain-
Shedding (auch Abspaltung der Ektodomane genannt) ist es mdglich, PolySia-E-
Selectin Ligand-1 und PolySia-Neuropilin-2 aus Mikroglia oder THP-1 Makrophagen
freizusetzen (Werneburg et al. 2016). Ein ahnlicher Prozess wird fur die Isoform PolySia-
NCAM-140 aus Lungenepithelzellen beschrieben (Ulm et al. 2013).

1.2.4 Eigenschaften und Funktionen

Eine Besonderheit ist, dass PolySia im Gegensatz zu anderen Glykanstrukturen durch
die beiden a2,8-Polysialyltransferasen in Saugern nur an ein paar ganz spezifische
Tragerproteine angeheftet wird (Tabelle 1) (Galuska, Litteke, und Galuska 2017).
Aufgrund dieser spezifischen Synthese scheint PolySia je nach Bedarf in der Lage zu
sein, multifunktionalen Aufgaben in Organismen zu Ubernehmen. Ganz spezielle
Eigenschaften helfen PolySia dabei bestimmte Funktionen ausfuhren. Zum einen fugt
jede eingebaute Sialinsdure durch die Carboxylgruppen eine negative Ladung hinzu,
wodurch man bei PolySia auch von einem polyanionischen Glykan sprechen kann
(Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Galuska, Litteke, und Galuska
2017). Des Weiteren kann der Polymerisierungsgrad von PolySia sehr hoch sein. In den
Gehirnen von Mausen konnte beispielsweise eine Kettenlange von Uber
90 Sialinsaureresten an NCAM detektiert werden (Galuska et al. 2008). Die Kettenlange
von PolySia ist aber je nach Gewebe und Bedarf sehr verschieden, so betragt PolySia
auf humanen Spermien oder durch Lungenepithelzellen gebildetes PolySia einen
Polymerisationsgrad von Uber 40 Sialinsduren (Sato und Kitajima 2013, Simon et al.
2013, Isomura, Kitajima, und Sato 2011, Ulm et al. 2013). Die Bedeutung der
Kettenlange wird besonders bei der Untersuchung der mutierten Polysialyltransferase
vom Typ ST8Sia Il aus Schizophrenie Patienten klar, die unter anderem verkirzte
PolySia-Ketten synthetisieren (Isomura, Kitajima, und Sato 2011). Als Letztes hat
PolySia aufgrund der rotierbaren Sialinsdure-Bindungen je nach Lange einen hohen

Freiheitsgrad und kann entsprechend unterschiedliche Strukturen einnehmen (Sato und
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Kitajima 2013). Gut erkennbar ist dieser Freiheitsgrad an der Interaktion von PolySia mit
anderen Proteinstrukturen. Eine davon ist die Endo-N-Acetylneuraminidase (EndoN) aus
Bakteriophagen, die in der Lage ist, PolySia zu schneiden. Ein anderes Beispiel sind die
Histoneoktamere, in dessen Furchen sich anstatt von DNA auch PolySia anlagern kann.
Normalerweise scheint PolySia in einer Helikalen-Struktur vorzukommen bei
Proteinbindung scheint es PolySia méglich zu sein, seine Passform weitestgehend an
die jeweiligen Porteinbindestellen anzupassen (Schnaar, Gerardy-Schahn, und
Hildebrandt 2014, Galuska, Dambon, et al. 2017, Schulz et al. 2010, Yamasaki und
Bacon 1991).

Wie sich alle diese Eigenschaften auf die Funktion von PolySia auswirken, lasst sich gut
an Beispielen zu NCAM im Saugergehirn darstellen. NCAM wird nicht immer durch
PolySia posttranslational modifiziert. Ist NCAM ohne PolySia auf der Zelloberflache,
interagiert es unter anderem mit benachbarten NCAM-Proteinen auf anderen Zellen oder
mit Proteoglykanen der extrazellularen Matrix. Dadurch sorgt es z. B. fur stabile
Interaktionen mit den umliegenden Zellen und Geweben. PolySia dient dabei als
Negativ-Regulator von Zellinteraktionen. Wird NCAM mit PolySia modifiziert gebildet,
kann diese Interaktion mit anderen Zellen nicht eingegangen werden bzw. kann gelost
werden (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Rutishauser et al. 1985,
Rutishauser et al. 1988). Die langen flexiblen Ketten bilden dabei ein Art Schild um
NCAM. Dies geschieht, indem die negative Ladung an den Carboxylgruppen von PolySia
besonders viel Wasser binden. Diese Hydratation von PolySia-NCAM nimmt ein grofies
Volumen ein, das durch die Lange und den Freiheitsgrad von PolySia noch erhért wird
(Rutishauser 2008, Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014). Mehrere PolySia-
Ketten an einem Protein bewirken zusatzliche repulsive Wechselwirkung und verstarken
dadurch den beschriebenen Effekt (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014,
Sapon et al. 2018).

Zusatzlich ist es mdglich, dass die Bindung von PolySia an NCAM andere Interaktionen
mit unterschiedlichen Proteinen und Rezeptoren beeinflusst. Darunter fallt z. B. die
Erkennung durch den Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptor (FGF-R). Bei einer
Bindung von PolySia an diesen Rezeptor kann dessen Signaltransduktion unterbrochen
werden (Kiselyov 2010, Kiselyov et al. 2003, Williams et al. 1994). Naturlich ist es
PolySia auch moglich, eigenstandige Interaktionen beispielsweise mit dem
extrazellularen Histon H1 oder dem Wachstumsfaktor BDNF (Brain-derived neurotrophic
factor) einzugehen (Janas und Janas 2011, Mishra et al. 2010). BDNF ist ein
Neurotrophin und sorgt bei Bindung an den p75 Neurotrophin Rezeptor unter anderem
fir das Wachstum und die Entwicklung unreifer Neuronen als auch das Uberleben von

ausgewachsenen Neuronen. Es wird vermutet, dass BNDF durch die Bindung an
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PolySia angereichert und gespeichert wird, um danach leichter von den héher affinen
Rezeptoren erkannt zu werden (Sato und Kitajima 2013, Ono et al. 2012). Diese
Bindungspartner zeigen, dass sich die Funktionen von NCAM grundlegend verandern
koénnen, je nachdem, ob es mit oder ohne PolySia gebildet wird. Dadurch ist es PolySia-
NCAM mdglich, viele Prozesse im Nervensystem zu beeinflussen. Darunter sind unter
anderem Zellmigration, neuronale Plastizitat, Wachstum von Axonen und Neurogenese,
so wie die Aktivierung neuronaler Reparaturmechanismen (Bonfanti 2006, Janas und
Janas 2011, Rutishauser et al. 1988). In Mausen mit veranderter PolySia wirken sich
diese Prozesse Ubergeordnet vermutlich auch auf die Lern- und Gedachtnisfahigkeiten
als auch den circadianen Rhythmus und das Sozialverhalten aus (Sato und Kitajima
2015, Rutishauser 2008). PolySia negative Mause, bei denen beide
Polysialyltransferasen ausgeschaltet sind, Uberleben hingegen maximal 8 Wochen und
haben ein reduziertes Gewicht im Vergleich zu Mausen mit jeweils nur einem defekten
Allel (Weinhold et al. 2005, Angata et al. 2007, Sato und Kitajima 2013).

Weitere Untersuchungen an Mausmutanten, denen die ST8Sia IV fehlte, ergaben, dass
CCRY7 ein weiteres Tragerprotein von PolySia ist, welches auf dendritischen Zellen zu
finden ist. Dabei stellte man zuerst eine verringerte Zelldichte in den sekundaren
lymphatischen Organen fest. Diese beruhte darauf, dass CCR7 nur mit der Modifikation
durch PolySia seinen Liganden CCL21 binden kann (Kiermaier et al. 2016). CCL21 wird
durch Zellen in die sekundaren lymphatischen Organe ausgeschittet und dient
normalerweise zur chemotaktischen Wanderung der dendritischen Zellen in die
sekundaren lymphatischen Organe (Forster, Davalos-Misslitz, und Rot 2008). In ST8Sia
[V-Mutanten Mausen wird diese Wanderung inhibiert, was unter anderem zu einer
verringerten Reaktion auf inflammatorische Signale flhrt (Kiermaier et al. 2016).
Interessanterweise kommt auch polysialyliertes Neuropillin-2 auf dendritischen Zellen
vor und scheint ebenfalls Einfluss auf die Zellmigration mittels CCL21 zu haben (Rey-
Gallardo et al. 2011, Curreli et al. 2007). Wird PolySia von dendritischen Zellen mittels
EndoN entfernt, werden mehr T-Zell aktiviert (Curreli et al. 2007).

PolySia ist aber nicht nur in der Lage das Immunsystem zu beeinflussen, indem es die
Migration von Zellen beeinflusst. Eine weitere Regulationsmdglichkeit, stellt die bereits
erwahnte Freisetzung von polysialyliertem E-Selectin Ligand-1 und Neuropilin-2 aus
dem Golgi-Apparat von Mikroglia und THP-1 Makrophagen dar (Werneburg et al. 2016).
Beide polysialylierten Proteine kommen im Golgi-Apparat der Zellen vor und werden
nach Stimulation eines pro-inflammatorischen Reizes mittels LPS an die Zelloberflache
transportiert. Metalloproteasen schneiden dabei vermutlich die auf der Zelloberflache
assoziierten und polysialylierten Domanen der Proteine ab. Danach kommt es durch das

freigesetzte PolySia zu einem negativen Feedback-Mechanismus, der die
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pro-inflammatorische Reaktion verringert (Werneburg et al. 2016). Ein ahnlicher
Mechanismus, der unter anderem ebenfalls durch LPS ausgelést werden kann, ist in
Lungenepithelzellen beschrieben worden. Hierbei wird die polysialylierte Isoform
NCAM-140 mittels Metalloproteasen abgeschnitten. Dadurch kann die verkiirzte Isoform
NCAM-110 extrazellular freigesetzt werden (UIm et al. 2013). Der positive Effekt dieser
Freisetzung kdnnte ein Schutz vor zytotoxischen extrazellularen Histonkomplexen oder
Nukleosomen darstellen, die unter anderem von neutrophilen Granulozyten unter
pro-inflammatorischen Bedingungen freigesetzt werden konnen (Ulm et al. 2013,
Villanueva et al. 2011).

Das synaptische Zelladhasionsprotein (SynCAM1) ist ein weiteres Protein, dass im
Gehirn von postnatalen Mausen gebildet wird und mit PolySia modifiziert ist (Galuska
et al. 2010). SynCAM1 gehort zur gleichen Immunglobulin-Superfamilie wie NCAM. Es
besitzt ahnliche adhasive Eigenschaften zu benachbarten SynCAM1 Molekulen, die bei
polysialylierten-SynCAM1 ebenfalls durch repulsive Wechselwirkung ersetzt werden
kénnen. Es wird in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (auch NG2-Gliazellen) gebildet
(Galuska et al. 2010, Muhlenhoff et al. 2013). Diese Zellen kénnen sich zu
myelinisierenden Oligodendrozyten, Astrozyten oder Neuronen entwickeln (Giza und
Biederer 2010, Zhu, Bergles, und Nishiyama 2008, Belachew et al. 2003).
Interessanterweise scheint polysialylierten SynCAM1 wie auch polysialyliertes
Neuropillin oder E-Selectin Ligand-1 in (Subpopulation) diesen Zellen im Golgi-Apparat
gelagert zu werden. Durch Depolarisation dieser Zellen ist es méglich, dass PolySia-
SynCAM1 zuerst an die Zelloberflache transportiert wird. Spater ist es dann nicht mehr
detektierbar. Wodurch PolySia von der Zelloberflache verschwindet, ist nicht bekannt
(Werneburg et al. 2016, Werneburg et al. 2015). Generell scheint PolySia aber durch
unterschiedliche Reize aus dem Golgi-Apparat an die Zelloberflache beférdert werden
zu kénnen. Zusammengefasst sprechen die wenigen Tragerproteine als auch die zuvor
erwdhnte spezifische Bildung und Freisetzung von PolySia fur eine hohe
Funktionsspezifitdt und exakte Verwendungsziele, die vermutlich durch die beiden
Polysialyltransferasen reguliert werden.

Neben den vielen Organismus unterstitzenden Fahigkeiten von PolySia kdnnen es
einige Bakterien wie bereits erwahnt nutzen, um sich vor dem Immunsystem zu
schitzen. Dazu kommt noch, dass auch in vielen Metastasen bildenden Krebsarten und
neuronalen Krankheiten, PolySia fehlreguliert vorkommt (Ting Zhang 2014, Sato und
Kitajima 2013).
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Tabelle 1: Ubersicht der PolySia-Tragerproteine. Aufgelistet sind alle Proteine inklusive
Abklrzungen und die entsprechenden Veroffentlichungen sortiert nach Jahreszahl ihrer
Entdeckung. Zusatzlich wird dargestellt, wie hoch der Anteil an PolySia-Tragerproteinen ist, der
einen Einfluss auf das Immunsystem hat und als Zelloberflachenprotein bekannt ist. Zur besseren
Nachverfolgbarkeit sind die Proteinnamen in Englisch aufgefiihrt. Modifiziert aus (Galuska,
Lutteke, und Galuska 2017).

Einfluss auf Zellober-

Tragerproteine Entdeckung das flichen-

Immunsystem protein

Neural cell-adhesion _ _
(Finne 1982, Finne et

1| molecule (NCAM auch X X
al. 1983)

CD56)

2 | Sodium channel a-subunit (Zuber et al. 1992) - X
Platelet glycoprotein 4 o

3 (Yabe et al. 2003) vielleicht X
(CD36)

4 | Neuropilin-2 (NRP2) (Curreli et al. 2007) X X

Synaptic cell adhesion
5 (Galuska et al. 2010) (x) X
molecule (SynCAM1)

a-2,8-sialyltransferase 8B

6 _ (Simon et al. 2013) X (x)
(ST8Siall)
o (Werneburg et al.
7 | E-selectin ligand-1 (ESL-1) X X
2016)
8 Central chemokine receptor (Kiermaier et al.
X X
7 (CCRY7) 2016)

1.3 Neutrophile Granulozyten und neutrophile extrazellulare Fallen

1.3.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten, haufig auch nur Neutrophile genannt, sind Zellen der
Immunabwehr, die sich aus Stammzellen im Knochenmark entwickeln und
ausdifferenziert im Blutkreislauf von Vertebraten zirkulieren (Kruger et al. 2015, Leiding

2017). Neben Monozyten, eosinophilen und basophilen Granulozyten stammen
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Neutrophile von myeloischen Vorlauferzellen ab (Branzk und Papayannopoulos 2013).
Im Blut machen Neutrophile bis zu 70 % der Leukozyten aus und sind damit die
haufigsten weiRen Blutzellen. Neutrophile Uberleben dabei meist nur einen kurzen
Zeitraum von durchschnittlich 5,4 Tagen (Pillay et al. 2010, Nissen 2019).

Angelockt und aktiviert von Zytokinen und anderen Chemoattraktoren migrieren sie
meist als erste Zellen an Infektionsherde im ganzen Organismus und gehéren somit zur
angeborenen Immunantwort (Nissen 2019, Keller und Sorkin 1968, Branzk und
Papayannopoulos 2013). Dabei besitzen sie einige nultzliche Eigenschaften und
Funktionen im Kampf gegen Pathogene. Neutrophile haben einen polymorphkernigen
Nukleus mit 3-5 lappenférmigen Segmenten, der vermutlich benétigt wird, um besser
durch enge Zellzwischenrdume wandern zu kdnnen (Abb. 5) (Skinner und Johnson
2017). Die Proteinexpression ist in ausdifferenzierten Neutrophilen sehr gering. Aus
diesem Grund besitzen Neutrophile eine Vielzahl von Versikeln, die Granula genannt
werden und mit Uber 700 unterschiedlichen, vor allem antimikrobiellen Proteinen gefullt
sind (Kruger et al. 2015, Rarvig et al. 2013). Man kann die Granula nach ihrem Inhalt in
mindestens vier Typen einteilen. Primare oder azurophile Granula enthalten unter
anderem viele proteolytische Enzyme wie Myeloperoxidase (MPO), neutrophile
Elastase, Lysozym, Hydrolasen, Serinproteasen und Defensine. Sekundare oder
spezifische Granula kommen nur in Neutrophilen vor und enthalten vor allem
antimikrobielle Komponenten wie Lactoferrin und Lysozym. Tertiare oder auch
gelatinase Granula enthalten, wie der Name schon sagt, vor allem die Metalloprotease
Gelatinase. Als Letztes werden noch sekretorische Vesikel beschrieben, die
hauptsachlich fur die Lagerung von Membranen-Rezeptoren und Zytokinen
verantwortlich sind (Faurschou und Borregaard 2003, Branzk und Papayannopoulos
2013, Borregaard, Sgrensen, und Theilgaard-Ménch 2007). Durch diese gute
Vorbereitung haben Neutrophile relativ schnell die Mdglichkeit, mittels unterschiedlicher
Mechanismen Pathogene zu bekdmpfen (Borregaard, Sgrensen, und Theilgaard-Ménch
2007). Sie sind z. B. in der Lage, Mikroorganismen zu phagozytieren. Dabei werden die
Mikroorganismen durch Einstlilpung der Membranen verschlungen und es bildet sich ein
Phagosom. Dieses wird danach vor allem mit primaren und sekundaren Granula
fusioniert, wodurch es mdglich ist, die aufgenommenen Zellen zu lysieren (Kruger et al.
2015, Brinkmann und Zychlinsky 2007). Aufgrund dieser Fahigkeit werden Neutrophile
auch zu den Phagozyten gezahlt. Zusatzlich kbnnen Neutrophile ihre Granula und damit
alle antimikrobiellen Proteine und Enzyme freisetzen, um direkt gegen Pathogene zu
wirken. Dieser Prozess wird auch Degranulation genannt (Brinkmann und Zychlinsky
2007, Borregaard, Sgrensen, und Theilgaard-Ménch 2007). Einen weiteren

Abwehrmechanismus stellt die Produktion und Freisetzung von reaktiven
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Sauerstoffspezies (ROS) dar. Verantwortlich daflr ist im ersten Schritt die Etablierung
des membranenstandigen NADPH Oxidase-Komplexes, der molekularen Sauerstoff zu
Hyperoxid-Anionen umwandelt. Durch weitere Umsetzung mittels Enzymen wie der
Superoxid-Dismutase und der Myeloperoxidase entstehen weitere sehr reaktive und
kurzlebige Sauerstoffspezies. Diese kénnen z. B. Proteine, Nukleinsduren und andere
Molekile durch Oxidation schadigen (Winterbourn, Kettle, und Hampton 2016,
Brinkmann und Zychlinsky 2007). Als vierten und letzten Mechanismus konnen
Neutrophile einen sogenannten ,Suizid“ begehen, der zur Freisetzung von neutrophilen
extrazelluldren Fallen (NET) fuhrt. Dabei werden einige der vorher beschriebenen
Fahigkeiten kombiniert, um ein Netz aus dekondensierter DNA gespickt mit
antimikrobiellen Proteinen freizusetzen (Abb. 6), dass Mikroorganismen und Pathogene
immobilisiert und attackiert (Brinkmann et al. 2004, Brinkmann 2018) (Dieser Prozess
soll im folgenden Kapitel 1.3.2 weiter beleuchtet werden). Welcher dieser
Abwehrmechanismen aktiviert wird muss jedoch extrem gut reguliert werden, weshalb
auch genetische Defekte und fehlregulierte Neutrophile sich in Krankheiten wie
Infektionen, unterschiedliche Neutropenien, septische Granulomatose, dem
Leukozytenadhasionsdefekt, dem Mangel an spezifischen Granula oder dem WHIM-

Syndrom auspragen kénnen (Kruger et al. 2015, Leiding 2017).
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Abbildung 5: Aufbau von neutrophilen Granulozyten. Schematischer Aufbau eines Granulozyten
(A) mit segmentiertem Zellkern und Granular (Vesikeln). Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
von neutrophilen Granulozyten (B). Anfarbung der Kernstruktur mittels Hoechst (links) und
Darstellung der Zelldimensionen und der Kernstrukturen mittels Hoechst und Durchlicht (rechts).
Modifiziert aus (Klhnle, Litteke, et al. 2019) CC BY 4.0.

