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Einleitung 1

1 Einleitung

Zellulare Kommunikation, so ist es aus heutiger wissenschaftlicher Sicht klar, bildet die
Basis fir die Funktion eines jeden Organismus. Dabei stof3t die Wissenschaft in den
Fragen, wie genau diese Kommunikation geregelt ist, wie tief sie greift und wie sie be-
grenzt wird, immer wieder an die eigenen Grenzen. Obwohl immer wieder neue Entde-
ckungen in diesem Feld gemacht werden, sind noch lange nicht alle Fragen beantwor-
tet, sowie nicht alle Prozesse oder gar alle Feinheiten verstanden.

In einem besonderen Mal3e trifft das auf Kommunikationswege im Immunsystem zu. In
den letzten Jahrzehnten sind hier bahnbrechende Errungenschaften gemacht worden,
die unser Verstandnis davon, wie sich ein Organismus gegen Eindringlinge verteidigt,
erweitert, aber sicher noch nicht vervollstandigt hat. So sind wir auch heute in der Me-
dizin nicht in der Lage, allumfénglich auf die Frage zu antworten, warum manche Men-
schen eine Autoimmunerkrankung entwickeln oder welche Rolle das Immunsystem
beim Entstehen maligner Erkrankungen spielt. Man ist sich allerdings daruber einig,
dass das Immunsystem Einfluss auf eben diese Prozesse hat und fuhrt deshalb exten-
sive Untersuchungen, sowohl in der Grundlagen-, als auch in der klinischen Forschung
durch, um mdglichst ganzheitlich die Mechanismen unseres Immunsystems zu verste-
hen.

Mit dem Immun- ist das Blutsystem eng verkniipft und bildet einen maf3geblichen Fak-
tor fir die Funktion und den Erhalt einer geregelten Antwort auf die Anforderungen,
denen unser Organismus ausgesetzt ist. Der Blutkreislauf mit all seinen Gefaflien er-
laubt dabei einen Stofftransport bis in den ,letzten Winkel“ unseres Koérpers und ist
damit Vermittler, Akzeptor- und Effektororgan in einem. Wie sich dabei das Blut- und
Immunsystem gegenseitig beeinflussen und bedingen, ist Gegenstand unzahliger For-
schungsvorhaben.

Im Rahmen dieser Dissertation geht es um eine posttranslationale Proteinmodifikation,
deren Transport im Blut und ihre moglichen Auswirkungen auf immunmodulatorische

Vorgange im Gesamtorganismus Mensch.
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1.1 Polysialinsaure (PolySia)

1.1.1 Struktureller Aufbau

Die Polysialinsaure (PolySia) ist ein Homopolymer aus N-Acetylneuraminsaure
(Neu5Ac), die aus mehr als 50 Sialinsdureresten aufgebaut sein kann (Corfield,
Wember, Schauer, & Rott, 1982; Finne, 1982; S. P. Galuska et al., 2006) (Abbildung
1). Die Sialinsauren sind a-Ketosauren, die ein Grundgerist aus neun Kohlenstoffato-
men (C9-Gerlst) besitzen, mit einer Carboxylgruppe in C1-Position und einer Keto-
gruppe in C2-Position (T. Angata & Varki, 2002; Schauer, 2004). Man konnte bisher
mehr als 50 natirlich vorkommende Neuraminséure-Derivate identifizieren (K. Angata,
Suzuki, & Fukuda, 2002; Kelm & Schauer, 1997), von diesen werden allerdings nur
wenige zum Aufbau von PolySia genutzt. Neben der N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac)
zéhlen N-Glykolylneuraminsaure (Neu5Gc) und die Deaminoneuraminsdure (KDN) zu
den am haufigsten exprimierten Strukturvarianten (Muhlenhoff, Eckhardt, & Gerardy-
Schahn, 1998). Daneben kann die N-Glykolylneuraminsdure (Neu5Gc) zwar nicht von
Menschen synthetisiert werden, wohl aber durch die Nahrung aufgenommen und fur
den Aufbau von Glykokonjugaten verwendet werden. Ein Umstand der zum Beispiel fir
die potenziell kanzerogene Wirkung von Fleisch verantwortlich gemacht (Samraj et al.,
2015). PolySia taucht als terminale, posttranslationale Modifikation komplexer N- und
O-Glykane auf (T. Angata & Varki, 2002; C. E. Galuska, T. Lutteke, et al., 2017).

Abbildung 1: Darstellung eines a2,8-verkniipften Neu5Ac-Polymers. Die Neu5AC gehdrt zur Familie der
Sialinsauren und hat ein Grundgerist aus 9 Kohlenstoffatomen (griin dargestellt), sowie unter physiologi-
schen Bedingungen ein Carboxylanion (ebenfalls rot dargestellt). Die Verknupfungen an den Stellen 2 und
8 sind rot dargestellt. CC-BY Grafik modifiziert nach (C. E. Galuska, T. Lutteke, et al., 2017).
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1.1.2 Biosynthese

Die Synthese von N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) erstreckt sich auf weite Teile der
Zelle, vom Zellkern, Gber den Golgi-Apparat und dem vesikularen Transport an die
Plasmamembran. Der gesamte Zyklus wird dabei im Sinne einer Feedback-Hemmung
durch das Endprodukt CMP-Neu5Ac geregelt. Dieses wirkt hemmend auf das initiale
Enzym UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase (GNE), welches somit das Schlis-
selenzym des Kreislaufs darstellt (Kornfeld, Kornfeld, Neufeld, & O'Brien, 1964). Die
Biosynthese von PolySia ist im Gegensatz zu anderen Glykosylierungen proteinspezi-
fisch, das heil3t, nur wenige Proteine kommen als Substrate fur die beiden Polysia-
lyltransferasen im Golgi-Apparat, ST8Siall und ST8SialV, in Frage (K. Angata et al.,
2002; Colley, 2010). Weitere Enzyme der Sialyltransferasefamilie, die die N-
Glykosylierung in Saugetieren leisten kénnen, sind z.B. die ST6Gal-l, ST6Gal-l,
ST3Gal-IV sowie die ST3Gal-VI. Sie sind im Unterschied zu den beiden oben genann-
ten Transferasen nicht in der Lage eine Polysialinsaurekette zu generieren (Bhide &
Colley, 2016), sondern kdnnen lediglich einen Sialinsaurerest an eine terminal Galak-
tose transferieren (Sato et al., 2000). Dies stellt jedoch die Grundvoraussetzung dar,
damit ST8Siall und ST8SialV mit der Synthese von PolySia beginnen kénnen, da im-
mer Neu5Ac als Akzeptor genutzt wird. Die Substratspezifitat fir die Polysialylierung
wird wohl durch Protein-Protein-Interaktion gewabhrleistet, die so die Substrate binden
kann (Bhide, Fernandes, & Colley, 2016; Colley, 2010; Colley, Kitajima, & Sato, 2014).
Die Proteine, die PolySia tragen kénnen, sind: das haufigste Akzeptormolekil ,neural
cell adhesion molecule® NCAM (Finne, Finne, Deagostini-Bazin, & Goridis, 1983;
Rothbard, Brackenbury, Cunningham, & Edelman, 1982), das ,synaptic cell adhesion
molecule“ SynCam-1 (S. P. Galuska et al., 2010), Neuropilin-2 (NRP-2) (Curreli, Arany,
Gerardy-Schahn, Mann, & Stamatos, 2007), der C-C chemokine receptor type 7
(CCRY7) (Kiermaier et al., 2016), E-selectin ligand-1 (Werneburg et al., 2016), die a-
Untereinheit des spannungsabhangigen Natriumkanals (James & Agnew, 1987; Zuber,
Lackie, Catterall, & Roth, 1992), der CD36 Scavenger-Rezeptor in der Muttermilch
(Yabe, Sato, Matsuda, & Kitajima, 2003) sowie die beiden Polysialyltransferasen
selbst, die die F&ahigkeit zur Autopolysialylierung besitzen (Muhlenhoff, Eckhardt,
Bethe, Frosch, & Gerardy-Schahn, 1996; Simon et al., 2013). Es ist jedoch nicht aus-
zuschlieRen, dass noch weitere Proteine PolySia tragen kénnen. Die oben angespro-
chenen terminalen Sialinsauren, die nétig sind, um an ST8Siall oder ST8SialV zu bin-
den, sind dabei in einer a2,3- oder einer a2,6-glykosidischen Bindung mit Galaktose

verbunden. Weitere Verknipfung der Neu5Ac-Untereinheiten erfolgt in 02,8 glykosidi-
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scher Bindung und lasst so eine PolySia-Kette bis liber 80 Untereinheiten entstehen
(S. P. Galuska, Geyer, Gerardy-Schahn, Miuhlenhoff, & Geyer, 2008) (Abbildung 2).