1.3.2 Neutrophile extrazellulare Fallen

Die zelluldre Ausschittung eines klebrigen Netzwerkes aus langen DNA-Fasern und
antimikrobiellen Proteinen wurde zuerst durch Brinkmann et. al. 2004 beschrieben
(Brinkmann et al. 2004). Dabei scheint die Freisetzung von neutrophilen extrazellularen
Fallen aus neutrophilen Granulozyten eine generelle Fahigkeit des angeborenen
Immunsystems von Vertebraten zu sein und kommt beispielsweise bei Menschen,
Pferden, Mausen, Kiihen oder Fischen vor. Interessanterweise gilt die NETose jedoch
ebenfalls als Modulator der adaptiven Immunantwort (Brinkmann und Zychlinsky 2007,
Hasler, Giaglis, und Hahn 2016). Induziert wird die Freisetzung zumeist von den
Organismen, gegen die diese Netze gerichtet sind. Darunter fallen Bakterien, Pilze,

Viren, und Parasiten (Branzk und Papayannopoulos 2013). Aber auch viele andere
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Substanzen wie Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), korpereigene Zytokine oder
Fremdzellen wie Spermien im weiblichen Reproduktionstrakt kénnen zur Induktion von
NETose flhren (Brinkmann et al. 2004, Branzk und Papayannopoulos 2013, Alghamdi
und Foster 2005, de Buhr und von Kéckritz-Blickwede 2016).

NETose stellt ein aktives, vorteilhaftes Zellsuizid-Programm dar, welches sich klar von
anderen Prozessen wie Nekrose oder Apoptose angrenzen lasst (Fuchs et al. 2007,
Goldmann und Medina 2013). Der rezeptorunabhdngige Mechanismus der NETose,
vermittelt durch PMA, soll im folgendem Ubersichtlich beschrieben werden (Brinkmann
2018). Generell wird NET jedoch Uber unterschiedliche, sich kreuzende Mechanismen
und Wege ausgeschuttet (Kenny et al. 2017, Goldmann und Medina 2013). Neutrophile
sind im ersten Schritt in der Lage, PMA Uber die Protein-Kinase C zu binden. Es kommt
unter anderem zur Ca Freisetzung und zur Aktivierung der NADPH Oxidase die
daraufhin mit der Produktion von ROS beginnt (Goldmann und Medina 2013, Brinkmann
2018, Fuchs et al. 2007). Durch diese ROS Produktion ist es moglich, mittels der MPO,
neutrophile Elastase aus einem Membranen-standigen Komplex der azurophilen
Granula herauszuldsen. Die neutrophile Elastase wandert daraufhin in den Zellkern und
die DNA im Nukleus wird dekondensiert (Papayannopoulos et al. 2010, Metzler et al.
2014, Parker et al. 2012). Parallel kommt es im Zytoplasma zur Autophagie und zur
Vakuolisierung der Granula (Remijsen et al. 2011). Zusatzlich sorgt das
zytoplasmatische Ca fur die Aktivierung der Protein-Arginine Deiminase 4 (PAD4). Diese
wandert ebenfalls in den Zellkern und beginnt mit der Citrullinierung der Histon-
assoziierte Aminosaure Arginin. Infolge dessen kommt es zur verstarkten
Dekondensierung der DNA-Fasern (Wang et al. 2009, Neeli, Khan, und Radic 2008,
Neeli et al. 2009). Anschlielend kommt es einerseits zum Zerfall der Kernmembranen
und andererseits zur Freisetzung der Granula Proteine ins Zytoplasma. Letztendlich
werden die antimikrobiellen Proteine mit der DNA gemischt. Daraufhin kommt es zur
Ruptur der Plasmamembranen und zur Freisetzung von NET (vergleiche z. B. Abb. 9
oder Publikation 1 Abbildung 7) (Fuchs et al. 2007, Goldmann und Medina 2013,
Brinkmann 2018). Die Volumenexpansion von NET kann um das 10 bis 15-Fache gréf3er
sein als das urspringliche Zellvolumen (vergleiche Mal3stdbe der Abb. 6 und 7 B)
(Brinkmann und Zychlinsky 2012).

Der Mechanismus zur Ausschittung von NET kann je nach Art und Menge der
Induktionsquelle von einigen Minuten bis zu einigen Stunden dauern (Okubo et al. 2016,
Parker et al. 2012, Brinkmann et al. 2004). Bei der Induktion mittels PMA wird jedoch
von einer Zeit von etwa 2-4 Stunden ausgegangen (Fuchs et al. 2007, Brinkmann 2018,
Branzk und Papayannopoulos 2013). Der Vollstandigkeit halber ist zu erwahnen, dass

eine schnellere Freisetzung von NET (5-60 min), beispielsweise durch das Bakterium
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Staphylococcus aureus, ausgeldst werden kann. Dabei wird nur ein kleiner Teil der DNA
ausgeschilittet (Pilsczek et al. 2010, Branzk und Papayannopoulos 2013, Phillipson und
Kubes 2011). AulRerdem sind Prozesse bekannt, bei denen die Zellen erhalten bleiben
und nur mitochondriale DNA ausgeschuittet wird (Phillipson und Kubes 2011, Yousefi et
al. 2009). Eosinophile, Mastzellen und Makrophagen kénnen einen ahnlichen Prozess,
der ,ETose" genannt wird, durchfiihren (Branzk und Papayannopoulos 2013). Von
einigen Bakterien ist bereits bekannt, dass sie wirkungsvolle Mechanismen gegen NET
entwickelt haben. Einer der einfachsten durfte die Freisetzung von DNasen sein, um sich
aus dem klebrigen DNA-Fasern zu befreien (Brinkmann und Zychlinsky 2007, 2012).
Die Hauptkomponenten von NET stellen DNA und Histone dar. Die Histone liegen in
NET teilweise dekondensiert und citrullinisiert vor. Diese frei zugénglichen Histone
werden zu den zytotoxischen Komponenten von NET gezahlt (Saffarzadeh et al. 2012,
Brinkmann et al. 2004). Daneben kommen interessanterweise vor allem Proteine der
vier beschriebenen Granulatypen vor, jedoch kaum zytoplasmatische Proteine
(Brinkmann et al. 2004). Einige weitere Hauptkomponenten von NET sind die MPO,
sowie die Serinproteasen: neutrophile Elastase, Proteinase 3 und Cathepsin G.
Zusatzlich kommen antimikrobielle Komponenten wie Lactoferrin, Lysozym,
a-Defensine, Azurocidin, Calprotectin und bakterien-permeabilisierendes Protein vor
(Nel et al. 2016, Brinkmann et al. 2004).

Zusammengefasst zeigt sich besonders, dass die Regulation von NET von hoher
Bedeutung ist (Amulic und Hayes 2011, Brinkmann 2018). Einerseits die vielen
Induktionsmoglichkeiten und intrazellularen Reaktionswege, andererseits die enorme
Menge an Proteinen, Peptiden und DNA, die freigesetzt wird und potenziell auf andere
Prozesse unter anderem andere Immunzellen im Organismus wirken kdnnen
(Brinkmann et al. 2004, Hasler, Giaglis, und Hahn 2016). Beides macht die NETose zu
einem hoch komplexen Prozess, der den direkten Vorteil bietet, dass viele Pathogene
immobilisiert und abtétet werden. Die NETose und ihre Mechanismen haben allerdings
auch einige Nachteile. Diese haufig auch ,dunkle Seite von NET“ genannten Nachteile
bestehen vor allem aus der mdglichen Ausprdgung oder Verstarkung von
Autoimmunkrankheiten wie systemischer Lupus erythematodes oder Gicht, von
Unfruchtbarkeit, von Lungenkrankheiten wie zystische Fibrose oder chronisch
obstruktive Lungenerkrankung (COPD), von septischen Entziindungsreaktionen und von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen z. B. Thrombosen (Amulic und Hayes 2011, Brinkmann
und Zychlinsky 2007, 2012, Brinkmann 2018, Hahn et al. 2012, Kaplan und Radic 2012,
Hasler, Giaglis, und Hahn 2016, Nel et al. 2016, Ulm et al. 2013, Brinkmann et al. 2004).

Aus diesem Grund ist ein Anliegen der aktuellen Wissenschaft mehr Uber NET zu
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erfahren, als auch Faktoren zu finden, die Einfluss auf NET haben oder es komplett
inhibieren kénnen (Brinkmann 2018, Nel et al. 2016).

A B

Abbildung 6: Mikroskopische Aufnahmen durch neutrophile Granulozyten freigesetzter NET-
Fasern. Darstellung der NET-Fasern mittels DNA in blau, Lactoferrin in grin (A) und
polysialylierten rot fluoreszierende Beats (B). Mal3stabes jeweils 20 um. (A) Eigene Aufnahme.
(B) Madifiziert aus (Kihnle, Litteke, et al. 2019) CC BY 4.0.

1.4 Basis und Uberschneidungspunkte von Lactoferrin, PolySia und NET

Als Ubersicht mit Beginn dieser Arbeit waren bereits folgende wissenschaftliche

Publikationen und Daten bekannt, die Einfluss auf die Forschung dieser Arbeit hatten.

1.4 1 Lactoferrin und NET

Okubo et. al. 2016 konnte zeigen, dass exogenes Lactoferrin allein die Freisetzung von
NET-Fasern aus Neutrophilen inhibiert (Abb. 7 B) (Okubo et al. 2016). Dabei konnte die
Gruppe nachweisen, dass die zu Beginn ablaufenden Signalkaskaden der NETose nicht
beeinflusst wurden. Darunter fallen beispielsweise die Produktion von ROS, die Histone
H3 Citrullinierung mittels PAD4 oder die Histondegradation, vermittelt durch die
neutrophile Elastase. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass Lactoferrin eine Art
Schild um Neutrophile bildet, der die Freisetzung von NET durch die Instandhaltung der
Zellmembranen inhibiert. Dadurch bestand ein klarer Zusammenhang zwischen der
NET-Inhibition und Lactoferrin.

Interessanterweise vermutete die Gruppe ebenfalls eine Interaktion von Lactoferrin mit
der bereits freigesetzten NET-DNA (ber Ladungswechselwirkungen mit der

Lactoferricin-Domane (Okubo et al. 2016).
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1.4.2 PolySia, NET und Histone

Histone sind eine der toxischsten Komponenten der NETose und liegen in NET-Fasern
teilweise dekompensiert vor. Dadurch sind Histone nicht nur zytotoxisch fir bakterielle
Zellen, sondern auch flr endogene Zellen und stehen deshalb besonders unter dem
Verdacht, viele der mit NET im Zusammenhang stehenden Krankheiten zu beeinflussen
(Ulm et al. 2013, Saffarzadeh et al. 2012). PolySia ist es allerdings maoglich, Histone zu
binden und deren zytotoxische Eigenschaften zu neutralisieren (Saffarzadeh et al. 2012,
Zlatina, Lutteke, und Galuska 2017). Dabei binden die Zuckerketten auch Bereiche der
Histone, die fur die Interaktion mit der DNA verantwortlich sind (Abb. 7 A) (Ulm et al.
2013, Saffarzadeh et al. 2012, Galuska, Dambon, et al. 2017, Zlatina et al. 2018). Die
potenzielle biologische Bedeutung der PolySia-abhangigen Inaktivierung der
zytotoxischen Wirkung von Histonen aus NET wurde bereits in Zusammenhang
mehrerer physiologischer und pathologischer Prozesse diskutiert (Ulm et al. 2013,
Simon et al. 2015, Zlatina et al. 2018). Ein Beispiel hierfur ist die Protektion von Spermien
nach der Kopulation, wobei es zur Rekrutierung von Neutrophilen kommt. Die Bildung
von NET kénnte die Fertilitat negativ beeinflussen, indem zu viele Spermien nach der
Paarung im DNA-Netzwerk gefangen und abgetétet werden (Hahn et al. 2012). Es wird
jedoch angenommen, dass die im Ejakulat nachgewiesenen DNasen fir die Freisetzung
der Spermien und die auf Spermien frei vorkommenden PolySia flr die Protektion gegen
extrazellulare Histone sorgen. Da solche funktionellen Nachbarschaften aus NET und
PolySia auch im Zusammenhang mit anderen inflammatorischen Prozessen stehen,
wurden bereits Strategien erdacht, um polysialylierte Nanopartikel oder Muzine als
zytoprotektive Makromolekille gegen extrazellulare Histone einzusetzen (Galuska,
Galuska, et al. 2017, Zlatina und Galuska 2019, Galuska, Dambon, et al. 2017, Zlatina,
Litteke, und Galuska 2017, Zlatina et al. 2018).

1.4.3 Lactoferrin und PolySia

Sowohl Lactoferrin als auch PolySia kommen in zahlreichen Korperflissigkeiten vor und
sind beide in inflammatorische Prozesse wie die NETose involviert. Der erste
Zusammenhang zwischen Lactoferrin und PolySia kam jedoch erst dadurch zustande,
dass nach der Isolierung von PolySia aus Milch, Blut und Ejakulaten auch Lactoferrin im
Prazipitat durch Rhea Veelken nachgewiesen wurde (Kihnle, Veelken, et al. 2019). Da
Lactoferrin selbst keine PolySia-Ketten tragt, war eine mdgliche Interaktion zwischen

den Biomolekulen denkbar.
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PolySia

Histone

Abbildung 7: Uberblick bekannter Fahigkeiten von PolySia und Lactoferrin. (A)

Molekulardynamische Simulation von 4 PolySia-Ketten (mit je 20 Sialinsaurebausteinen) die nach
6 ns ein Histonoktamer binden. Die tberlagerte DNA veranschaulicht, dass PolySia sehr ahnliche
Regionen der Histone bindet. a-Helices sind in dunkelblau und p-Faltblatter sind in rot dargestellt.
Die Raumforderung der Aminosauren wird durch eine dynamische Oberflachenstruktur (grau)
angedeutet. (B) Ubersicht einer NET stimulierten Zelle nach Zugabe von Lactoferrin. Diese stellen
eine Wiederholung und Bestatigung der Experimente nach Okobu et al. 2016 dar (Okubo et al.
2016). Einzelausschnitt eines Videostapels von einem neutrophilen Granulozyten nach der
Induktion mit PMA und Behandlung mit Lactoferrin. Die Position des Bildes in der Zelle ist rechts
oben (blaue Linie) als Querschnitt abgebildet. Die DNA (blau) ist Uber das ganze Zellinnere
verteilt. Extrazellulares Lactoferrin (griin) lagert sich an der Zelloberflache an. Der MaRstab
betragt 10 um. Modifiziert aus (Kihnle, Veelken, et al. 2019, Galuska, Dambon, et al. 2017) beide
CCBY 4.0.
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1.5 Zielsetzung

Aus den in Kapitel 1.4 beschriebenen Uberschneidungspunkten zwischen NET,
Lactoferrin und PolySia ergaben sich folgenden Fragestellungen, die innerhalb meiner

Doktorarbeit bearbeitet wurden:

1. Konnen Lactoferrin und PolySia miteinander interagieren und wie sieht diese
Interaktion im Detail aus?

2. Haben die Bereiche von Lactoferrin eine biologische Aktivitdt und wird diese
durch die Interaktion beeinflusst?

3. Welchen Einfluss hat das Zusammenspiel zwischen Lactoferrin und PolySia auf

die NETose sowie auf NET?
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2. Ubersicht der Publikationen

2.1 Zusammenfassung der ersten Publikation

»Polysialic acid interacts with lactoferrin and supports its activity to inhibit the release of

neutrophil extracellular traps*

In der ersten Veroffentlichung wird die Interaktion von PolySia mit Lactoferrin in humaner
Milch, Ejakulat und Blutserum nachgewiesen. Die nicht kovalente Bindung konnte
daraufhin naher charakterisiert werden, indem der fir die Bindung nétige
Polymerisationsgrad von PolySia bestimmt und Lactoferricin als mogliches
Bindungsmotiv identifiziert wurde. Als Letztes konnte gezeigt werden, dass PolySia die

Eigenschaft von Lactoferrin, die NET-Freisetzung zu inhibieren, noch verstarken kann.
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Eigenanteil: Andrea Kihnle hat alle Experimente zur biochemischen Charakterisierung
der Polysialinsaure/Lactoferrin-Interaktion  durchgefihrt. Hierzu gehérten die
Interaktionsanalyse mittels nativer Gelelektrophorese, die sie methodisch aufgebaut,
durchgefuhrt und ausgewertet hat (Abbildungen 2, 5 und 6; ergdnzende Abbildung S3).
Die ELISA-Experimente wurden ebenfalls von Andrea Kuhnle entwickelt und
durchgefihrt (Abbildung 6). Zudem wurden alle Zellexperimente von Andrea Kihnle
durchgefuhrt, methodisch durchdacht und ausgewertet (Abbildungen 7 und 8;
erganzende Abbildungen S4 und S5). Die Lebendzellmikroskopie-Experimente wurden
von Andrea Kuhnle in Zusammenarbeit mit Marieke Verleih durchgefihrt (Abbildung 7;

ergdnzende Abbildung S4). Daruber hinaus hat Andrea Kuhnle die grafischen
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Darstellungen der analysierten Mechanismen entworfen (darunter auch Abbildungen 7,
8 und 9).

Rhea Veelken hat die Experimente zur Identifizierung der Interaktion zwischen PolySia
und Lactoferrin durchgefihrt (Abbildungen 1 und 4; erganzende Abbildung S1 und S2).
Die Kettenlangenanalysen (Abbildung 3) wurden von Dr. Max Saftenberger und Rhea
Veelken in Zusammenarbeit mit Dr. Christina Galuska durchgefiihrt. Alle weiteren
Autoren haben keine Experimente durchgefiihrt, sondern haben essenzielle Proben zur
Verfligung gestellt und/oder waren bei der Konzeption der Versuche und Interpretation
der Ergebnisse beteiligt.

Der Originalentwurf des Manuskripts, welcher abschlieiend von allen Autoren editiert

wurde, ist von Andrea Kiihnle und Dr. Sebastian P. Galuska verfasst worden.
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2.2 Zusammenfassung der zweiten Publikation

»Polysialic Acid Modulates the Binding of External Lactoferrin in Neutrophil Extracellular
Traps®

In der zweiten Veroffentlichung wurde die Interaktion von humanem Lactoferrin mit
PolySia mittels einer Molekulardynamik-Simulation detaillierter untersucht. Durch native
Gelelektrophorese konnte gezeigt werden, dass humanes und bovines Lactoferrin
vergleichbar mit PolySia interagieren. Bei beiden Proteinen scheint dabei Lactoferricin
die Hauptinteraktionsdoméane von PolySia zu sein. PolySia beeinflusst die Bindung von
Lactoferrin an NET.
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bis S4) dargestellten Experimenten, die von Kim F. Bornhofft und Dr. Thomas Lutteke
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Der Originalentwurf des Manuskripts, welcher abschliefsend von allen Autoren editiert

wurde, ist von Andrea Kihnle und Dr. Sebastian P. Galuska verfasst worden.
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2.3 Zusammenfassung der dritten Publikation

»1he Bovine Antimicrobial Peptide Lactoferricin Interacts with Polysialic Acid without

Loss of Its Antimicrobial Activity against Escherichia coli*

In der dritten Veroffentlichung wurde es maoglich, durch die Fraktionierung von PolySia
in spezifische DP von nur 1-2 Sialinsdurebausteinen unterschied, die ndétige
Bindungslange zu bovinem Lactoferrin (DP 20-21) und Lactoferricin (DP 10-11) noch
besser einzugrenzen. Aullerdem wurde der Einfluss von PolySia auf Lactoferricins
Fahigkeit untersucht, dass Wachstum von E. coli zu inhibieren. Weder ein PolySia-Mix,
kurzkettige PolySia-Fraktionen noch langkettige Fraktionen hatte einen Einfluss auf die

antimikrobiellen Eigenschaften von Lactoferricin gegen E. coli.
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Kettenlangenfraktionierungen wurden teilweise von Dr. Christina E. Galuska
durchgefuhrt.
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ABSTRACT

Keywords:

Polysialic acid
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Polysialic acid (polySia) is a linear carbohydrate polymer consisting of N-acetylneuraminic acid residues and is
involved in several physiological processes. In the present study, we identified the multifunctional protein
lactoferrin as a novel interaction partner for polySia. Lactoferrin co-precipitated when polySia was isolated from
human blood, milk, and semen samples. The interaction between polySia and lactoferrin was verified using a
native gel electrophoresis application, demonstrating that such interaction depends on the degree of poly-
merization. The interaction between the molecules could be inhibited by an antibody against lactoferricin
(LFein), which suggests that the LFcin domain of lactoferrin represents the potential binding area for sialic acid
polymers. Because lactoferrin inhibits the formation of neutrophil extracellular traps (NETs), the potential im-
pact of polySia on this function of lactoferrin was tested. Intriguingly, we observed that polySia increases the
efficiency of lactoferrin to prevent the release of NET fibers. PolySia alone shows no activity. Therefore, together

with lactoferrin, polySia may represent a natural regulatory system of NET release.