[I] . ~—ST8Sia-ll and -IV

ST6Gal-l and -l

ST3GaldV and -VI

Asn

Abbildung 2: Schematische N-Glykan Darstellung nach Polysialylierung. Die schematisch gezeigte Polysialy-
lierung eines N-Glykans verdeutlicht, dass nur die Enzyme ST8Sia-Il und IV in der Lage sind, eine Polymer-
kette zu bilden. Pinke Rauten, Neu5Ac; gelbe Kreise, Galaktose; blaue Quadrate, N-Acetyl-Glucosamin;
grine Kreise, Mannose; Asn, Asparaginrest. CC-BY Grafik modifiziert nach (Bhide & Colley, 2016).

1.1.3 Biologische Funktion der Sialinsauren

Die Polysialinsaure besitzt einen hohen Anteil an deprotonierten Carboxylgruppen, die
dem Molekll im physiologischen pH-Wert eine stark negative Ladung geben. Es ver-
halt sich damit ahnlich einer Phosphatgruppe, lediglich gréRer. Dabei kénnen die nega-
tiv geladenen PolySia-Ketten oft langer als das Tragerprotein werden (Abbildung 3)
und so eine betrachtliche Hydrathiille erzeugen. Zudem zeichnen sich diese linearen

Ketten dadurch aus, dass sie in ihrer Struktur sehr flexibel sind.

Abbildung 3: Darstellung von NCAM mit unterschiedlichem Polysialylierungsgrad. DP gibt hierbei die je-
weilige Anzahl an Sialinsdauren pro Kette an (DP, degree of polymerization), ansteigend von A-D. Der
genaue Aufbau des NCAM-Molekils wird nochmals in Abbildung 4 dargestellt. CC-BY Grafik modifiziert
nach (C. E. Galuska, T. Lutteke, et al., 2017).
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Generell kdnnen Sialinsauren durch ihre chemischen Eigenschaften z.B. die Protein-
konformation bestimmen sowie zusatzlich die Protein-Protein- bzw. Protein-
Extrazellularmatrix-Interaktion regulieren. Sialylierte Glykane sind Bindungspartner fr
Lektine, bestimmen die Ligandenbindung sowie die Signhalweitergabe an Rezeptoren
und sind an der Zellmigration wahrend der Entwicklung beteiligt (Bhide & Colley, 2016).
Diese verschiedenen Proteinbindungen fihren zu einer Vielzahl von Prozessen, an
denen Sialinsduren und PolySia beteiligt sind. So ist etwa die Sialylierung von Gly-
koproteinen ein wichtiger Eintrittsrezeptor fir verschiedene Viren, wie z.B. die Adeno-,
Influenza-, Corona-, Rota-, Toro-, Reoviren (Matrosovich, Herrler, & Klenk, 2015). Un-
ter den Lektinen kdnnen Sialinsduren an Siglecs binden, die sich auf einer Vielzahl von
Immunzellen befinden und dem Immunsystem die Méglichkeit geben, zwischen kérper-
fremd und kdrpereigen zu unterscheiden. Dieser Prozess wird von Bakterien, wie zum
Beispiel der Gruppe B Streptokokken ausgenutzt, die durch einen Uberzug aus sialy-
lierten Glykanen so als korpereigen erkannt werden (Bhide & Colley, 2016; Macauley,
Crocker, & Paulson, 2014). Daneben verhindern Siglec-2 und Siglec-10 Autoimmun-
prozesse, indem sie durch Ausbildung einer sogenannten B-Zell-Toleranz die Bildung
von Autoimmunantikérpern verhindert (Macauley et al., 2014; Paulson, Macauley, &
Kawasaki, 2012).

Neben den Siglecs sind Selektine wichtige Proteine im Zusammenspiel mit Sialinsau-
ren. Die kohlenhydratbindenden Proteine kdnnen die sialyl Lewis X structure (sLe*)
erkennen, diese binden und so die Adhasion von Plattchen, Leukozyten und anderen
Immunzellen an Stellen von Verletzung und Entziindung im GefalRsystem steuern
(McEver, 2015). Zusatzlich wird die Ausbildung von Selektinliganden auf malignen Zel-
len flr deren Metastasierungsfahigkeit mitverantwortlich gemacht (Laubli & Borsig,
2010). Im Zusammenspiel mit der Tatsache, dass erhohte PolySia-Werte bei Krebsar-
ten wie dem kleinzelligen und nichtkleinzelligen Lungenkarzinom (Kibbelaar et al.,
1989), dem Neuroblastom, dem Pankreaskarzinom, den Hypophysentumoren, dem
Wilms-Tumor (Roth et al., 1988), dem Rhabdomyosarkom und Brusttumoren (Bhide &
Colley, 2016; Falconer, Errington, Shnyder, Smith, & Patterson, 2012; X. Wang et al.,
2016) gefunden wurden und im Zusammenhang mit deren Stadium und Metastasie-
rung stehen, ergibt sich eine mdgliche gegenseitige Beeinflussung mit Steigerung der
Malignitat von Tumoren. Dieser Zusammenhang zum Tumorwachstum lasst sich aller-
dings auch fur die Sialidasen bzw. Neuraminidasen (NEU 1-4), also die Enzyme die
den Abbau von Sialinsauren koordinieren, nachweisen, sodass hier weitere Forschung