1. Introduction

Polysialic acid (polySia) is a negatively charged polysaccharide that
can be generated by two polysialyltransferases (ST8Siall and ST8SiaIV)
on distinct proteins in mammals (Colley, Kitajima, & Sato, 2014;
Harduin-Lepers et al., 2008). The best studied and main polySia carrier
is the neural cell adhesion molecule (NCAM) (Colley, 2010; Colley
et al., 2014; Hildebrandt, Muhlenhoff, & Gerardy-Schahn, 2010). Many
studies have demonstrated that polySia is involved in the development
of the brain and may also contribute to the formation of other organs,
such as the liver, the heart, and the reproductive tract (reviewed in
(Galuska, Lutteke, & Galuska, 2017; Schnaar, Gerardy-Schahn, &
Hildebrandt, 2014)). During organogenesis, polySia modulates several
migration and differentiation processes on the cellular surface due to its
anti-adhesive properties (Colley et al., 2014; Hildebrandt et al., 2010;
Miihlenhoff, Rollenhagen, Werneburg, Gerardy-Schahn, & Hildebrandt,

2013; Rutishauser, 2008; Sato & Kitajima, 2013).

In addition, polySia directly interacts with diverse neuronal growth
factors, which can enrich growth factors on the cellular surface (re-
viewed in (Colley et al., 2014; Sato & Kitajima, 2013)). The binding of
various interaction partners might be possible because of the flexible
structure of polySia, including the chain length and the rotatability of
the glycosidic linkages between the sialic acid residues (Galuska,
Dambon et al., 2017; Lenman et al., 2018; Nagae et al., 2013; Ulm et al.,
2013; Zlatina, Lutteke, & Galuska, 2017).

PolySia is present not only on cell surfaces but also in bodily fluids.
For instance, soluble polysialylated proteins are found in human blood,
milk, and ejaculate (Gluer, Wunder, Schelp, Radtke, & Gerardy-Schahn,
1998; Simon et al., 2013; Szecsi, Dalgaard, Stakemann, Wagner, &
Foltmann, 1989; Yabe, Sato, Matsuda, & Kitajima, 2003). However, the
function of polySia as a soluble component is mostly unknown. Re-
garding semen and blood, it has already been speculated that polySia

* Corresponding author: Institute of Reproductive Biology, Leibniz Institute for Farm Animal Biology (FBN), Germany.

E-mail address: galuska.sebastian@fbn-dummerstorf.de (S.P. Galuska).
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Fig. 1. Lactoferrin is co-precipitated with
polySia. Using affinity precipitation (AP),
polySia chains and putative carrier-/inter-
acting proteins were isolated using human milk
samples. (A) Purified samples were separated
by SDS-PAGE for western blotting with or
without endoN pre-treatment. Immunostaining
was performed with an anti-polySia mAb. (B)
Peptide mass fingerprints of tryptic digests
were obtained by MALDI-TOF-MS, leading to
the identification of lactoferrin. For the com-
plete database report and mass list, see
Supplemental 1 and Supplemental 2, respec-
tively. (C) Using AP, purified samples with and
without endoN pre-treatment were visualized
with an anti-lactoferrin mAb.
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Fig. 2. The interaction between polySia and lactoferrin depends on the degree of polymerization. The interaction of polySia with (A) lactoferrin (8 pg/line) and (B)
control proteins catalase and RNase A (10 pg/line) was analyzed using a native agarose gel system. Proteins were incubated with different amounts of negatively
charged polySia and subsequently separated by electrophoresis. (C) The effect of polySia fractions (5 pg/line) consisting of different degrees of polymerization (DP)
on the migration characteristics of lactoferrin (10 pg/line). Unfractionated polySia was used as a control.

may have a possible cytoprotective function against the cytotoxicity of
extracellular histones (Simon et al., 2013; Zlatina et al., 2018).

One source of such toxic extracellular histones can be neutrophil
extracellular traps (NETs) (Brinkmann & Zychlinsky, 2007; Saffarzadeh
& Preissner, 2013). NETs act as a defense mechanism of neutrophil
granulocytes (Brinkmann & Zychlinsky, 2007; Brinkmann et al., 2004,
2012). After the induction of NET formation, the nuclear DNA of neu-
trophils is decondensated, and the nucleus changes its structure and
fuses with granular vesicles that contain antimicrobial components,
such as elastase and lactoferrin (Fuchs et al., 2007). In the later steps of
this process, the DNA fibers and their binding partners are released. The
resulting meshwork forms an effective “snare” to catch and kill pa-
thogens. However, the excessive presence of extracellular histones has
been discussed as a trigger of several pathological processes, such as
sepsis (Camicia, Pozner, & de Larranaga, 2014; Hashiba et al., 2015; Xu
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el al., 2009). This is because extracellular histones are toxic to en-
dogenous cells (Saffarzadeh et al., 2012; Xu et al., 2009). Intriguingly,
polySia can bind histones and neutralize their cytotoxicity in a chain-
length-dependent manner (Galuska, Dambon et al., 2017; Galuska,
Galuska et al., 2017; Saffarzadeh et al., 2012; Zlatina et al., 2017).
Thus, polySia in semen, milk, and blood might serve as a buffer against
these cytotoxic components of NETSs,

In the present study, we identified a novel binding partner of
polySia, lactoferrin, that is also able to modulate NET processes.
Lactoferrin is an iron-binding protein belonging to the transferrin fa-
mily. Interestingly, its affinity for iron is 260 times stronger than that of
transferrin (Aisen & Liebman, 1972; Metzboutigue et al., 1984). Due to
its ability to capture iron, lactoferrin inhibits bacterial growth (Bullen,
Rogers, & Leigh, 1972; Nazir, Nasir, Yasmeen, & Usman, 2017). How-
ever, lactoferrin is more than just an iron binder (Legrand, 2016; Nazir
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Fig. 3. PolySia can consist of more than 30 sialic acid residues in human milk and serum. PolySia from human milk and serum was isolated by AP using inactive
endoN coupled to magnetic beads. The polySia fraction was used for “mild” DMB labeling. Resulting fluorescently labelled sialic acid polymers of (A) human milk and
(B) serum were separated via anion-exchange chromatography. The chain length is given for selected peaks.
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Fig. 4. PolySia interacts with lactoferrin in human serum and ejaculates. After
AP against polySia, samples purified from (A) serum, and (B) seminal plasma
were analyzed by western blots using mAb against polySia or lactoferrin.

et al.,, 2017; Vogel, 2012). For instance, lactoferrin contains a small
positively charged region at the N-terminus called lactoferricin (LFcin)
(Gifford, Hunter, & Vogel, 2005). During inflammatory processes, this
domain can act as an antimicrobial peptide after its release either by
pepsin (Kuwata, Yip, Tomita, & Hutchens, 1998) or other endogenous/
bacterial proteases (Britigan, Hayek, Doebbeling, & Fick, 1993). In-
triguingly, a recent study showed that lactoferrin forms a “shell” around
activated neutrophils, thus inhibiting the release of NET fibers, the last
step of NETosis (Okubo et al., 2016). Based on the findings of Hirahashi
and colleagues, we tested the possible involvement of polySia in such a
mechanism. The results suggest that interaction with the carbohydrate
polySia increases the capacity of lactoferrin to prevent the release of
NET fibers.
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PolySia [pg]:

Fig. 5. PolySia interacts with LFcin. The interaction of polySia with LFcin
(5 pg/line) was analyzed using a native agarose gel system. LFcin was incubated
with different amounts of polySia and subsequently separated by electrophor-
esis.
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Fig. 6. PolySia binds LFcin domain of lactoferrin. A) The interaction of polySia
with lactoferrin was tested in the presence of an antibody against LFcin.
Different sample settings were loaded and separated by electrophoresis: lacto-
ferrin 5 pg/lane; antibody 1 pg/lane; polySia 5pg/lane. B) ELISA plates were
coated with lactoferrin. To detect lactoferrin, an antibody against LFcin
(-polySia) was applied. In addition, polySia was added before adding the an-
tibody (+polySia). Control (-polySia) was set to 100%. Mean values and
standard deviations of the three independent experiments are displayed in the
diagram. Data sets were analyzed by paired t-test, and the significant difference
is given: **p < 0.01.

2. Material and methods
2.1. Materials

All reagents used were of analytical grade. For all cell culture ex-
periments, lipopolysaccharides (LPS) were removed from polySia (co-

lominic acid; Gerbu, Heidelberg, Germany) as described previously
(Galuska, Dambon et al., 2017).

2.2, Human milk, semen and blood samples

All volunteers provided written informed consent for semen, milk
and blood sample analysis and all samples were anonymized. The
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experiment was approved by the local ethics office of the University of
Giessen, School of Medicine (IDs 05,/00; 77,/00; 67/09).

2.3. Isolation of polySia and western blotting

For affinity precipitation, inactivated endosialidase (endoN), which
can bind but not degrade polySia, was coupled to tosyl-activated
magnetic DynabeadsM-280 (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the
manufacturer’s instructions, as described in (Simon et al., 2013), and
added to the respective samples. After washing, polySia was eluted
using 100 mM triethylamine and 150 mM NacCl and dried in a vacuum
concentrator.

Purified proteins were separated by 7.5% SDS-PAGE under reducing
conditions and transferred onto a PVDF membrane. The binding of anti-
polySia (mAb 735; 1pg/ml) and anti-lactoferrin (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany; 1:3000) was visualized by using a secondary an-
tibody conjugated with horseradish peroxidase (Dako, Hamburg,
Germany) and a chemiluminescence SuperSignal kit (Thermo Fisher
Scientific, Kehl, Germany) as described previously (Hénsch et al., 2014;
Simon et al., 2013, 2015). For the degradation of polySia, aliquots were
treated with endoN (10 pg/ml) for 3 h on ice.

2.4. Glycoproteomics approach

PolySia was isolated as mentioned above and separated by elec-
trophoresis on 10% ready-to-use SDS gels (Bio-Rad, Hercules, CA),
followed by in-gel digestion with trypsin (Promega, Mannheim,
Germany) as previously described in detail (Galuska et al., 2010; Simon
et al., 2013). The resulting peptides were separated with a reversed-
phase (RP) column (PepMap, 3m, 75m, 100 mm, Dionex, Idstein,
Germany) using an Ultimate Nano LC system (Dionex). A linear gra-
dient was applied from 10% acetonitrile, 0.1% formic acid to 60%
acetonitrile, and 0.1% formic acid as described in (Simon et al., 2013).
Peptides were transferred by a Probot (Dionex) onto a prespotted
MALDI-TOF target (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) during RP-
HPLC run. Peptide mass fingerprints of tryptic digests were obtained
using an Ultraflex I TOF/TOF MS (Bruker Daltonics). MS-spectra were
analyzed using FlexAnalysis software 3.0 (both Bruker Daltonics). The
obtained peak lists were used for a Mascot database search (Supplement
1). Peptide masses of potential contamination, such as trypsin, keratin,
and actin, were excluded.

2.5. Native agarose gel electrophorese

For native agarose gels, polySia were separated according to the
chain length and collected as previously described (Galuska, Dambon
et al., 2017; Galuska, Galuska et al., 2017). Unfractionated polySia and
fractionized polySia in addition to inactive endoN were preincubated
with lactoferrin from human milk (Sigma-Aldrich), LFcin (B25; Ba-
chem, Bubendorf, Switzerland), catalase from bovine liver (Serva,
Heidelberg, Germany), and RNase A (Thermo Fisher Scientific) for 1 h
at 30°C in 50 mM tris buffer (w/v) on a shaker. Furthermore, lacto-
ferrin was applied that was previously incubated with an antibody
against bovine LFcin (Acris Antibody, Herford, Germany) overnight at
4°C. For electrophoreses, 2% agarose (w/v; peqGOLD Universal
Agarose, peqLab, Erlangen, Germany) was dissolved in a running buffer
(19.2mM glycine, 25 mM Tris/HCl [pH 8.5]). The resulting gels were
loaded with samples and Native Marker Liquid Mix (Serva). Samples
were separated by constant voltage (80V) for 4-5h (Kim, Yokota, &
Kim, 2000). A fixation solution (45% methanol [v/v]; 7.5% acetic acid
[v/v]) was used for the overnight fixation of proteins. The staining of
proteins was done with Roti-blue (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) ac-
cording to the manufacturer’s instructions.
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Fig. 7. Visualization of NET formation. The schematic and observed formation of NET is displayed. An important part of the visualized process is a reconstruction of
the DNA, which will, inter alia, be decondensated. During a late process, the nucleus membrane disintegrates. As a consequence, antimicrobial granule proteins and
chromatin fibers are mixed in the cytoplasm. Finally, the cell membrane will disrupt, releasing a sticky meshwork of DNA fibers peppered with antimicrobial
components.(For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article).

2.6. Competitive ELISA

The workflow is based on an ELISA protocol created by Abcam
(Cambridge, UK). The ELISA plate (medium binding, F; Sarstedt,
Niimbrecht, Germany) was coated with 20 pg/ml lactoferrin (Sigma-
Aldrich) in a coating buffer (15 mM Na,CO3, 35 mM NaHCO3, pH 9.6).
After 2 h, wells were washed twice with TBS (pH 7.4). In the next step,
lactoferrin was either incubated with 160pug/ml polySia (colominic
acid) or PBS for 2h. Following this, 1% IgG-free albumin (v/w) was
added and incubated for 2 h to block unspecific binding. Thereafter, a
murine anti-LFein antibody (0.5 ug/ml) was added (overnight at 4 °C).
After three washing steps, an anti-mouse-HRP antibody (0.4 pg/ml;
Dako, Santa Clara, CA, USA) as a secondary antibody was applied for
2 h. After three washing steps, HRP-conjugate TMB-substrate (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was added. After 30 min, the
reaction was stopped with 2M HCI, and absorbance was measured at
460 nm.

2.7. HPLC analysis

The chain length of polySia was analyzed using 1,2-diamino-4,5-
methylenedioxybenzene (DMB)-HPLC analysis (Inoue & Inoue, 2001,
2003). After isolating polySia from milk and serum, dried samples were
dissolved in DMB reaction buffer and incubated for 48 h at 11 °C. The
reaction was stopped by adding 1 M NaOH. The fluorescently labeled
polySia chains were separated on a DNAPac PA-100 column
(4 x 250 mm; 13 pm; Dionex). MilliQ water (E1) and ammonium
acetate buffer (4M and 2M in the case of milk and serum samples,
respectively; E2) were used as eluents at a flow rate of 1 ml/min, and
the following gradient was run as follows: 0 min = 0% E2; 5 min = 0%
E2; 15min = 8% E2; 20 min = 11% E2; 35min = 14% E2; 55min =
16% E2; 100 min = 20% E2; 130 min = 23% E2; and 131 min = 100%

36

41

E2 (Galuska, Dambon et al., 2017; Galuska, Galuska et al., 2017; Simon
et al., 2013).

2.8. NETose - live cell imaging microscopy

The isolation process of neutrophil granulocytes was previously
described by Saffarzadeh et al. (Saffarzadeh et al., 2012). For all ex-
periments, isolated cells were preincubated in RPMI-Mix (Thermo
Fisher Scientific; 1% penicillin/ streptomycin [v/v]; 1% FBS [v/v]) for
1h at 37 °C in a CO; incubator. A microscopy culture dish was seeded
with 50,000 cells, To detect DNA, the preincubated cells were stained
with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 2ug/ml; Sigma-Aldrich)
and placed under a Zeiss Axio Observer Z1 microscope (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany) at 37 "C. After induction of NETosis with 50 mM
phorbol myristate acetate (PMA), cells were monitored using a shooting
interval of 1 picture/2 min.

2.9. NETose - fluorescence detection of neutrophils

Poly-1-lysine-coated glass cover slips in a 24- well plate were seeded
with 80,000 cells. Lactoferrin (200 pg/ml) and polySia (100 pg/ml)
were directly added after the induction of NETosis using 25 nM PMA.
The incubation step was completed after 4h at 37°C in the CO; in-
cubator. For all subsequent steps, reagents were dissolved in PBS (pH
7.4), and cells were washed three times with PBS between every step.
For the fixation of cells onto the cover slips, 4% paraformaldehyde (w/
v) was used for 20 min at 37 °C. After fixation, the cells were permea-
bilized with 0.5% Triton X-100 (v/v) for 1 min and washed again. To
block unspecific binding of antibodies (Ab), cells were incubated with
2% IgG-free albumin (Carl Roth) for 30 min at 37 °C. The staining of
lactoferrin was done in the first step with rbAb (1:250; Jackson
ImmunoResearch Inc, West Grove, PA, USA) and in the second step
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Fig. 8. PolySia supports the inhibition capacity of
lactoferrin for the release of NET fibers. Neutrophils
were stimulated using PMA. In a parallel test-setting,
lactoferrin and/or polySia was added. Neutrophils and
NETs were monitored by fluorescence microscopy (A)
The DNA fibers were stained with DAPI (blue). Scale
bars: 50pum (above); 100 pum (below). The pictures
were quantified by calculating the NETosis area (B)
with Arivis Vision4D software. Box & Whisker plot
blots (median; min to max) are shown for four in-
dependent experiments. Data sets were analyzed using
two-way ANOVA with Tukey post-tests for multiple
comparisons. Significant differences are given: ns, not
significant; **p < 0.01; ****p < 0.0001 (For inter-
pretation of the references to colour in this figure le-
gend, the reader is referred to the web version of this
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with FITC-conjugated mAb against rb (1:600; Dianova, Hamburg, Significant  differences are given: *p < 0.05; **p < 0.01;
Germany). In addition, cellular DNA was stained with DAPI (1 pg/ml; p < 0.001; p < 0.0001.

Carl Roth) for 6 min, fixed again with 2% paraformaldehyde (w/v) for
20 min, and mounted on a microscope slide. Lactoferrin cell video
stacks were taken with a LSM 800 confocal laser scanning microscope
and adjusted with Zen software (Carl Zeiss).

2.10. Quantification of NETosis area and statistical analyses

Images were captured with a Zeiss Axio Imager Al (Carl Zeiss). Four
pictures were taken for every cover slip, and data of three different
experimental approaches were summarized. The NETosis area was
calculated with Arivis Vision 4D (Version: 2.12.6 x 64; Rostock,
Germany).

2.11. Statistical analysis

Data sets were analyzed by GraphPad Prism 7 software using two-
way ANOVA with Tukey post-tests for multiple comparisons or paired t-
tests. Differences were considered statistically significant at p < 0.05.
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3. Results and discussion
3.1. Lactoferrin is co-precipitated during the isolation of polySia

The presence of polySia in human milk was described 15 years ago
(Yabe et al., 2003). To identify potential interaction partners of polySia,
we applied inactivated endoN coupled to magnetic beads for polySia-
specific isolation using human milk. The applied inactivated form of
endoN can only bind polySia, but its catalytic activity to degrade
polySia is deactivated (Haselhorst et al., 2006; Stummeyer, Dickmanns,
Miihlenhoff, Gerardy-Schahn, & Ficner, 2005). The precipitated frac-
tion was tested for polySia. As shown in Fig. 1A, we observed the ty-
pical smear for polysialylated proteins when western blots against
polySia were performed. The staining was abolished after the applica-
tion of the polySia-specific enzyme endoN. The obtained western blot
against polySia confirmed the presence of polySia, which was originally
described by Kitajima et al. (Yabe et al., 2003).
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The purified protein fractions were separated on SDS gel for tryptic
in-gel digestion to generate a peptide mass fingerprint, as described
earlier (Galuska et al., 2010; Simon et al., 2013; Ulm et al., 2013). The
resulting tryptic peptides were separated by nanoLC and transferred to
a pre-spotted MALDI-TOF-MS target for MS analysis. The obtained
peptide masses were used for a Mascot database search, leading to the
identification of several isoforms of lactoferrin as a potential interaction
partner of polySia (Fig. 1B, Supplemental 1). To verify the database
search, a western blot against lactoferrin was performed using the af-
finity-precipitated polySia fraction. In contrast to the polySia staining,
lactoferrin was visualized as a sharp band in an area of 80 kDa (Fig. 1C).
Comparable migration characteristics and signal intensity were also
observed after endoN treatment. The results suggest that lactoferrin is
not a polySia carrier but may represent a potential interaction partner
of polySia because it was co-precipitated with polySia.

3.2. Lactoferrin interacts in a chain-length-dependent manner with polySia

The presence of lactoferrin in the polySia fraction suggests that
lactoferrin can bind polySia chains. To prove this hypothesis, we used a
native gel application. In the first experiment, we incubated lactoferrin
with increasing amounts of polySia (Fig. 2A). The obtained results de-
monstrate that the migration distance of lactoferrin is influenced by
polySia. In addition, two other proteins were incubated with polySia in
order to evaluate the test-setting used. The first protein, catalase, has a
slightly lower molecular weight than lactoferrin (catalase of 60 kDa)
and is also present in neutrophils. Here, catalase can inhibit NET-for-
mation via the decomposition of reactive oxygen species (ROS) (Fuchs
et al., 2007). Catalase showed no changed migration abilities in the
applied native electrophoresis system when increasing amounts of
polySia were added (Fig. 2B), as already described in (Galuska, Dambon
et al., 2017; Galuska, Galuska et al., 2017). In addition, we analyzed
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Fig. 9. Proposed working model.
Before stimulation, the lipid bilayer is
completely intact. After stimulation,
the whole cell is filled with chromatin
fibers. With the addition of lactoferrin
(LFcin domain in blue) and polySia, the
complex of both molecules stabilizes
the cell ~membrane integrity.
Otherwise, the cell membrane will be
explosively disrupted and NET fibers
will be efficiently released (For inter-
pretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred
to the web version of this article).

RNase A, as RNase A has a basic isoelectric point and can bind DNA
(N’Soukpoe-Kossi, Ragi, & Tajmir-Riahi, 2007). However, polySia did
not affect the migration characteristics of RNase A (Fig. 2B), indicating
that more than a basic isoelectric point is necessary to interact with
polySia.

In addition, a possible interaction between lactoferrin and inactive
endoN, which was used for the affinity precipitation, was tested to
control the experimental setup of the polySia purification. However, the
results of the native gel electrophoresis indicate that inactive endoN did
not influence the migration of lactoferrin (Supplemental 3).

To specify the binding properties of polySia for lactoferrin, the de-
gree of polymerization was investigated, which is necessary for an in-
teraction between lactoferrin and the sialic acid polymers. For this
purpose, a chain-length mixture of polySia was fractionized as de-
scribed in (Galuska, Dambon et al., 2017; Galuska, Galuska et al.,
2017). The groups of different chain lengths were incubated with lac-
toferrin before electrophoresis. The native agarose gel showed that a
significant change in the migration distance occurs with a polySia
fraction consisting of polySia chains with 15-24 linked sialic acid re-
sidues (Fig. 2C).

Kitajima et al. have already shown that polySia chains with at least
18 linked sialic acid residues can be present in milk (Yabe et al., 2003).
Therefore, polySia chains with the required chain length for an inter-
action with lactoferrin are present in human milk. Because we used a
slightly modified DMB application and another HPLC equipment, we
also examined the degree of polymerization in human milk using a
precipitated polySia fraction. After separation by anion-exchange
chromatography, polySia chains with more than 30 sialic acid residues
were displayed (Fig. 3A). Accordingly, in line with the results of Yabe
et al. (Yabe et al., 2003), human milk contains polySia chains that are
long enough to bind lactoferrin.
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3.3. Lactoferrin also interacts with polySia in blood and ejaculates

Like polySia, lactoferrin is not only present in milk but also in other
bodily fluids, such as blood and ejaculate (Gluer et al., 1998; Levay &
Viljoen, 1995; Simon et al., 2013). Therefore, polySia may also interact
with lactoferrin in ejaculate and in blood. Whereas in ejaculate the
degree of polySia was examined with at least up to 40 sialic acid re-
sidues (Simon et al., 2013), we know of no study that has analyzed the
degree of polymerization in serum. For this reason, the polymerization
grade was determined using serum samples after the isolation of
polySia by inactive endoN coupled to magnetic beads. As shown in
Fig. 3B, polySia chains with more than 30 sialic acid residues could be
visualized. Thus, polySia with the required chain length to bind lacto-
ferrin was present in all the analyzed bodily fluids.

To determine, if polySia interacts with lactoferrin in serum and
seminal plasma, we precipitated the polySia fraction and performed
western blots against lactoferrin. The obtained western blots demon-
strated that lactoferrin was also co-precipitated using serum and
seminal plasma (Fig. 4), indicating that complexes of polySia and lac-
toferrin exist in human milk, blood, and ejaculate.

Most studies about polySia describe its effects on the cell surface,
demonstrating, for instance, that adhesion is influenced or growth
factors are accumulated (Colley et al., 2014; Galuska, Lutteke, & Ga-
luska, 2017; Schnaar et al., 2014). The outlined experiments clearly
demonstrate that in bodily fluids this carbohydrate interacts with one of
the central elements of the innate immune system in mammals. The
functions of lactoferrin are multifarious, and polySia might represent a
modulatory element during several immunological processes triggered
by lactoferrin.

3.4. PolySia interacts with the basic domain of lactoferrin called LFcin

The obtained results suggest that polySia binds lactoferrin. To ac-
quire more insight regarding the mechanism of the interaction, addi-
tional experiments were performed. Interestingly, lactoferrin can bind
DNA, which is mediated by its basic part at the N-terminus, the LFcin
domain (Britigan, Lewis, Waldschmidt, McCormick, & Krieg, 2001;
Okubo et al., 2016). Because polySia binds histones in partially over-
lapping areas as their DNA binding sites (Galuska, Dambon et al., 2017;
Zlatina et al., 2017), LFcin represents a potential binding domain for
polySia in the case of lactoferrin. To test this hypothesis, the peptide
LFcin was incubated with different polySia concentrations for native gel
electrophoresis. As shown in Fig. 5A, LFcin changed its migration dis-
tance when polySia was added, indicating that LFcin can also interact
with polySia. Because LFein can act as an antimicrobial peptide after its
release from lactoferrin during inflammation (Gifford et al., 2005), the
interaction with the carbohydrate polySia may modulate its physiolo-
gical activity.

However, it cannot be excluded that the interaction with LFcin is
only possible after the release of this peptide, as not all surface areas of
LFcin are reachable in the complete protein.

We used an antibody that detects LFcin to block the potential
binding site of polySia (Shimazaki et al., 1996). For the native gel
electrophoresis, sample sets of lactoferrin were preincubated with the
antibody against LFcin before the addition of polySia. Moreover, lac-
toferrin was incubated with the antibody without adding polySia, and
both proteins were also separately applied. As shown in Fig. 6A, an
altered migration was observed when polySia was incubated with lac-
toferrin in contrast to lactoferrin that was previously treated with an
antibody against LFcin. However, as both proteins (lactoferrin and
antibody) were stained with Coomassie and the applied IgG chains
migrated to comparable areas as lactoferrin, an unambiguous evalua-
tion would prove difficult.

For this reason, a further test setting was used based on competitive
ELISA (illustrated in Fig. 6B). To this end, lactoferrin was coated onto
ELISA plates. Subsequently, an antibody against LFcin was added. The
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obtained signal was set to 100%. In parallel, polySia was applied before
adding the antibody against LFcin, resulting in a decrease in signal.
Thus, polySia blocked the binding site of the antibody against LFcin.
Taken together, the results verified that polySia binds lactoferrin and
that the binding might be located in the area of the LFcin domain.

3.5. PolySia-lactoferrin complexes inhibit the release of neutrophil
extracellular traps

Lactoferrin acts mainly as an anti-inflammatory component
(Legrand, Elass, Carpentier, & Mazurier, 2005). For instance, the release
of NETs is inhibited by lactoferrin (Okubo et al., 2016). NETs are
generated by neutrophil granulocytes. After the initiation of NETosis,
neutrophils form a sticky meshwork consisting of a mixture of DNA and
several anti-microbial components (Brinkmann & Zychlinsky, 2012).
NET fibers can effectively counteract the invasion of microbes
(Brinkmann & Zychlinsky, 2007; Brinkmann et al., 2004). However, the
main disadvantage of NETosis is its cytotoxicity against endogenous
cells leading to pathological processes (Knight & Kaplan, 2012; Ma &
Kubes, 2008; Saffarzadeh & Preissner, 2013; Villanueva et al., 2011). To
prevent harmful NET formation, the release of NET fibers must be
strongly regulated, and lactoferrin has been suggested as a potential
reagent to inhibit the release of NET (Okubo et al., 2016). The most
prominent mechanism for forming NET is “beneficial suicide”
(Brinkmann & Zychlinsky, 2007; Phillipson & Kubes, 2011; Urban,
Reichard, Brinkmann, & Zychlinsky, 2006). In the course of this, the
nuclear structure is destructed, chromatin is decondensated, and a
rupture of the plasma membrane takes place (illustrated in Fig. 7 and
Supplemental 4) (Fuchs et al., 2007). Recently, Okubo et al. demon-
strated that lactoferrin inhibits the release of NET (Okubo et al., 2016).
As reproduced in our lab, when lactoferrin is applied during the acti-
vation of neutrophils, the extracellular lactoferrin forms an outer shell
(Supplemental 5) (Okubo et al., 2016).

We wanted to test whether polySia modulates the ability of lacto-
ferrin to inhibit the last step of NETosis and thus the effective release of
NET-fibers. Therefore, we used a lactoferrin concentration, which did
not significantly influence the release of NETs during the stimulation of
neutrophils in our test setting (Fig. 8A).

In a parallel sample setting, we added polySia without lactoferrin,
PolySia alone was not able to influence the exposition of NETs. When
polySia together with lactoferrin was applied, neutrophils were acti-
vated and the nuclear structures were still destroyed. However, the
release of NET-fibers was significantly inhibited (Fig. 8B). The results
suggest that polySia increase the capability of lactoferrin to modulate
the exposition of NETs via stabilization of the lactoferrin-shell. The
interaction with the linear polySia chains and the resulting cross-linking
on the cellular surface may stabilize the membrane, inhibiting the ex-
plosively release of NET fibers (Fig. 9).

In addition to these immunological aspects, it is interesting to note
that both molecules are bioactive during the development of the neu-
ronal system and learning processes (reviewed in (Wang, 2016)). In the
case of polySia, numerous studies have shown that this carbohydrate is
an essential modulator for the development of the brain and neuronal
plasticity and that its absence leads to several neuronal defects in
polySia knock-out mice (Schnaar et al., 2014; Weinhold et al., 2005)
and may also regulate the development of other organs (Galuska, Lut-
teke, & Galuska, 2017).

However, lactoferrin also seems to be an import player in the ner-
vous system. Many studies have shown the various neuroprotective
effects of lactoferrin (van de Looij et al., 2014; Wang, 2016). This is
possible because lactoferrin can pass the blood-brain barrier
(Kamemori et al., 2008). Interestingly, Wang and colleagues observed
that dietary lactoferrin induces an upregulation of brain-derived neu-
rotrophic factor (BDNF) in postnatal piglets (Chen et al., 2015), which
modulates, for instance, neuronal plasticity during learning processes
(Bathina & Das, 2015). In addition, they observed increasing amounts
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of polySia in the hippocampi of these piglets. Intriguingly, polySia can
bind BDNF and increase the impact of BDNF on the cellular survival of
neuronal cell lines (Kanato, Kitajima, & Sato, 2008). Therefore, lacto-
ferrin may represent a further polySia binding partner that also mod-
ulates neuronal processes via polySia binding.

4. Conclusion

The present study deals with lactoferrin as a novel binding partner
of polySia and the structural and functional interaction of these mole-
cules. We observed that lactoferrin coprecipitates when we isolated
polySia from milk, blood, and semen. The interaction between the
carbohydrate and lactoferrin was verified using a native gel electro-
phoresis setup, demonstrating that the polySia-lactoferrin interaction
depends on the degree of polymerization. The LFcin domain of lacto-
ferrin was identified as a potential binding site. Intriguingly, both
molecules were proposed to be involved during NETosis and/or to be a
regulatory element of the biological activity of NET. Our results suggest
that an interaction of lactoferrin with the carbohydrate polySia in-
creases the capacity of lactoferrin to prevent the release of NET fibers,
Because lactoferrin and polySia seem to interact with each other in
several bodily fluids, the described effect might represent a natural
modulation system of NETosis and may be a promising strategy during
NET-triggered diseases, such as thrombosis, sepsis, and infertility. Since
polySia interacts with LFcin, there might also be an impact on the
physiological function of this antimicrobial peptide.

The outlined findings are also interesting from the standpoint of
nutritional science. Lactoferrin is commonly used as a nutritional sup-
plement, as numerous studies have shown several positive effects
during inflammation and against cancer (reviewed in (Lonnerdal,
2009)). Therefore, lactoferrin in combination with polySia might have
additional effects, These potential studies are not restricted to mam-
mals, as lactoferrin is also applied in fish to modulate the intestinal
immune system and may represent a positive supplement in aqua-
culture. For instance, bovine lactoferrin decreases the mortality rate in
fish larvae challenged with pathogens (Ulloa et al., 2016).

However, both molecules are also important components of the
neuronal system, as outlined above. Therefore, the interaction might
additionally influence the biological activity of polySia and lactoferrin,
for example, during brain development.

Taken together, the results engender novel research themes in dif-
ferent fields of glycobiology.
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Abstract: Neutrophil extracellular traps (NETs) are formed by neutrophils during inflammation.
Among other things, these DNA constructs consist of antimicrobial proteins such as lactoferrin
and histones. With these properties, NETs capture and destroy invading microorganisms.
The carbohydrate polysialic acid (polySia) interacts with both lactoferrin and histones. Previous
experiments demonstrated that, in humans, lactoferrin inhibits the release of NET and that this
effect is supported by polySia. In this study, we examined the interplay of lactoferrin and polySia
in already-formed NETs from bovine neutrophils. The binding of polySia was considered to occur
at the lactoferricin (LFcin)-containing domain of lactoferrin. The interaction with the peptide LFcin
was studied in more detail using groups of defined polySia chain lengths, which suggested a
chain-length-dependent interaction mechanism with LFcin. The LFcin domain of lactoferrin was
found to interact with DNA. Therefore, the possibility that polySia influences the integration of
lactoferrin into the DN A-structures of NETs was tested by isolating bovine neutrophils and inducing
NETosis. Experiments with NET fibers saturated with lactoferrin demonstrated that polySia initiates
the incorporation of external lactoferrin in already-loaded NETs. Thus, polySia may modulate the
constituents of NET.

Keywords: polysialic acid; lactoferrin; neutrophil extracellular traps; innate immune system

1. Introduction

The immune system is flexible and multifaceted. For instance, its most abundant leucocytes,
neutrophil granulocytes, are able to use different mechanisms to combat pathogens [1-3]. In addition
to phagocytosis and the release of antimicrobial components through degranulation, a beneficial
suicide has been described that involves the release of decondensed DNA, which is associated with
antimicrobial molecules [4]. The explosive release of the loaded DNA results in the vast spread of
a three-dimensional (3D) DNA meshwork that surrounds the pathogens [4,5]. This molecular web
is called a neutrophil extracellular trap (NET), as summarized by Brinkmann and Zychlinsky [6].
Since the DNA is equipped with antimicrobial components, such as histones, neutrophil elastase,
lactoferrin, lysozyme, and catalase, the trapped pathogens can be efficiently killed [4,5]. One of the
main advantages of NET is that these molecules remain at this hot spot; thus, high concentrations
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of such antimicrobial mediators can be reached and/or retained. These high concentrations, while
advantageous, also carry risk. For instance, extracellular histones are toxic not only for bacteria but
also for endogenous cells [7-9]. Therefore, an exaggerated NET formation has been suggested to be
associated with numerous pathologies [8,10-18]. However, several open questions and controversial
opinions remain about the formation of NETs and their roles in health and disease, as summarized by
Boeltz et al. [19].

Histones are one of the major protein fractions in NETs [6]. Distinct endogenous biomolecules,
such as the carbohydrate polysialic acid (polySia), are able to bind histones and suppress their
cytotoxicity in a chain-length-dependent manner [7,20-25]. PolySia, a linear homopolymer, consists
of a2,8-linked sialic acid residues, and its chains can reach a degree of polymerization (DP) above
90 [26-29]. In several body fluids, including blood, milk, and semen, polySia chains are present with
the required DP for histone binding [20,30-32].

In these liquids, polySia is associated with a second important player of the innate immune
system: lactoferrin [32]. Lactoferrin is a multifunctional immune protein continuously secreted by
epithelial cells that also occurs in neutrophilic granules [33-39]. The diverse roles of lactoferrin are
still being discussed; however, due to its high iron affinity, one of its most accepted antimicrobial
characteristics is its ability to trap iron [34,35,40,41]. This creates iron-deficient areas and reduces
bacterial growth. The same process may also occur in the case of NETs, since NETs are also loaded with
lactoferrin by neutrophils during their formation. Lactoferrin was described to form a shell around
activated neutrophils suppressing the release of NETs [42]. Thus, external lactoferrin might represent
an inhibitory biomolecule for the formation of NETs [42]. We observed that polySia supports this effect
of lactoferrin [32]. However, the interplay between lactoferrin and polySia in already-formed NET
structures is unknown.

Since polySia binds not only lactoferrin but also histones of NETs, we hypothesize that it might
be a potential modulator molecule of the accumulation of external lactoferrin in already existing
NET fibers.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

For all experiments, the reagents that were used were of analytical grade. To use polySia (colominic
acid; GERBU, Heidelberg, Germany) in the cell culture experiments, lipopolysaccharides (LPS) were
removed, as previously described [23].

2.2. Isolation of Bovine Neutrophils

The isolation of bovine neutrophils was slightly modified from Schuberth et al. [43]. Instead of a
Ficoll solution, Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) was applied. RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) 1640 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) supplemented with 1%
penicillin/streptomycin (v/v) was used as the cell culture medium. Neutrophils were isolated from
leftover blood samples of regulatory blood collections from other projects/for other medical reasons
in addition to blood from slaughterhouse animals. The blood samplings, as well as the slaughter
processes, were performed in accordance with applicable laws, relevant guidelines, and provisions for
ethical regulations.

2.3. Polysialylated Fluorescent Bead Accumulation in NETs

Prior to the coupling reaction, fluorescent latex beads (amine-modified polystyrene, fluorescent
red, Sigma-Aldrich) were washed twice, subsequently resuspended, and ultrasonically homogenized
in 123 uL PBS (phosphate buffered saline). Next, 200 pg of dried polySia were dissolved in 25 uL PBS
and added to the particles. We added 1.5 uL. 5 M NaCNBH3, and the coupling reaction occurred for
2 hat 65 °C and 250 rpm. The received particles were washed twice and resuspended in 100 uL PBS.
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The bovine neutrophils were seeded in a poly-L-lysine-coated 12-well chamber slide (22,500 cells
per chamber). For the induction of NETosis, phorbol myristate acetate (PMA) (1.5 uM; Sigma-Aldrich)
and calcium ionophore-ionomycin (3uM; Cell Signaling, Danvers, MS, USA) were added, and the cells
were further incubated at 37 °C and 5% CO; for 4 h. After being washed twice with PBS, to remove
the remaining stimuli, the cells were incubated with 1.43 x 10° polysialylated or unpolysialylated
fluorescence particles/pL for 30 min at 37 °C in RPMI 1640. Afterward, the cells were fixed with 4%
paraformaldehyde (PFA). Multiple further washes with PBS were conducted, and the cells were
incubated with 0.5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) for 1 min at 20 °C, then washed again with
PBS. Finally, nucleus staining was performed using 1 ng/mL 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPT)
(Carl Roth, Karlsruhe, Germany). All images were captured with a Zeiss Axio Imager Al (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany).

2.4. Native Gel Electrophoresis

For native gel electrophoresis, lactoferrin-biotin, and bovine (source: milk) as well as human
(source: milk) lactoferrin (Sigma-Aldrich) were incubated with different concentrations of polySia as
previously described [32,44]. PolySia was incubated either with bovine/human milk lactoferrin or
bovine lactoferricin (LFcin) (B25; Bachem, Bubendorf, Switzerland) in 50 mM Tris buffer for 1 h at
30 °C with shaking. Lactoferrin was incubated with a mixture of different chain lengths (colominic
acid), whereas LFcin was incubated with groups of defined chain lengths. To this end, polySia was
fractionated by the DP, as described by Galuska et al. [22]. Native agarose gels (2%) were dissolved in
25 mM Tris/HCI (pH 8.5) running buffer containing 19.2 mM glycine [44]. Samples were separated for
~3.5 h (LFcin) or ~4.5 h (bovine or human lactoferrin) at 80 V. Proteins were fixed over night with 45%
methanol:7.5% acetic acid (v/v) and were stained with Coomassie blue (Roti-Blue; Carl-Roth).

2.5. Biotinylation of Lactoferrin

To synthesize the biotinylated lactoferrin, the bovine protein was dissolved in 2-N-morpholino
ethanesulfonic acid (MES) buffer (100 mM; pH 4.7-5.5), and an equal volume of biotin hydrazide
(50 mM; Sigma-Aldrich) was added. The protein’s carboxyl groups were activated through the addition
of an 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) solution (Fluka; Sigma-Aldrich) to a final
concentration of 2.5 mM (w/v, in the MES buffer). The biotinylation mixture was incubated for2h on a
shaker. Afterward, the remaining EDC and unbound biotin hydrazide was removed through dialysis
overnight in 20 mM NaHCO; [45,46]. To test the biotinylation of the lactoferrin, the samples were
denatured in Lane Marker Reducing Sample Buffer (Pierce, Thermo Fisher Scientific) for 5 min at 95 °C.
The samples were run on a 13% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
and either colored with Coomassie dye or blotted on a polyvinylidenfluorid (PVDF) membrane.
Membrane-bound lactoferrin-biotin was detected using a horseradish peroxidase (HRP)-streptavidin
conjugate (1:10,000; Rockland Immunochemicals, Inc., Limerick, PA, USA).

2.6. Enrichment of Lactoferrin-Biotin in Bovine NET Fibers

The bovine neutrophil cells were seeded in a poly-L-lysine-coated 12-well chamber slide
(30,000 cells per chamber). NETosis was induced by adding 3 uM calcium ionophore-ionomycin
and 150 nM PMA for 4 h at 37 °C in a CO; incubator. The cells were fixated by adding 4% PFA
(w/v) for 1 h. Afterward, three subsequent loading steps were performed for 1 h on a shaker at
37 °C, first with bovine lactoferrin (200 pg/mL), then with polySia (200 ng/mL), and finally with
lactoferrin-biotin (200 pg/mL). The cells were permeabilized with 0.5% Triton X-100 (v/v) for 1 min
and blocked with 2% IgG-free albumin (Carl-Roth). The lactoferrin-biotin was visualized with a
murine monoclonal antibody against biotin that was fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
(1:200; Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove, PA, USA). The DNA was stained with DAPI
(1 pg/mL). The NET cells were fixed again using 2% PFA (w/v) for 20 min. After these steps were
completed, the cells were washed three times with PBS (pH 7.4). All images were taken with a Zeiss
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Axio Imager A1 (Carl Zeiss). The data from the three different experimental approaches were pooled.
Each experiment was performed as a double determination, and three pictures per well were analyzed.
Histograms of the FITC (green; lactoferrin-biotin)-colored pictures were analyzed to calculate the
fluorescence intensity using ImageJ (Vision 1.51 s) (https://imagej.net/Contributors) [47].

2.7. Statistical Analyses

The data sets were analyzed using ANOVA, and Tukey’s tests were conducted for multiple
comparisons using GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Statistical
significance differences were set as not significant (n.s.), *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001,
and ****p < 0.0001.

2.8. 3D Simulations

For the 3D modeling of the lactoferrin-polySia interaction sites, YASARA software
(YASARA Biosciences GmbH, Vienna, Austria) was used as previously described [23]. For human
lactoferrin, the Protein Data Bank (PDB) entry code 1CB6 was used. PolySia chains with «2,8-linked
Neu5Ac residues (DP 20) were designed previously [23]. In the molecular dynamics (MD) simulation,
four polySia chains were placed at a distance of 20-25 A to lactoferrin in a water box. The binding
simulation, using YASARA and an AMBERO3 force field [48], was calculated for 7 and 5.6 ns.

To compare the amino acid sequences of lactoferrin in humans, cattle, goats, camels, and
horses, an alignment of the lactoferrin sequences was performed using the online tool Clustal
Omega (www.ebi.ac.uk) with protein-sequences P02788, P24627, 029477, Q9TUMO, and O77811
from UniProt database: (www.uniprot.org). To visualize the identities of the sequences, Jalview (2.10.5)
(http:/ /www jalview.org/about/jalview-scientific-advisory-committee) was used [49]. In addition,
a 3D structural alignment of human (PDB entry 1CB6) and bovine (PDB entry 1BLF) lactoferrin was
calculated using YASARA.

3. Results and Discussion

3.1. Accumulation of PolySia Coupled to Red Fluorescent Particles in NET Fibers

PolySia can mediate an accumulation of beads in NET, and this binding appears to be mediated
by the interaction with histones [23]. However, in these experiments, the non-reducing ends of the
chains were activated by oxidization, which led to a release of C8 and C9 of the carbon backbone in
addition to the formation of an aldehyde group at C7. The resulting aldehyde group was used for the
subsequent covalent coupling of the chemically modified polySia chains. In nature, however, a sialic
acid polymer contains a free non-reducing end, since the other end—the reducing end—is attached
to the glycoconjugates. This is also the case after the release of a polySia chain, for instance, due to
a break in an internal linkage. In the first set of experiments, we investigated whether the naturally
occurring form of polySia could also mediate the accumulation of beads into NET fibers, thus serving
as an anchor molecule. To address this issue, polySia was coupled to red fluorescent latex particles
using the reducing end. The resulting polysialylated beads were added to the NET filaments, which
were produced by bovine neutrophils following stimulation with PMA and ionomycin. The DNA
backbone of the NETs was visualized using DAPI. As shown in Figure 1, the polysialylated particles
accumulated on the chromatin structures of the NETs. Unpolysialylated beads showed no specific
accumulation on NET (Figure 51). Thus, independent of both its ends (reducing and non-reducing),
a polySia chain can mediate the binding of its carrier to the NET. However, in the case of polysialylated
proteins, the binding of polySia with its interaction partners may be modulated by several factors,
such as the number of polySia chains per glycosylation site, the number of polysialylated glycosylation
sites per protein backbone, and the localization at the protein backbone, in addition to the orientation
of the polysialylated glycans.
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DAPI Polysialylated Beads MERGED

Figure 1. Polysialylated particles accumulating on the neutrophil extracellular trap (NET) fibers of
bovine neutrophils. The neutrophils were isolated and stimulated with phorbol myristate acetate (PMA)
and ionomycin to induce the formation of the NETs, and red fluorescent polysialylated particles were
added. DNA staining was performed using 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blue). Scale bars:
100 and 20 um.

3.2. Interaction of PolySia with LFcin Depends on Its DP

Besides histones, lactoferrin is also present in NETs and may represent another binding partner
for polySia. The interaction seems to occur at the LFcin-containing domain of lactoferrin, which is
also a known DNA binding site [32,50-52]. To simulate a binding of polySia to lactoferrin, an MD
simulation was calculated with the PDB structure of human lactoferrin and previously designed
20-degree long polySia chains [23]. In this simulation, four polySia chains were set in proximity to
lactoferrin in a water box. After a calculated time of 7 ns, two of the chains were found to be in close
contact with the lactoferrin (Figure 2 and Figure S2). The other two chains showed no migration to
the protein backbone. One polySia chain interacted with the LFcin-containing domain of lactoferrin
in the simulation (Figure S3). These results are in line with previous experiments showing that an
antibody against LFcin inhibited the binding of polySia [32]. Regarding the MD simulation and the
interaction area of the LFcin domain, the MD simulation is just a simulation and can only suggest a
possible interacting mechanism. When we repeated the simulation, the polySia chains, which interact
with the LFcin domain, were found in a different orientation (Figure S2b). Both models may only
show the possibilities of initiating the interaction and not the final protein-carbohydrate complex.
More detailed experimental analyses concerning the binding process (for example, using mutagenesis
and co-crystallization) are necessary to determine the involved amino acid residues of LFcin in detail
and to produce an unambiguous 3D model of the lactoferrin-polySia complex.
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Lactoferrin

PolySia

Figure 2. A molecular dynamics simulation of polysialic acid (polySia) binding to lactoferrin.
Lactoferrin was placed with four polySia chains (20 sialic acid units) in a water box. After 7 calculated
nanoseconds, the simulation showed two possible binding sites for polySia on the lactoferrin.
Lactoferrin is displayed in a ribbon form with a dynamic surface. The polySia is shown in a
ball-and-stick form, with hydrogen (gray), oxygen (red), carbon (turquoise), and nitrogen (blue) atoms.

In addition to the LFcin domain, the first MD simulation suggested that a second binding site
might be present (Figure S2a). However, in the second simulation, only the LFcin domain was targeted
by polySia chains (Figure S2b). No additional experimental evidence for this second binding domain
currently exists to proof the simulation. Thus, in contrast with the LFcin domain, no significant
evidence exists to support the presence of a binding area for «2,8-linked sialic acid residues at this site.

The LFcin-containing domain is conserved in the lactoferrin of humans and farm animals that
are commonly kept for milk production (Figures S4 and S5). Human milk, and especially bovine
milk, are frequently used to purify lactoferrin for clinical products, functional food, and cosmetic
products [53,54]; therefore, we chose to compare the interaction of polySia with human and bovine
lactoferrin. To this end, human and bovine lactoferrin were separated using native gel electrophoresis
in the presence and absence of various polySia concentrations. As shown in Figure 3, the lactoferrin of
both species shows comparable migration characteristics in the presence of polySia. The changes in
migration might reflect an altered total charge after the formation of protein/polySia complexes.

We then studied the interaction with LFcin (representing the antimicrobial peptide fragment of
lactoferrin) in more detail using polySia of different chain lengths. As shown in Figure 4, changes in the
DP up to 14 had only a slight influence on the migration of bovine LFcin. In contrast, longer polySia
chains significantly enhanced migration to the anode. This observation is in line with previously
published experiments using lactoferrin [32] and supports the suggestion that polySia interacts with
the LFcin-containing domain in a chain-length-dependent manner.
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Figure 3. PolySia interacting comparably with (a) human and (b) bovine lactoferrin. The interaction
of polySia with human and bovine lactoferrin was analyzed using a native agarose gel system.
The lactoferrin (8 pg; molecular weight of lactoferrin: bovine, 87 kDa; human, 82 kDa) was incubated
with different amounts of polySia and subsequently separated through electrophoresis. Proteins were
stained using Coomassie blue.

Figure 4. Lactoferricin (LFcin) interacts with polySia in a chain-length-dependent manner. Bovine
LFcin (10 pg; molecular weight of 3 kDa) was incubated with polySia (5 ug) using groups with
different degree of polymerization (DP). Subsequently, the samples were separated using native
agarose gel electrophoresis. As positive control, lactoferrin was used (10ug). Proteins were stained
with Coomassie blue.

53



Biology 2019, 8, 20 80f13

3.3. PolySia Supports the Enrichment of External Lactoferrin into NET Fibers

As previously mentioned, lactoferrin is an important component of NETs. The binding of DNA is
mediated by the LFcin domain [50-52]. The same domain also interacts with polySia [32]. This suggests
that the polySia and DNA of NETs may compete for the binding of lactoferrin, and long polySia
chains, which already bind histones, may mediate the binding of external lactoferrin, as shown in
polysialylated particles (Figure 1) [23].

To test whether polySia influences the integration of bovine lactoferrin into NETs, in vitro
experiments were performed using isolated bovine neutrophils. Since the lactoferrin of neutrophils
is already incorporated into NETs during NETosis, we wanted to use biotinylated lactoferrin to
distinguish between the lactoferrin of neutrophils and the added lactoferrin fraction.

In the first set of experiments, the applicability of biotinylated lactoferrin was tested. The applied
biotinylation of lactoferrin targets the acidic groups (Figure 5a). A linkage strategy was selected
because prevalent basic amino acids may initiate the binding between lactoferrin and polySia as well
as DNA. Biotin hydrazide can be linked to the carboxyl groups of proteins following activation with
EDC (Figure 5a). Lactoferrin has three possible reaction partners: the amino acids glutamate and
aspartate and the sialic acid residues of glycans. In the reaction, the carboxyl groups of the protein can
form an unstable O-acylisourea-intermediate with the EDC’s carbodiimide reaction group. Through
the addition of the primary amine biotin-hydrazide, the EDC is replaced by stable amide binding.
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Figure 5. Biotinylation of bovine lactoferrin. (a) Bovine lactoferrin was biotinylated using
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) and biotin-hydrazide under acidic conditions.
(b) Biotinylation of lactoferrin was controlled using Coomassie staining and streptavidin-horseradish
peroxidase (HRP). Therefore, unbiotinylated lactoferrin (LF) and biotinylated lactoferrin (LF-bio) were
used. (c) The biotinylated lactoferrin was incubated with different amounts of polySia and subsequently
separated using native gel electrophoresis.

At first, a successful biotinylation of lactoferrin was checked using SDS-gel electrophoresis
(Figure 5b). Lactoferrin was visualized with Coomassie blue. The unmodified and biotinylated
forms of the lactoferrin showed slightly different migration characteristics. The biotinylated form ran
marginally higher, which may have been a result of the attached covalent biotin molecules.

The biotinylation was additionally tested through Western blotting using HRP-conjugated
streptavidin (Figure 5b). As expected, the biotinylated lactoferrin showed a strong signal in contrast
with the unbiotinylated lactoferrin, demonstrating that the lactoferrin was successfully biotinylated.
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In a further experiment, the interaction between biotinylated lactoferrin and polySia was tested
using native gel electrophoresis (Figure 5¢). Here, biotinylated lactoferrin was incubated with different
concentrations of polySia. The results indicated that polySia changed the migration of the biotinylated
lactoferrin. Thus, complex formation is not influenced by biotinylation.

To address the question as to whether polySia can modulate the integration of external lactoferrin
into exposed NET fibers, a binding assay with the biotinylated form was designed. In this assay,
the NET fibers of stimulated bovine neutrophils were incubated with biotinylated lactoferrin.
The binding of the biotinylated lactoferrin was visualized using FITC-conjugated antibodies against
biotin. As expected, the biotinylated lactoferrin accumulated on the DNA fibers of the NETs (Figure 6a).
The integration of biotinylated lactoferrin can be inhibited when its binding sites in NET are already
blocked by lactoferrin before the application of biotinylated lactoferrin, resulting in a decreased
fluorescence staining (Figure 6). Thus, in already loaded DNA, the integration of additional external
lactoferrin is repressed.
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Figure 6. PolySia modulates the integration of lactoferrin into NETs. (a) After the formation of
the NET fibers by induced bovine neutrophils, the fibers were treated in three successive steps:
(1) Unbiotinylated lactoferrin, (2) polySia, and (3) lactoferrin-biotin. Three different combinations were
applied. DAPI (blue) was used to stain the DNA, and lactoferrin-biotin (green) was visualized with
an antibody against biotin. The scale bar represents 100 um. (b) Quantification of lactoferrin-staining.
The values for lactoferrin-biotin alone were set to 100%. Note: n.s. denotes not significant, *p < 0.05,
**p < 0.01, and **p < 0.001.
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However, the addition of polySia after the addition of native lactoferrin, but prior to the
application of biotinylated lactoferrin, initiated the integration of novel lactoferrin into NETs. Due to
the application of polySia, comparable staining intensities were determined in the case of unsaturated
and presaturated NETs. This means that, overall, comparable amounts of biotinylated lactoferrin
were assimilated (Figure 6b). Therefore, the previously presaturated NET was again able to uptake
biotinylated lactoferrin, suggesting that polySia can create binding areas for external lactoferrin in
NETs that have already been loaded with lactoferrin. Since the LFcin domain can bind both polySia
and DNA, these results suggest that the DNA of NETs directly competes with polySia for lactoferrin
binding. Thus, polySia and DNA are competitors for the same binding domain of lactoferrin and might
dynamically modulate an exchange of lactoferrin by altering the interactions with the LFcin domain.

However, as shown in Figure 1 for polysialylated beads, polySia chains can also act as molecular
anchors for NETs when these chains are covalently coupled to a carrier. Therefore, another possibility
might be that free long polySia chains can bind to more than one interaction partner, as mentioned
above. Consequently, the binding of polySia to histones could create additional interaction possibilities
for lactoferrin binding when enough free sialic acid residues of histone-bound polySia chains are
still unoccupied. This would generate additional binding sites for lactoferrin apart from the DNA.
However, no evidence exists for this type of mechanism at the moment.

4. Conclusions

One of the most important antimicrobial functions of lactoferrin is its ability to capture iron
and make it unavailable to bacteria [34,35,40,41]. A dynamic and fluid interplay between lactoferrin,
soluble polySia, polySia/histone-complexes, and DNA would allow an exchange of lactoferrin and
thus a modulation of the constituents of NET. Via a switch to different binding partners, maturated
lactoferrin might be replaced by external lactoferrin. Through this process, iron-deficient areas could
be maintained to inhibit bacterial growth in NETs.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /zenodo.org/record /26134 11# . X]yW_
KIRWUk: Figure S1: Unpolysialylated particles show no specific accumulation on the NET fibers of bovine
neutrophils; Figure S2: Rotatable three-dimensional (3D) models of two independently simulated interactions
between polySia and lactoferrin; Figure S3: Detailed depiction of the LFcin-containing domain of lactoferrin and
the interacting polySia chain (MD simulation result); Figure S4: 3D structural alignment of human and bovine
lactoferrin; and Figure S5: Sequence alignment of lactoferrin using the sequences of humans, bovine animals,
goats, horses, and camels.
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Simple Summary: Bovine milk contains a high concentration of the protein lactoferrin. It is an
important antimicrobial biomolecule, which is also present in other bodily fluids like blood and
semen. However, not only the intact protein but also its cleavage products have antimicrobial activity.
Perhaps, the best-known cleavage product of lactoferrin is the peptide lactoferricin that has significant
antimicrobial capacity against a broad range of pathogens such as enterohemorrhagic Escherichia coli
(EHEC). Interestingly, lactoferricin can interact with the sugar polymer polysialic acid, which is also
present in milk, blood, and semen. In the present study, we tested if the binding to polysialic acid
influences the biological activity of bovine lactoferricin. Remarkably, neither different amounts of
polysialic acid nor different chain lengths of this sugar polymer influenced the antimicrobial activity
of lactoferricin. The ability of polysialic acid to bind and not inactivate lactoferricin may allow the
development of novel endogenous and biodegradable polysialylated surfaces and/or hydrogels,
which can be loaded with the antimicrobial peptide lactoferricin for biomedical applications in
veterinary and human medicine.

Abstract: The lactoferrin-derived peptide lactoferricin (LFcin) belongs to the family of antimicrobial
peptides, and its bovine form has already been successfully applied to counteract enterohemorrhagic
Escherichia coli (EHEC) infection. Recently, it was described that LFcin interacts with the sugar polymer
polysialic acid (polySia) and that the binding of lactoferrin to polySia is mediated by LFcin, included
in the N-terminal domain of lactoferrin. For this reason, the impact of polySia on the antimicrobial
activity of bovine LFcin was investigated. Initially, the interaction of LFcin was characterized in
more detail by native agarose gel electrophoresis, demonstrating that a chain length of 10 sialic acid
residues was necessary to bind LFcin, whereas approximately twice-as-long chains were needed to
detect binding of lactoferrin. Remarkably, the binding of polySia showed, independently of the chain
length, no impact on the antimicrobial effects of LFcin. Thus, LEcin binds polySia without loss of its
protective activity as an antimicrobial peptide.

Keywords: lactoferrin; lactoferricin; polysialic acid; sialic acids; antimicrobial peptides; innate
immune system

1. Introduction

Lactoferrin is a multifunctional iron-binding glycoprotein with strong ability to modulate and
support the immune system [1-7]. Interestingly, lactoferrin can be found in nearly all bodily fluids.
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Lactoferrin can be excreted by epithelial cells, and the highest amounts have been determined in breast
milk [8,9]. Besides epithelial cells, neutrophil granulocytes belong to the major producer of lactoferrin
and, thus, high concentrations of lactoferrin can be found at inflammatory hotspots [7,8,10].

Recently, the linear carbohydrate polysialic acid (polySia) has been identified as a probable
binding partner for lactoferrin [11,12]. The building units of this polysaccharide are sialic acids,
a group of x-keto acids with a nine-carbon backbone [13]. The sialic acid residues are mainly
attached to each other via «2,9 and/or «2,8 linkages [14]. In mammals, however, only «2,8-linked
polymers, consisting of N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac) residues, seem to be generated, modulating
numerous physiological processes, such as the development of the brain and other organs, in addition
to immunological mechanisms [13,15-22]. Interestingly, polySia and lactoferrin can be detected in
the same bodily fluids, such as ejaculates, blood, and milk, suggesting that polySia influences the
functional properties of lactoferrin [1,12,23-25]. Indeed, polySia has been shown to support the
activity of lactoferrin in inhibiting the release of neutrophil extracellular traps (NET) [3,12]. NET is a
pathogen-catching meshwork of decondensed DNA and antimicrobial molecules that can be formed
by neutrophil granulocytes during inflammation [26], and polySia is only one example of several
carbohydrate-based mechanisms that influence the formation and functionality of NET [27]. Besides
the interplay with lactoferrin during NET formation, polySia seems to modulate the binding of
lactoferrin to DNA of already-released NET filaments [11]. This might be possible, since both DNA
and polySia molecules mainly interact with the N-terminal domain of lactoferrin [11,28]. This domain
is one of the main structural differences between lactoferrin and its iron-transporting family member,
transferrin. Interestingly, this cationic domain can be released under acidic conditions or by proteolytic
cleavage with pepsin. The resulting peptide is called lactoferricin (LFcin), and besides mammalian
proteases, bacterial enzymes are also able to initiate the release of LFcin. The formation of LFcin and
other antimicrobial degradation products of lactoferrin was observed in the stomach and other areas
during inflammation [6,29-31]. The proteolytic release might be an advantage due to the commonly
stronger antimicrobial activity of LFcin compared to lactoferrin [5,6,29,32-34]. These antibacterial
effects, in addition to the observation that bacteria show increasing resistance against antibiotics, make
LFcin an interesting alternative or additional therapeutic agent in veterinary and human medicine [34].

It has already been shown that polySia interacts with the LFcin-containing domain in lactoferrin,
as well as with the released antimicrobial peptide LFcin [11,12]. Remarkably, polySia also interacts
with histones [35,36], which are, like LFcin, denoted as antimicrobial peptides [37-39]. Besides the best
known function of histones in the packaging of DNA, extracellular histones and their fragments are
part of the innate immune system [40], and their antimicrobial capacities have been described in many
animal classes, such as insects, fish, amphibians, birds, and mammals [41-45]. In the case of histones,
it is known that polySia influences their interactions and/or activity in a chain-length-dependent
manner [46—48]. However, this interaction does not necessarily have an effect on the functionality of
the interaction partners. For instance, the antimicrobial activity of histone H3 is inhibited by polySia,
whereas those of the lysine-rich histone H1 is not affected in the presence of polySia [49]. For this
reason, we wanted to investigate if polySia has an impact on the antimicrobial capacity of LFcin.
To this end, we first characterized the interaction of LFcin and polySia in more detail by using native
gel electrophoresis and ELISA with defined chain lengths of polySia. Furthermore, the impact of LFcin
on bacterial growth was investigated in the presence of polySia.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

The reagents used for all the following experiments were of analytical grade. The Escherichia coli
strain BL21 (DE3) was kindly provided by the lab of Joachim Weitzel. In the experiments, lactoferrin
from bovine milk (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), bovine LFcin (B25; Bachem, Bubendorf,
Switzerland), NeuSAc (MonoSia; Carbosynth, Compton, UK), and colominic acid (polySia) (Gerbu,
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Heidelberg, Germany) were used. Lipopolysaccharides (LPS) were removed from polySia with C18
cartridges (ThermoFisher Scientific, Dreieich, Germany), as described in the manufacturer’s manual.

2.2. Fractionation and Analysis of Neu5Ac Polymers

In order to obtain polySia fractions with defined degrees of polymerization (DP), commercially
available polySia (a heterogeneous mixture of different chain lengths) was separated by anion-exchange
chromatography [46,47]. To receive greater amounts of shorter polySia chain lengths (for native agarose
gel electrophoresis and competitive ELISA), polySia was previously partially hydrolyzed. Therefore,
polySia was incubated in a reaction buffer (9 mM sodium hydrosulfite, 0.5 M -mercaptoethanol,
20 mM trifluoroacetic acid [TFA]) for 45 min at 55 °C. To stop the hydrolysis, 20% 1 M NaOH (v/v) was
added. PolySia separation took place with MilliQ water (E1) and 2 M ammonium acetate buffer (E2)
on a DNAPac™ PA100 column (22 mm x 250 mm, 13 um; ThermoFisher Scientific) at a flow rate of
2.5 mL/min. The gradient was the following: 0 min = 0% (v/v) E2, 5 min = 0% (v/v) E2, 20 min = 26%
(v/v) E2, 30 min = 34% (v/v) E2, 45 min = 38% (v/v) E2, 85 min = 44% (v/v) E2, 110 min = 100% (vfv) E2,
140 min = 100% (v/v) E2, 141 min = 0% (v/v) E2. To remove ammonium acetate, the samples were dried
by lyophilization and evaporation.

Then, 0.01% of the gained fractions were quantified with the eluents methanol/acetonitrile/water/
trifluoroacetic acid (TFA) (4:4:92:0.1; E3) and methanol/acetonitrile/water/TFA (45:45:10:0.1; E4) on a
Superspher 100 C-18 column (250 mm x 40 mm; Merck-Hitachi, Darmstadt, Germany). After hydrolysis
in 0.2 M TFA for 4 h at 80 °C, the samples were dried, and Neu5Ac residues were labeled with
4,5-methylene dioxybenzene (DMB) in 80 L DMB reaction buffer (9 mM sodium hydrosulfite, 0.5 M
B-mercaptoethanol, 20 mM TFA) for 2 h at 55 °C; the reaction was stopped with 20 pL. 0.2 M NaOH
(v/v) [50,51]. The used gradient was the following: 0 min = 0% (¢/v) E4, 2 min = 0% (v/v) E4, 25 min =
5% (v/v) E4, 31 min = 100% (v/v) E4, 40 min = 100% (v/v) E4, 41 min = 0% (v/v) E4, 55 min = 100% (v/o)
E4. The flow rate was 0.25 mL/min.

To control the separated chain lengths, 100 ng of each fraction was mildly labeled with DMB in
80 uL. DMB reaction buffer (overnight at 11 °C), and 20 ng were analyzed with a DNAPac™ PA100
column (4 mm X 250 mm, 13 um; ThermoFisher Scientific) [52]. The used gradient was the following;:
0 min = 0% (v/v) E2, 5 min = 0% (v/v) E2, 15 min = 5% (v/v) E2, 30 min = 21% (v/v) E2, 55 min = 33%
(v/v) E2, 100 min = 43% (v/v) E2, 101 min = 100% (v/v) E2, 110 min = 100% (v/v) E2, 111 min = 100% (v/v)
E2. The flow rate was 1 mL/min. PolySia digested with active endoneuraminidase (EndoN, 0.1 ug)
was analyzed under the same conditions.

2.3. Electrophorese on Native Agarose Gel

For the interaction analysis, lactoferrin and LFcin were separated by native gel electrophoresis in
the absence and presence of Neu5Ac and different chain length of polySia, as previously described in
detail [12,53]. To this end, the samples were loaded on an agarose gel (2%, w/v) (lactoferrin and LFcin,
10 pg/lane; Neu5Ac and sialic acid polymers, 5 ug/lane) and separated for 5 h at 80 V (running buffer:
25 mM Tris/HCI, 19.2 mM glycine, pH 8.5). Afterwards, the proteins were fixed in 45% methanol/7.5%
acetic acid (v/v) overnight and colored with Coomassie blue (Roti-Blue, Carl-Roth), and the gel was
de-stained with 25% methanol.

2.4. ELISA

ELISA plates were coated with 20 pg/mL of lactoferrin (coating buffer, 15 mM Na,COs, 35 mM
NaHCQOj3, pH 9.6) for 2 h, followed by two washing steps. Afterwards, Neu5Ac and polySia fractions
(160 pg/mL in PBS) were added, and incubation was carried out for 2 h. In a further step, murine
anti-LFcin antibody (0.5 pg/mL) was applied to bind unoccupied LFcin binding sides. For a detailed
description, please see [12].
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2.5. Bacterial Growth Assay

Bacterial growth was analyzed with the Bacteria Counting Colorimetric Assay Kit (BioVision,
Milpitas, CA, USA), which was also used to characterize the impact of histones on E. coli [49]. During all
the following steps, E. coli was cultured at 37 °C under shaking. To generate a preculture, LB medium
(1% NaCl [w/v], 1% peptone [w/v], 0.5% yeast extract [w/v]) was inoculated with a frozen E. coli stock
and incubated overnight. With this preculture, a main culture was inoculated and grown until an OD
(600 nm) of 0.29-0.32 was reached. For the bacterial growth experiments, 50 pL of LB medium was
added to a 96-well plate. In addition, LB medium containing LFcin (200 ng/mL) and/or polySia (400,
200, or 100 ug/mL), Neu5Ac (400 ug/mL), fractionated polySia (400 pg/mL), or enzymatically cleaved
polySia (400 ug/mL) was applied. For the enzymatic digestion of the polymers, polySia (6 mg/mL) was
treated with endo N (6.7 pg/mL, 3 h, 37 °C). To the 50 uL of differently modified LB media, 40 puL of
bacteria solution (~2.4 x 108 bacteria/mL) and 10 uL of WST/ECS solution (reagents of the Bacteria
Counting Colorimetric Assay Kit) were added. Thus, the final concentration of LFcin is 100 pg/mL.
The bacterial growth was measured for 150 min in 30 min intervals, at a wavelength of 450 nm.

2.6. Statistical Analysis

The calculated values were analyzed with Graph Pad Prism 8.2.1 software using ANOVA and
a multiple-comparison Turkey test. Differences were considered statistically significant at p < 0.05.
Statistically significant differences are indicated: ns, not significant; * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001;
% p < 0.0001.

3. Results and Discussion

3.1. A Lower DP of PolySia Is Sufficient to Mediate the Binding to LFcin in Comparison to Lactoferrin

Antimicrobial peptides act together as a functional complex to attack the bacterial membrane [54].
If a switch of several LFcin molecules from one polySia chain to the bacterial membrane is possible,
it is conceivable that such an accumulation of several LFcin molecules on a polySia chain supports the
cooperation of the peptides in the formation of damaging complexes. The LFcin peptides would be
directly located in a functional neighborhood.

To calculate the loading capacity of a polySia chain, it is important to determine the precise
number of linked sialic acid residues which are needed to initiate the interaction. In polySia,
the degree of polymerization necessary for the interaction with human lactoferrin or bovine LFcin
was previously narrowed down to fractions consisting of polymers with a DP between 15 and 24
sialic acid residues [11,12]. Fractions with shorter chains, consisting of 2 up to 14 linked NeubAc
residues, showed no reliable interaction with lactoferrin and LFcin in these studies. For the present
experiments, groups containing only two main chain lengths (DP 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, 10-11, 12-13, 14-15,
16-17, 18-19, and 20-21) were collected. In the collected fractions, the chain lengths were tested by
anion-exchange chromatography after fluorescent labeling with DMB (Figure 1a). It was not necessary
to collect monoSia, since NeuSAc is commercially available.

To analyze the ability of polySia to interact with lactoferrin, native agarose gels were loaded with
LFcin and/or sialic acid chains of different lengths. In addition, lactoferrin was applied by using an
identical experimental setup. Thereby, an interaction could be visualized by a migration shift of the
peptide/protein to the positive pole. This migration shift might be caused by the polyanionic charge of
polySia during the attachment to its binding partners. In the case of lactoferrin, a first weak interaction
may start with a DP of 18-19 (Figure 1b). The fraction DP 20-21 significantly influences the migration
of lactoferrin. In contrast, already shorter chains influence the migration of LEcin. Here, a detectable
interaction started with DP 10-11 (Figure 1c).

Since lactoferrin is much bulkier than LFcin, it is likely that an interaction with short polySia
chains may only slightly influence the migration in the gel. Thus, an interaction with short chains
might be overlooked. In order to confirm the obtained results, lactoferrin was coated on ELISA plates.
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Thereafter, polySia fractions according to their DP were added. Subsequently, an antibody against the
LFcin-containing domain of lactoferrin was added. The antibody could easily bind the unoccupied
N-terminal domain, whereas polySia inhibited the binding [12]. In line with the results from the
native agarose gel, polySia with DP 20-21 and unfractionated polySia were able to inhibit the antibody
binding (Figure 1d). Thus, in comparison with LFcin, twice-as-long polymers were needed to mediate
an interaction.
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Figure 1. In comparison to lactoferricin (LFcin), higher degrees of polymerization (DPs) are needed
for the interaction with lactoferrin. (a) The chain lengths of fractionated polysialic acid (polySia)
were analyzed using “mild” dioxybenzene (DMB) labeling and anion-exchange chromatography.
(b) Lactoferrin and (c¢) LFcin were incubated with polySia with chains of defined lengths, and the
different samples were analyzed by native gel electrophoresis. In addition, unfractionated polySia (~DI?
1-100) was used. Proteins were visualized by staining with Coomassie Blue. To exclude staining of
polySia by Coomassie Blue, unfractionated polySia was separated without lactoferrin and LFcin. The gel
was loaded with 10 ug/lane of lactoferrin or LFcin and/or 5 ng/mL of carbohydrate. (d) A competitive
ELISA with an anti-LFcin antibody was performed by using sialic acid with chains of different lengths.
NeubAc was used as a negative control and set to 100%. Mean values (n = 3) and standard deviations
are displayed in the diagram. Statistically significant differences are indicated: nonsignificant (ns) and
*p < 0.05.
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The differences between LFcin and lactoferrin regarding the required chain length for polySia
binding might be the results of conformational changes of LFcin after proteolytic release. It is known
that bovine LFcin can change its conformation from an «-helical structure to a twisted (-sheet.
This transformation might be also the reason for a better binding of LFcin to bacterial membranes and
the stronger antibacterial effect of LFcin in comparison to lactoferrin [5,6,55]. In addition, in lactoferrin,
large molecular surface areas of LFcin are hidden by other domains of the protein. Furthermore, it
needs to be mentioned that molecular dynamic simulation suggested a second binding domain in
lactoferrin for the terminal end of a polySia chain [11]. The interaction with two different protein
domains is probably needed to stabilize the interaction in the case of lactoferrin.

3.2. PolySia Has No Impact on the Antimicrobial Activity of LFcin

To prove the ability of polySia to influence the antibacterial properties of LFcin, both molecules
were tested for their ability to inhibit the growth of bacteria. In bacterial growth assays, LFcin and
polySia were separately tested, in addition to a combination of LFcin and different concentrations of
polySia. As expected, bacterial growth was inhibited by LFcin (Figure 2a,b). In contrast, polySia had no
statistically significant impact on bacterial growth (Figure 2b). Surprisingly, when LFcin was applied
together with polySia, its antimicrobial activity was not influenced by polySia. The growth curves in

the presence or absence of polySia were very similar, and no statistical differences were observed after
150 min.
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Figure 2. PolySia has no capability to inhibit bacterial growth or the antimicrobial activity of LFcin.
(a) Bacteria growth curves were obtained in the absence and presence of LFcin (100 pug/mL) and different
amounts of polySia, as indicated in the diagram. In (a), growth curves of an exemplary experiment are
depicted. Values at 150 min are displayed separately in (b). The values for untreated bacteria were
set to 100%. Mean values (1 = 3) and standard deviations are displayed in the diagram. Statistically
significant differences are indicated: nonsignificant (ns) and *** p < 0.001.
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In order to test weather short or long chains of polySia may have an impact on LFcin’s antimicrobial
effect, endoN was used to cut the polySia mixture [56]. EndoN works very well because it degrades
polySia to mainly short oligomers with a DP < 8 [57]. The digestion was controlled by anion-exchange
chromatography after DMB labeling. The obtained chromatograms demonstrated that the degradation
was sufficient (Figure 3a). However, also the resulting fragments of polySia exhibited no ability to
influence the effects of LFcin (Figure 3b). As described above, a DP higher than 9 was needed to
visualize an impact on the migration of LFcin (Figure 1c). Thus, the obtained degradation products
(DP < 8) might be too short.
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Figure 3. Bacterial growth inhibition by LFcin is not influenced by short sialic acid oligomers. (a) PolySia
and polySia degraded by endoN were analyzed by anion-exchange chromatography after “mild”
DMB labeling. (b) Bacterial growth values at 150 min are displayed using polySia (200 pg/mL) or
enzymatically degraded polySia (200 pig/mL) in the presence or absence of LFcin (100 pug/mL). Untreated
cells were set to 100%. Red bars show LFcin-treated samples, whereas blue bars represent data without
LFcin treatment. Mean values (n = 3) and standard deviations are displayed in the diagram. Statistically
significant differences are indicated: nonsignificant (ns) and *** p < 0.0001.

For this reason, five groups of polySia with chain lengths between 8 and 48 were collected, and the
DP was analyzed by HPLC (Figure 4a). On the basis of the results of native gel electrophoresis,
the chains have the theoretical capacity to bind one to four LFcin molecules. These fractions were used
in combination with LFcin for the bacterial growth assays. The results in Figure 4b clearly depict the
capacity of LFcin to inhibit bacterial growth despite the presence of polySia fractions of rising DPs.
Thus, polySia can bind LFcin, but it has no impact on its antimicrobial activity. Comparable results
were also obtained for histones H1 and H2A, as previously described [49].
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Figure 4. Bacterial growth inhibition by LFcin is not influenced by different chain lengths of polySia.
(a) Fractionated polySia samples with different degrees of polymerization (DP 8-48) were analyzed by
using “mild” DMB labeling and anion-exchange chromatography. (b) Bacterial growth values after
150 min are displayed after treatment with LEcin (100 ug/mL) and defined polySia fractions (200 ug/mL).
Control (without treatment) was set to 100%. Red bars show LFcin-treated sample datasets, and blue
bars show sample datasets without LFcin treatment. Mean values (n = 3) and standard deviations are

displayed in the diagram. Statistically significant differences are indicated: nonsignificant (ns) and
et p < 0.0001.

4. Conclusions

Interestingly, it was shown that polySia and lactoferrin can interact in several bodily fluids, that
polySia supports lactoferrin to inhibit the release of NET, and that polySia influences the binding of
lactoferrin to already exposed NET fibers. Since polySia also interacts with the lactoferrin-derived
peptide LFcin, an effect of polySia on the biological function of the antimicrobial peptide was also
conceivable. Since the binding of lactoferrin is initiated by its LFcin-containing domain, a modulation
of LFcin binding to NET or to polysialylated immune cells, such as dendritic cells, is likely [58].
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Recently, a therapeutic effect of bovine LFcin after oral intake was reported for the prevention
of enterohemorrhagic E. coli (EHEC) infection in a mouse model [59], demonstrating, like numerous
other studies, the potential of this antimicrobial peptide in veterinary and human medicine (reviewed
in [34]). However, neither different amounts of polySia nor different polySia DPs can influence this
ability of LFcin. Particularly, the ability to bind and not inactivate LFcin might be a big advantage,
if polysialylated surfaces can be loaded with LEcin. One additional point to note is that lactoferrin,
LFcin, and polySia are endogenous biomolecules and biodegradable. For this reason, polySia and
LFcin might be a powerful combination to develop novel therapeutic strategies, such as polysialylated
surfaces and/or hydrogels which can be equipped with the detachable antimicrobial peptide LFcin.
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4. Diskussion

4.1 In dieser Arbeit

Grundsatzliches Ziel dieser Arbeit war es, die molekulare Interaktion zwischen PolySia
und Lactoferrin zu charakterisieren sowie mechanistische Verknlpfungspunkte
zwischen Lactoferrin, PolySia und NET zu untersuchen. Basis flir meine
Untersuchungen war, dass vorab Lactoferrin und PolySia gemeinsam in gegen PolySia
gerichtete Affinitatsprazipitaten gefunden worden war (Publikation 1 Abbildungen 1
und 4). Dies war sowohl bei Muttermilch als auch humanen Blutserum sowie
Seminalplasma der Fall. Da die Banden von Lactoferrin und der typische PolySia
»~>chmier” nicht dasselbe Molekulargewicht nach der SDS-Gelelektrophorese aufwiesen,
konnte davon ausgegangen werden, dass es sich nicht um eine kovalente Verknipfung
zwischen PolySia und Lactoferrin handelt, sondern um eine Interaktion zwischen diesen
beiden Biomolekilen. Da die Uberpriifung einer maglichen Interaktion als Grundlage fir
weiterflihrende physiologische Untersuchungen unabdingbar war, soll im Folgenden

auch zuerst auf diesen Punkt eingegangen werden.

4.1.1 Interaktion von Lactoferrin bzw. Lactoferricin und PolySia

Im Laufe der 3 Verdffentlichungen konnte die Art der Interaktion zwischen PolySia und
Lactoferrin immer besser beschrieben und charakterisiert werden, sodass
zusammengenommen einige interessante Folgerungen moéglich sind. Die Interaktion
zwischen PolySia und Lactoferrin konnte in unterschiedlichen experimentellen
Aufbauten nachgewiesen werden. Eine wichtige biochemische Methode war hierbei die
native Gelelektrophorese. Die Experimente zeigten, dass mit aufsteigenden PolySia-
Konzentrationen sowohl das Migrationsverhalten von bovinem als auch humanem
Lactoferrin signifikant beeinflusst wird (Publikation 1 Abbildung 2 und Publikation 2
Abbildung 3). Somit unterstitzen die Ergebnisse der nativen Gelelektrophorese die
Interaktionshypothese, welche nach der Affinitatsprazipitation aufgestellt wurde.

AnschlieBende Versuche konnten daruber hinaus Hinweise Uber die Region innerhalb
von Lactoferrin geben, die mit PolySia interagiert. Diese Region befindet sich vermutlich
primar im N-terminalen Teil des Proteins, welcher auch die Lactoferricin-Domane
beinhaltet. Erste Anhaltspunkte, um diese Region zu Uberprifen, waren die bekannten
Interaktionen dieser Doméane mit polyanionischen Makromolekilen wie DNA und Lipid A
(van Berkel et al. 1997). Uber die Interaktion zwischen DNA und des N-terminalen Teils
von Lactoferrin soll auch die Akkumulierung von Lactoferrin an NET moglich sein (Okubo
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et al. 2016). Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde die N-terminalen Domane von
Lactoferrin einer kompetitiven Hemmung mittels eines Lactoferricin-Antikorpers
ausgesetzt. Sowohl im ELISA als auch in der nativen Gelelektrophorese schien der
Antikérper die Bindung zwischen Lactoferrin und PolySia negativ zu beeinflussen
(Publikation 1 Abbildung 6).

Um diese experimentellen Ergebnisse zu bestatigen, wurden molekulardynamische
Simulationen durchgefuhrt. PolySia interagierte in beiden Simulationen ebenfalls tber
Bereiche der N-terminalen Doméne mit Lactoferrin (Publikation 2 Abbildung 2). In der
ersten Simulation, die Uber 7 ns kalkuliert wurde, lagert sich die PolySia-Kette vertikal in
die Furche, die zwischen der a-Helix (diese entspricht einem Teil von Lactoferricin) und
den beiden dahinter liegenden Peptidschleifen an (Abbildung 8; Abbildung aus
Publikation 2 erganzende Abbildung S3).

In der zweiten Simulation, die Uber 5,6 ns kalkuliert wurde, neigt sich PolySia schrag
nach hinten und gelangt somit einerseits zwischen die Vertiefung, welche die beiden
Proteinschleifen bilden und andererseits quer an die davor liegende a-Helix
(Publikation 2 erganzende Abbildung S2b). Interessanterweise scheint die Interaktion
hierbei nicht nur tGber die geladenen Teile (wie z. B. die Carboxylgruppen von PolySia)
der beiden Makromolekiile abzulaufen. Insgesamt zeigen beide Simulationen eine
Interaktion tGber den N-Terminus von Lactoferrin, die unsere experimentellen Ergebnisse
bestatigen. Solche Simulationen liefern aber nur Indizien, sozusagen eine ,ldee”, welche
Aminosauren exakt die Interaktion vermitteln. Erst ein gezielter Austausch von
Kandidaten-Aminosauren oder z. B. NMR-Analysen wirden solch detaillierte
Schlussfolgerungen ermdglichen. Neben den exakten Aminosauren ist noch unklar,
welche Effekte eine hohere Eisenbeladung von Lactoferrin auf die Interaktion haben
konnte. Die innerhalb unserer Studien verwendeten Lactoferrinmolekile aus der Milch
besitzen, wie einleitend beschrieben, eine sehr geringe Eisenbeladung (Wang,
Timilsena, et al. 2017). Da die Eisenbeladung nicht nur die Konformation, sondern auch
auf die Stabilitat gegen Hitze oder Enzymverdau beeinflusst, waren hierzu zukinftige
Analysen von groldem Interesse (Wang, Timilsena, et al. 2017).

Die Interaktion zwischen PolySia und dem Peptid Lactoferricin wurde ebenfalls mittels
nativer Gelelektrophorese Uberprift. Auch im Falle von Lactoferricin kam es mit
aufsteigenden Mengen an PolySia zur Beeinflussung der Migration (Publikation 1
Abbildung 5). Diese Beobachtung steht im Einklang mit der Interaktion von PolySia Gber
den N-Terminus von Lactoferrin. Hierzu ist jedoch kritisch daran zu erinnern, dass sich
die Konformation des Peptides Lactoferricin vermutlich nach der Herauslésung aus dem

Protein andert und wahrscheinlich mehr Aminosauren frei an der Peptidoberflache
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verfugbar sind (Hwang et al. 1998, Vogel 2012, Gifford, Hunter, und Vogel 2005, Kihnle
et al. 2020).

Abbildung 8: Detaillierte Darstellung des Interaktionsmodells der N-Terminalen Domé&ne von

Lactoferrin mit PolySia. Dargestellt sind die Ergebnisse der ersten Molekulardynamischen
Simulation. VergréRerte Bereich der Lactoferricin-Domane. Lactoferrin ist zur Veranschaulichung
in A) als Bandermodell und in B) als Stéabchen- bzw. Gittermodell abgebildet. In der Aufsicht C)
wurde die Abbildung um 90° gedreht. a-Helices sind in dunkelblau und B-Faltblatter sind in rot
dargestellt. Die Raumforderung der Aminosdauren wird durch eine dynamische
Oberflachenstruktur (grau) angedeutet. Dadurch wird besonders deutlich, wie flexibel und dicht
sich PolySia vermutlich an Lactoferrin anlagern kann. Modifiziert aus (Kihnle, Litteke, et al.
2019).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die strukturellen Voraussetzungen einer
PolySia-Kette charakterisiert, die eine Interaktion zwischen Lactoferrin und Lactoferricin
ermdglicht. Da in Saugern bisher nur Homopolymere aus Neu5Ac beschrieben wurden,
ist bei den Bindungs-Struktureigenschaften von PolySia besonders die Anzahl der
miteinander verbundenen Sialinsduren interessant. Die flr eine Bindung mit Lactoferrin

bendtigten PolySia-Kettenlangen wurden in Tabelle 2 zusammengefasst. Es ist zu
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vermerken, dass zu Beginn mit Fraktionen mit einer Differenz von etwa 10 DP gearbeitet
wurde, um einen Bindungsbereich eingrenzen zu kénnen. Mit diesem Wissen wurden
spatere Experimente angepasst und es konnten kleiner PolySia-Fraktionen mit einem
Unterschied von 1-2 DP isoliert und verwendet werden. Vergleicht man das Lactoferrin
der beiden Spezies, so kommt man mit DP 15-24 fir humanes Lactoferrin (Publikation 1
Abbildung 2C) und DP 20-21 fir bovines Lactoferrin auf relativ ahnliche PolySia-
Kettenlangen (Publikation 3 Abbildung 1b), die fur eine Bindung ndétig sind. Diese
ahnlichen Zahlen verwundern nicht, vergleicht man die Strukturahnlichkeiten beider
Lactoferrine im N-terminalen Bereich ((Vogel 2012) siehe au3erdem Abb. 2). Auch in
den molekulardynamischen Simulationen sind an der Hauptinteraktionsstelle
(am N-Terminus) immer mehrere Sialinsauren gleichzeitig an der Interaktion beteiligt. Im
Vergleich zu Lactoferrin bindet ein Mix aus bovinen Histonen PolySia ab einer
Kettenlange von 24-32 (Galuska, Dambon, et al. 2017). Die Ergebnisse zur bovinen
Form von Lactoferrin sind hierbei von besonderem Interesse, da sich bereits
Untersuchungen zur therapeutischen Anwendung von bovinem Lactoferrin in
Sauglingen in klinischen Phasen befindet (Doyle und Cheong 2019).

Zur Bindung von bovinem Lactoferricin sind sogar mit einem DP-Bereich von 10-11 noch
kirzere PolySia Kettenlangen nétig. Dies ist im Einklang mit anderen Peptiden, die mit
PolySia interagieren kdnnen. Beispielsweise wurde ermittelt, dass PolySia mit einem DP
von 12 das Peptid BDNF bindet (Kanato, Kitajima, und Sato 2008). Zunachst wiesen
jedoch unsere Versuche darauf hin, das langere Ketten nétig sind, um Lactoferricin zu
binden. Ergaben unsere ersten Daten, dass eine Kettenlange von 15-24 DP bendtigen
wird (Publikation 2 Abbildung 4), konnte erst spater ein DP von 10-11 bestimmt werden
(Publikation 3 Abbildung 1c). Dies hatte den Grund, dass innerhalb der ersten
Untersuchungen Fraktionen untersucht wurden, die noch ein relativ weites Spektrum an
unterschiedlichen Kettenlangen enthielt (DP 2-14 und DP 15-24), wahrenddessen es
spater mdglich war, kleinere Gruppen mit je zwei unterschiedlichen Kettenlangen zu
verwenden. Eventuell war die Menge an héheren Kettenlangen in der Fraktion DP 2-14
zu gering, um signifikante Unterschiede im Migrationsverhalten zu ergeben. Hier war
lediglich eine sehr leichte Fokussierung der Bande zu beobachten (Publikation 2
Abbildung 4). Die Ergebnisse zeigen, dass es wichtig ist, eine maoglichst geringe

Kettenlangenverteilung zu verwenden, um detaillierte Aussagen treffen zu kénnen.
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Tabelle 2: Ubersicht der bendtigten Kettenlangen von PolySia fiir die Interaktion mit Lactoferrin,
Lactoferricin oder Histonen im nativen Agarosegel. Aufgefiihrt sind hier die Fraktionen, ab deren
Kettenlangen (DP; degree of polymerization) eine eindeutige Verschiebung der
Proteinwanderung erkennbar war (griin) als auch die letzte Fraktion davor (rot). Bei bovinem
Lactoferricin wurde zuerst (A) die Kettenldnge mittels breiter Fraktionen (Differenz ca. 10 DP)
eingegrenzt und spater (B) mit kleinen definierten Fraktionen (1-2 DP) genauer untersucht. Die
bovinen Histone dienen als Vergleichswert flr die anderen Proteine. Abkiirzungen human (h) und
bovin (b). * Quellennummerierung 1. (Kihnle, Veelken, et al. 2019) 2. (Kuhnle et al. 2020)
3. (Kihnle, Litteke, et al. 2019) 4. (Galuska, Dambon, et al. 2017).

Letzte nicht bindende
PolySia Interaktions- . Quellen-
. Kettenlangen-Fraktion
Kettenlange (DP) Nr.*
(DP) von PolySia
h Lactoferrin 15-24 2-14 1
b Lactoferrin 20-21 18-19 2
b Lactoferricin | A) 15-24 B) 10-11 A) 2-14 B) 8-9 2und 3
b Histone 24-32 15-24 4

Die Anzahl der ndtigen Kettenldngen zu bestimmen ist besonders interessant im Hinblick
darauf, ob PolySia auch mehrere Bindungspartner gleichzeitig haben kdnnte. In
humaner Milch und Serum konnte PolySia mit einer DP von Uber 30 Sialinsduren
gefunden werden (Publikation 1 Abbildung 3). Diese Lange konnte rein rechnerisch
reichen, um mindestens ein Lactoferrin-Molekul oder 2 Lactoferricin-Peptide zu binden.
Ebenfalls kdnnte eine Bindung von Lactoferrin und anderen PolySia bindenden
Proteinen (wie z. B. Histonen) parallel erfolgen. Dazu sollte bedacht werden, dass die
bindenden Molekile sich gegenseitig sterisch an der Bindung behindern konnten. Zur
Erinnerung an anderen Regionen in Saugetieren ist es aber durchaus mdglich langere
Sialinsaureketten anzutreffen. So konnte an humanen Spermien und in
Lungenepithelzellen PolySia mit einer Kettenlange von ber 40 DP und im Gehirn von
Mausen eine Kettenlange von tuber 90 DP detektiert werden (Ulm et al. 2013, Galuska
et al. 2008, Simon et al. 2013, Sato und Kitajima 2013, Galuska, Dambon, et al. 2017).
Das von uns fur die Experimente verwendete PolySia kann Kettenlangen von mehr als
100 Sialinsduren aufweisen. Auch hier sind also Mehrfachbindungen von

Interaktionspartnern moglich.
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4.1.2 Zusammenspiel von Lactoferrin und PolySia mit NET

Lactoferrin und PolySia kénnten in Kombination verschiedene Wirkungsweisen in Bezug
auf NET haben. Einerseits kénnte PolySia den inhibitorischen Prozess von Lactoferrin
bei der Freisetzung von NET-Fasern aus neutrophilen Granulozyten beeinflussen,
andererseits kann PolySia die Aufnahme von externem Lactoferrin in NET-Fasern
beeinflussen, da sowohl DNA als auch PolySia mit der N-terminalen Domane von
Lactoferrin interagieren.

Beginnen wir mit dem Prozess zur Inhibition der Freisetzung von NET-Fasern. Um eine
Vorstellung davon zu bekommen, ist in Abbildung 9 dargestellt, wie eine normale
NETose ablauft. Der Fokus liegt hierbei auf der Integritdt der Membranen. Die Zelle
schwillt wahrend der NETose deutlich an und es kommt daraufhin an einer Stelle zur
Ruptur der Membranen und zur Freisetzung der DNA-Fasern. Im Bild sind
interessanterweise besonders gut zwei Bereiche zu sehen, an denen besonders wenig

Membranen-Farbstoff angelagert ist (Bornhofft et al. 2019).

==
ISE

Abbildung 9: Ablauf der Freisetzung von NET aus einem neutrophilen Granulozyten mit Fokus

auf die Membranenintegritat. Die DNA der Zelle wurde in blau und die Zellmembranen in rot
eingefarbt. Zu Beginn der Aufnahme wurde die NETose mit PMA induziert. Wahrend dem
Prozess der NETose beginnt die Zelle ihre DNA zu dekondensieren und der Nucleus als auch
die Zelle selbst schwellen an. Zuerst kommt es daraufhin zum Zerfall der Kernmembranen und
die DNA vermischt sich mit dem Zytoplasma. Spater kommt es zur Ruptur der Zellmembranen
der immer weiter angeschwollenen Zelle. Dadurch kommt es zur Ausschittung der NET-Fasern
und die geschrumpfte leere Zellmembran bleibt zurtick. Der Maf3stab entspricht 5 um. Abbildung
aus (Bornhofft et al. 2019) CC BY 4.0.
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Okubo et al. zeigten, dass Lactoferrin in der Lage ist, die NET-Freisetzung zu inhibieren
(Okubo et al. 2016). Dabei scheinen die Neutrophilen zwar den kompletten internen
Prozess der NETose zu durchlaufen, die NET-Fasern aber nicht ausschiitten zu konnen.
Zu sehen ist stattdessen eine Art Schild aus Lactoferrin auf der Zelloberflache, dass
vermutlich die Membranenintegritat aufrechterhalt. Es ist bisher nicht klar, ob es sich
hierbei um einen Notfallmechanismus handelt, der das Immunsystem vor einer
Uberreaktion schitzt. Diese Eigenschaft von Lactoferrin kénnte jedoch vom groRen
Vorteil fur therapeutische Anwendungen sein, da auch nach Induktion der Zellen noch
eingegriffen werden kénnte.

Im Gegensatz zu Lactoferrin, kdnnen jedoch freie PolySia-Ketten die NETose nicht
inhibieren (Publikation 1 Abbildung 8). Die Sialinsaurepolymere konnten jedoch in diesen
Versuchsansatz die Effekte  von Lactoferrin  potenzieren. Bei einer
Lactoferrinkonzentration die allein noch keinen signifikanten Einfluss auf die NETose
hatte, wurde durch das Zusammenspiel mit PolySia die NETose inhibiert (Publikation 1
Abbildung 8). Somit sind geringere Konzentrationen an Lactoferrin nétig, wenn PolySia
als Interaktionspartner zur Verfiigung steht. Es ist allerdings nicht bekannt wie PolySia
Lactoferrin bei diesem Prozess unterstutzt. Interessanterweise konnte Bornhofft et al.
2019 zeigen, dass Nanopartikel mit a2,8-verknupften Sialinsaureketten die NET-
Freisetzung unterdricken koénnen. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die
Zellmembran dabei weitestgehend intakt geblieben ist. Spannend ist ebenfalls, dass
dieser Effekt durch die zusatzliche Zugabe von ungebundenen Sialinsdureketten
aufgehoben werden konnte. Die Zuckerketten scheinen also gerade durch die Kopplung
an die Partikel ihre Wirkung zu entfalten (Bornhofft et al. 2019). Dies starkt die
Hypothese, dass die Bindung von Lactoferrin und PolySia einer solchen Kopplung ahnelt
und gerade durch die Interaktion beider Molekule eine Verstarkung des NETose-
inhibitorischen Effektes sichtbar wird. In Bornhofft et al. 2019 wird vermutet, dass PolySia
dabei Uber in Lipid Rafts (sogenannte Lipidflé3e) angereicherte Phospholipide mit der
Membranen interagieren konnte und dabei stabilisierende Querstreben bilden kdnnte
(Bornhofft et al. 2019, Janas, Nowotarski, und Janas 2010, Sapon et al. 2018). In beiden
molekulardynamischen Simulationen scheinen jeweils zwei PolySia-Ketten gleichzeitig
eine Interaktion mit Lactoferrin einzugehen. Rein theoretisch ist also eine &hnliche
Quervernetzung von PolySia und Lactoferrin moéglich und wurde bereits im Modell
angedeutet (dieser Mechanismus ist in Abb. 10 A und C). Uber welche Bindungspartner
Lactoferrin mit den Membranen interagieren konnte, ist nicht ganz so einfach
darzustellen, da es eine Vielzahl an Molekllen binden kann. Als immunregulatorische
Komponente interagiert es unter anderem mit unterschiedlichen Rezeptoren, die sich

ebenfalls auf der Oberflache von Neutrophilen befinden kénnen (Birgens et al. 1984,
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Suzuki, Lopez, und Lonnerdal 2005, Lénnerdal 2013, Levay und Viljoen 1995, Maneva,
Sirakov, und Manev 1983).

Lactoferrin ist nicht nur in der Lage, die NETose zu inhibieren, sondern stellt auch ein
funktionelles Element von NET-Fasern dar. Wahrend der NETose lagern sich die
vesikular gespeicherten Lactoferrinmolekiile ebenso wie z. B. neutrophile Elastase an
die DNA an, um zusammen ein antimikrobielles Milieu zu bilden. Die Interaktion
zwischen Lactoferrin und DNA soll wie bei PolySia Uber Bereiche der N-terminalen
Lactoferricin-Domane stattfinden (Okubo et al. 2016, Kanyshkova et al. 1999, van Berkel
et al. 1997). Wahrend Lactoferrin also direkt die DNA bindet, wird davon ausgegangen,
dass bei PolySia basische Histone den Hauptankerpunkt in NET darstellen (Galuska,
Dambon, et al. 2017).

Es sollte nun untersucht werden, welchen Einfluss PolySia auf die Akkumulierung von
Lactoferrin in NET hat. In unseren Experimenten zeigte sich, dass es nach der
Absattigung von NET-Fasern mit Lactoferrin durch Zugabe von PolySia méglich war,
neues Lactoferrin in NET-Fasern einzulagern (Publikation 2 Abbildung 6). Jedoch nicht
Uber den zuvor bestimmten Sattigungswert hinaus. Daraus ergaben sich zwei
Hypothesen.

Bei der einen Hypothese kdnnten DNA und PolySia Lactoferrin tber die Lactoferricin-
Domane binden. Durch eine Konkurrenz beider Bindungspartner zu Lactoferrin und
einen dadurch bedingten dynamischen Wechsel konnte sich Lactoferrin aus NET l6sen
und somit wieder Bindungsstellen fir externes Lactoferrin frei werden. Dabei kdmme es
zum Austausch von internem und externem Lactoferrin (dieser Mechanismus ist in Abb.
10 D dargestellt). Fir die zweite Hypothese ist zu bedenken, dass PolySia ebenfalls die
Histone in NET binden kann und PolySia somit je nach Kettenlange in der Lage ist, beide
Proteine, Lactoferrin und Histone zu binden. Dies ware entsprechend, der hier
aufgefuhrten Werte und somit rein additional ab einer Kettenlange von
50 Sialinsaureresten maglich (siehe Tabelle 2 und Abb. 10 D). Auch PolySia-Ketten mit
einem solch langen Polymerisationsgrad waren in unserem Experiment vorhanden,
sodass es durchaus maoglich ist, dass eine Anreicherung von Lactoferrin in NET-Fasern
erreicht wurde. Die Ergebnisse unterstitzen jedoch vor allem die erste Hypothese, da
durch Zugabe von PolySia nicht mehr Lactoferrin in NET eingelagert werden konnte als
durch die alleinige Zugabe von Lactoferrin.

Unabhangig vom Mechanismus kann PolySia den Einbau von externem Lactoferrin in
bereits ausgeschittete NET-Fasern beeinflussen. Die Anwendung von PolySia in
Kombination mit Lactoferrin kénnte dabei zwei Vorteile haben. Einerseits werden

dadurch vermutlich Histone von PolySia abgedeckt. Dabei wird vor allem die
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zytotoxische Wirkung der Histone fir endogene Zellen reduziert, wahrend die Wirkung
gegenuber Bakterien nur gering beeinflusst wird (Zlatina und Galuska 2019). Letzterer
Effekt kdnnte durch den Einbau von neuem antimikrobiellem Lactoferrin abgefedert
werden. Durch den Austausch von eisenbeladenem Lactoferrin mit externem
apo-Lactoferrin kdnnte es dazu kommen, dass in NET eingeschlossenen Bakterien
dauerhaft essenzielles Eisen entzogen wird. Es kdnnten somit endogene Zellschaden
vermieden werden, wahrend gleichzeitig die antimikrobiellen Eigenschaften von NET
aufrechterhalten werden.

'S
Lactoferrin

'S
Lactoferricin

N
DNA-Fasern

Histone

ANANNN
PalySia

Abbildung 10: Interpretation der Interaktion von Lactoferrin, PolySia und NET. Nach Aktivierung
der Zelle (A) durchlauft diese entweder den kompletten Prozess der NETose, dabei kommt es
zur Ausschuttung der kompletten DNA (B) gespickt mit antimikrobiellen Peptiden wie z. B.
Lactoferrin oder Lactoferrin und PolySia werden gemeinsam zugegeben, dabei bildet sich (C)
wahrscheinlich ein Schild aus Lactoferrin und PolySia um die Zellmembranen. Dadurch wird die
Freisetzung der bereits gebildeten NET-Fasern inhibiert. Werden Lactoferrin und PolySia erst
nach Freisetzung der NET-Fasern zugegeben (D), sorgt PolySia vermutlich fir den Austausch
von Lactoferrin in den Fasern mit externem Lactoferrin im Umgebungsmedium. Modifiziert aus
(Kuhnle, Veelken, et al. 2019, Kuhnle, Lutteke, et al. 2019) CC BY 4.0.
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4.1.3 Einfluss der Bindung von PolySia zu Lactoferricin

Der Einfluss von PolySia auf extrazellulare Histone hat sich mit der Zeit als wesentlich
differenzierter herausgestellt und soll deshalb hier mit der Bindung von Lactoferricin und
PolySia verglichen werden (Zlatina et al. 2018, Zlatina und Galuska 2019, Zlatina,
Litteke, und Galuska 2017). Die Zytotoxizitat der einzelnen Histone (H1, H2A, H2B, H3,
und H4) auf Saugetierzellen Iasst sich durch die Bindung an PolySia deutlich senken.
Fur die meisten Histone gilt dabei, dass PolySia-Kettenlangen Uber 46 DP die starkste
Wirkung haben (Zlatina, Litteke, und Galuska 2017). Fur Bakterienzellen hingegen
bleiben einige Histone zytotoxisch trotz der Interaktion mit PolySia. Wahrend Lysin
reiche Histone wie H1, H2A, und H2B, auch wenn eine Zugabe von PolySia erfolgt, ihre
antimikrobiellen Fahigkeiten gegen E. coli behalten, sind Arginin reiche Histone wie H3
dazu nicht in der Lage. Dabei wird angenommen, dass der hdohere Anteil von sauren
Phospholipiden in der Bakterien-Membranen, im Vergleich zu Saugetierzellen die
Ubertragung von Lysin reichen Histonen von PolySia auf die Membranen-Oberflache
begunstigt (Zlatina und Galuska 2019).

Das ebenfalls stark antimikrobielle bovine Lactoferricin besitzt als basische
Komponenten 5 Arginin- sowie 3 Lysin-Reste (siehe Abb. 2 C). Beide Aminosaurereste
konnten die Interaktion von Lactoferricin mit PolySia beeinflussen. Um das Potenzial fir
die moégliche medizinisch-therapeutische Anwendung von Lactoferricin in Kombination
mit PolySia einschatzen zu kénnen, musste zunachst Gberprift werden, ob PolySia die
antimikrobiellen Eigenschaften von Lactoferrin unterdriickt. Als Erstes wurde dafur mit
einer PolySia-Kettenlangen-Mixtur gearbeitet, mit der gezeigt werden konnte, dass die
antimikrobiellen Eigenschaften von Lactoferricin nicht beeinflusst wurden (Publikation 3
Abbildung 2). Folgend war es wichtig zu berlcksichtigen, dass die Bindung von
Lactoferricin von der Kettenlange abhangt (Publikation 3 Abbildung 1c¢). Deshalb wurde
Lactoferricins Fahigkeit, das bakterielle Wachstum zu beschranken, mit Mono- bis
Oligomeren Sialinsaureketten als auch unterschiedlichen PolySia-Fraktionen (bis rauf zu
Kettenlange 48) untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die antimikrobielle
biologische Funktion gegen E. coli von Lactoferricin nicht durch PolySia, egal welcher
Kettenlange, beeinflusst werden konnte (Publikation 3 Abbildungen 3 und 4).
Entsprechend kann vermutet werden, dass sich trotz des leicht héheren Anteils an
Arginin-Resten Lactoferricin ahnlich wie die Histone H1, H2A, und H2B verhalt und durch
PolySia an entsprechende Zelloberflachenmoleklle wie beispielsweise Lipid A

abgegeben werden kann.
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Analog dazu ist bekannt, dass Lactoferricin ebenfalls Tumorzellen binden kann, bei
denen die Membranenlipid-Asymmetrie nicht mehr aufrechterhalten werden kann.
Interessanterweise ist dabei mehr negativ geladenes Phosphatidylserin an der
Zelloberflache verflgbar (Vorland und Rekdal 2002, Gifford, Hunter, und Vogel 2005,
Fadok et al. 2001). Inwieweit Lactoferricin vielleicht besonders oder gerade nicht bei
PolySia-positiven Tumorzellen wirkt, ware eine interessante Fragestellung, die in

Zukunft untersucht werden konnte.

4.1.4 Ausblick Uber mogliche Zusammenspiele dreier multifunktionale
Komponenten

Mit PolySia und Lactoferrin bzw. Lactoferricin wurden drei multifunktionale Komponenten
des Immunsystems untersucht, die alle das Immunsystem unterstitzen und
Moglichkeiten zu dessen Regulation bieten. Die Funktion von Lactoferrin und PolySia
als immunmodulatorische Komponenten, die beide gemeinsam Einfluss auf die
Ausschittung, den Aufbau und die antimikrobiellen Eigenschaften von NET haben,
passen gut zu den durch beide Komponenten einzeln gemachten Beobachtungen. Die
Interaktion von Lactoferrin und PolySia kénnte aber ebenfalls Einfluss auf weitreichende
andere Eigenschaften im Organismus haben.

Interessant sind deshalb vor allem Regionen im Organismus, an denen Lactoferrin und
PolySia auf naturliche Weise oder unter inflammatorischen Bedingungen
zusammentreffen kdnnen. Einige davon wie Ejakulat und Blut wurden bereits innerhalb
dieser Arbeit erwahnt. Die Literatur gibt jedoch weitere Anhaltspunkte dafir, dass
PolySia und Lactoferrin in unterschiedlichen Regionen des Koérpers zusammentreffen
konnten.

Sowohl Lactoferrin als auch PolySia werden von Zellen im Gehirn gebildet (Siebert und
Huang 1997, Sato und Kitajima 2013). Zusatzlich kann Lactoferrin im Blut die Blut-
Hirnschranke Uberwinden (Kamemori et al. 2008, Fillebeen et al. 1999). AuRerdem kann
intaktes bovines Lactoferrin bei Neugeborenen und 6 Wochen alten Ferkeln ber den
Darm in die Blutbahn transportiert werden (Harada et al. 1999). Als Erinnerung, es
konnte bereits gezeigt werden, dass die Ernahrung von Ferkeln mit bovinem Lactoferrin
(von 3 bis 38 Tage) zu einer erhohten Bildung von BDNF und BDNF-
Signalwegproteinen, sowie dessen Bindungspartner PolySia-NCAM fuhrt. Diese Ferkel
waren besser in der Lage, Lern- und Gedachtnisaufgaben zu I6sen, als eine
Kontrollgruppe (Chen et al. 2015, Kanato, Kitajima, und Sato 2008). Erwahnenswert ist
hier zudem, dass zahlreiche neuroendokrine Tumore PolySia auf der Zelloberflache

aufweisen (Sato und Kitajima 2013) und Lactoferrin als Mittel gegen unterschiedliche
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Tumore diskutiert wird (Kanwar et al. 2015, Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012, Kanwar
et al. 2008). Hier ware ein Zusammentreffen denkbar, dass vielleicht, ebenso wie bereits
zuvor fur Lactoferricin erwahnt, therapeutisch genutzt werden kénnte.

Neben dem Gehirn kommen beispielsweise inflammatorische exponierte Regionen der
Lunge und den weiblichen Reproduktionstrakt nach der Paarung oder Insaminierung in
Frage. Von diesen Regionen ist bekannt, dass hier vermutlich PolySia zur Abwehr der
zytotoxischen Histone aus NET vorkommt (Ulm et al. 2013, Simon et al. 2013). Wahrend
Lactoferrin generell in Bronchialsekret als auch Vaginalsekreten vorkommt (Levay und
Viljoen 1995). Zusatzlich konnten beide Molekule auf der Oberflache von Spermien und
im Seminalplasma gefunden werden (Simon et al. 2013, Zumoffen et al. 2013, Kuhnle,
Veelken, et al. 2019).

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob beide Molekiile, da diese zusammen in Milch
gefunden werden koénnen, einen gemeinsamen Einfluss auf Brustentziindungen
(Mastitis) haben kénnten (Kuhnle, Veelken, et al. 2019). Vor allem, da es auch hierbei
zur NET-Freisetzung kommen kann (Pisanu et al. 2015, Lippolis et al. 2006). Aul3erdem
scheint die erhéhte Bildung von Lactoferrin ein natirlicher Prozess wahrend der bovinen
Mastitis zu sein (Shimazaki und Kawai 2017).

Interessanterweise haben einzelne E. coli Stamme und Vertreter der Bakteriengattung
Neisseria polysialylierte Oberflachen, um sich durch molekulares Mimikry vor dem
Immunsystem des Wirtsorganismus zu tarnen. Besonders hervorzuheben sind hier
vielleicht Neisseria meningitidis Serogruppe B und C. Interessanterweise besitzen
Vertreter von Neisseria meningitidis zudem einen spezifischen Abwehrmechanismus
gegen Lactoferrin (Adlam et al. 1987, Sato und Kitajima 2013, Vimr et al. 2004, Ostan
et al. 2017). Das Bakterium bildet das Lactoferrin bindende Protein B (LbpB), welches
Lactoferrin binden kann. Bei geringen Mengen von Lactoferrin kann dieses zur
Eisenaufnahme genutzt werden (Ostan et al. 2017). Wissenswert ware es
herauszufinden, ob PolySia der Bakterienkapsel oder extern zugeflihrtes PolySia diesen
Mechanismus beeinflussen.

Es wird auch diskutiert, dass Peptide wie Lactoferricin in NET-Strukturen aus Lactoferrin
gebildet werden kdnnten, da in NET-Strukturen viele unterschiedliche Proteasen aktiv
sind (Vogel 2012, Brinkmann et al. 2004). Zusatzlich besitzen unterschiedliche Bakterien
unter anderem als Virulenzfaktoren ebenfalls Proteasen (Wandersman 1989). Daraufhin
kdnnte man die Frage stellen, welchen Einfluss die Bindung von PolySia an Lactoferrin
auf die Entstehung dieser Peptide haben kdnnte.

Durch das Zusammenspiel von PolySia und Lactoferrin oder Lactoferricin konnten sich
somit mogliche Therapieansatze entwickeln, um die nachteiligen und

krankheitsauslosenden Wirkungen von NET einzuschranken oder aber auch andere
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physiologische Wirkungen von Lactoferrin oder Lactoferricin zu modulieren. Alle drei
Molekiile werden bereits einzeln in unterschiedlichen Therapieansatzen diskutiert oder
angewendet (Bruni et al. 2016, Wu et al. 2018, Kanwar et al. 2015, Svendsen et al. 2019,
Ting Zhang 2014, Zhang et al. 2016). Sowohl Lactoferrin als auch PolySia werden dabei
fur Anwendungen in der Nanotechnologie untersucht, speziell PolySia wird dabei schon
als Mdglichkeit zur Anwendung gegen die zytotoxischen Histone in NET diskutiert (Yan
et al. 2018, Kanwar et al. 2015, Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012, Galuska, Dambon,
etal. 2017, Wu et al. 2018, Meng et al. 2018). Interessanterweise gibt es schon klinische
Studien zu beispielsweise polysialyliertem Erythropoietin. Hierbei jedoch vor allem um
die Lebensdauer des Proteins im Organismus zu verlangern (Meng et al. 2018).

Insgesamt zeigte sich innerhalb meiner Arbeit, dass die Kombination der beiden
Biomoleklle Lactoferrin und PolySia eine ginstige therapeutische Moéglichkeit bieten
konnte, den Prozess der NETose zu regulieren und somit die negativen Einflisse von
NET zu senken. AuRerdem kdnnten sich nach weiteren Untersuchungen Lactoferrin und
PolySia als wirkungsvolle antibakterielle Partner herausstellen. Trotzdem sollte im
Gedachtnis behalten werden, dass es sich hierbei um erste optimistische

Grundlagenforschung handelt, denen definitiv weitere Untersuchungen folgen missten.
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5. Zusammenfassung

Diese Arbeit handelt von den multifunktionalen und immunmodulatorischen
Biomolekllen Lactoferrin und dem Polysialinsauren (PolySia), die beide Einfluss auf die
Bildung und Aktivitat von neutrophilen extrazellularen Fallen (engl. Abk. NET) haben. In
vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass nach Affinitatsprazipitation
gegen PolySia auch Lactoferrin aus Koérperflissigkeiten wie Seminalplasma, Blut und
Milch isoliert wird, obwohl Lactoferrin selbst keine PolySia-Ketten tragt. Dies liefl3
vermuten, dass eine Interaktion zwischen der linearen Zuckerkette PolySia und
Lactoferrin stattfindet. Aus diesem Grund standen sowohl die Charakterisierung einer
moglichen Interaktion zwischen Lactoferrin und PolySia sowie der Einfluss solch einer
Interaktion auf deren biologische Aktivitat im Fokus. Die Analysen zeigten, dass PolySia
in Abhangigkeit der Kettenlange lber die N-terminale Region von Lactoferrin gebunden
wird. Innerhalb der N-terminalen Region von Lactoferrin ist eine kleine basische Domane
namens Lactoferricin lokalisiert, die proteolytisch freigesetzt werden kann und
antimikrobielle Eigenschaften besitzt. Unsere Analysen zeigten, dass freies Lactoferricin
ebenfalls mit PolySia in Abhangigkeit der Kettenlange interagiert und so wurde die
Wirkung des antimikrobiellen Peptides Lactoferricin auf E. coli untersucht, wahrend es
gleichzeitig in Interaktion mit PolySia treten konnte. Es stellte sich heraus, dass PolySia
egal mit welchem Polymerisationsgrad, keinen negativen Einfluss auf die antimikrobielle
Wirkung von Lactoferricin hatte. Dadurch kénnte sich diese Interaktion als ein
interessantes, therapeutisches, antimikrobielles Parchen darstellen.

Daruber hinaus wurde der Einfluss von PolySia auf biologische Funktionen von
Lactoferrin analysiert, wobei zwei Wirkungsweisen eines Zusammenspiels der beiden
Biomolekile aufgezeigt wurden. Einerseits verstarkt die Zugabe von PolySia die
Fahigkeit von Lactoferrin, die Freisetzung von NET bei neutrophilen Granulozyten zu
hindern. Dabei bildet es eine Art Schild um die Membranen der neutrophilen
Granulozyten und hindert somit die Ruptur dieser und somit die Ausschiittung der NET-
Fasern. Andererseits ist PolySia vermutlich in der Lage, den Austausch von Lactoferrin
in bereits freigesetzte und mit Lactoferrin beladenen NET-Fasern durch externes
Lactoferrin zu modulieren.

Da die Ausschittung von NET nicht nur positive Effekte wie die Bekdmpfung von
Pathogenen hat, sondern auch im Zusammenhang mit vielen Krankheiten steht, ist es
von besonderer Bedeutung, die Regulations- und Modulationsmechanismen von NET
aufzuschlisseln. Diese kénnten dann flr zukunftige Therapieentwicklungen zur
Verfugung stehen. Mit der Interaktion der natlrlichen Biomolekile PolySia und

Lactoferrin bzw. Lactoferricin haben wir wahrscheinlich ein solches Paar gefunden.
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6. Summary

This work deals with the multifunctional and immunomodulatory biomolecules lactoferrin
and polysialic acid (polySia), both of which influence the formation and activity of
neutrophil extracellular traps (NETs). Previous work has shown that affinity precipitation
of polySia from body fluids, such as seminal plasma, blood, and milk, also isolates
lactoferrin, even though lactoferrin itself does not contain polySia chains. This suggests
that an interaction occurs between the linear polySia sugar chain and lactoferrin.

For this reason, the focus of this work was to characterize a possible interaction between
lactoferrin and polySia, as well as to determine what influence this type of interaction
might have on their biological activity. The analyses showed that, depending on its chain
length, polySia binds to the N-terminal region of lactoferrin. This N-terminal region
contains a small basic domain, called lactoferricin, which can be proteolytically released
and has antimicrobial properties. Results of further analyses showed that free
lactoferricin also interacts with polySia, depending on the chain length. The antimicrobial
effect of lactoferricin against E. coli was examined further while allowing the peptide to
interact with polySia simultaneously. The results showed that, regardless of the degree
of polymerization, polySia had no negative influence on the antimicrobial activity of
lactoferricin. Therefore, this interaction could represent an interesting therapeutic
antimicrobial couple.

The influence of polySia on the biological functions of lactoferrin was also analyzed. The
interaction of both molecules revealed two modes of action. On the one hand, in induced
neutrophil granulocytes, the addition of polySia increases the ability of lactoferrin to
prevent the release of NET by neutrophils. To do this, lactoferrin forms a kind of shield
around the cell surface of the neutrophil granulocytes, thereby preventing the rupture of
the cell membrane and thus preventing the release of NET fibers. On the other hand,
polySia is probably able to modulate the exchange of lactoferrin between NET fibers that
are already loaded with lactoferrin and external lactoferrin.

Since the distribution of NET not only has positive effects, such as combating pathogens,
but is also related to many diseases, exploring the regulatory and modulation
mechanisms of NET is particularly important. These mechanisms could be helpful in
developing novel therapeutic strategies. The interaction between the natural
biomolecules polySia and lactoferrin or lactoferricin indicate that we have probably come

across a promising antimicrobial couple.
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