und Differenzierung nétig ist (Miyagi & Yamaguchi, 2012; Pearce & Laubli, 2016).
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1.2 PolySia-NCAM

Da bisher die meisten Studien Uber PolySia im Zusammenhang mit NCAM stehen,
werden im folgenden Abschnitt ausgewéhlte Erkenntnisse aus diesen Arbeiten vorge-
stellt.

1.2.1 Neurales Zelladhasionsmolektl (NCAM)
In der neuronalen Entwicklung sind Zelladh&sionsmolekil aus der Immunoglobulin Su-

perfamilie (IgCAMs) schon langer als wichtiger Marker fir die Entwicklung von Synap-
sen und zielgerichtetem Neuronenwachstum bekannt. Zu der Familie der IgCAMs ge-
héren das neural cell adhesion molecule (NCAM), Neuroplastin, L1, nahe Verwandte
des L1 (CHL1), Telencephalin (TLCN), Thy-1 und Contactine (Dityatev, Bukalo, &
Schachner, 2008). NCAM ist dabei der am langsten bekannte Vertreter und wird so-
wohl auf Gliazellen, als auch auf Neuronen im ZNS exprimiert (Jorgensen & Bock,
1974).

Alle Vertreter der IgSF besitzen eine immunglobulindhnliche Doméne, die in den extra-
zellularen Raum reicht. Im Falle von NCAM besteht dieser Bereich aus funf Ig-
Domaénen, auf die zwei Fibronektin-lll-&hnliche Doménen folgen (Cunningham et al.,
1987). Dabei wird NCAM durch ein auf Chromosom 11 liegendes Gen codiert (Nguyen
et al., 1986), welches durch alternatives Splicen, der pre-mRNA, 190 verschiedene
Transkripte erlaubt. Dennoch werden nur drei Hauptisoformen auf Basis ihrer apparen-
ten Molekilmasse unterschieden: NCAM-120, NCAM-140 und NCAM-180.

Die beiden grof3en Isoformen sind dabei single-pass Transmembranproteine, d. h. sie
durchziehen die Membran ein Mal. Sie unterscheiden sich in ihrer intrazellularen Do-
méane voneinander, die beim NCAM-140 aus 120 Aminosaureeinheiten (AS) und beim
NCAM-180 aus 385 AS besteht. NCAM-120 ist mit einem Glycosyl-Phosphatidyl-
Inositol (GPI)-Anker mit der Zellmembran verbunden (Hinsby, Berezin, & Bock, 2004).
Die drei membranstandigen Isoformen werden noch durch eine nicht membranstandi-
ge, losliche NCAM-Isoform erganzt (Bock et al., 1987). Diese l6sliche Form kann dabei
durch unterschiedliche Prozesse entstehen: Entweder durch alternatives Splicen und
unter der Voraussetzung eines zusatzlichen Exons, welches dazu fiihrt, dass NCAM
nicht in die Membran eingebaut wird (Bock et al., 1987), enzymatische Spaltung durch
eine postulierte Phosphatidyl-Inositol-spezifische Phospholipase C, die die Verbindung
des GPI-Ankers der NCAM-120 Isoform mit der Zellmembran I6st, oder proteolytische
Spaltung des extrazellularen Anteils einer der drei NCAM-Hauptisoformen (Olsen,
Krog, Edvardsen, Skovgaard, & Bock, 1993; Secher, 2010). Diese unterschiedlichen
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Freisetzungsmechanismen flhren dazu, dass ldsliches NCAM in apparenten Moleku-

largewichten nachgewiesen werden kann.

1.2.2 Polysialylierung von NCAM

Grundsatzlich kdnnen alle NCAM-Isoformen unterschiedlich posttranslational modifi-
ziert werden. Welcher Mechanismus dabei zum Tragen kommt, hangt davon ab, ob der
intra- oder extrazellulare Anteil des Proteins modifiziert wird. So hat zum Beispiel der
N-terminale Anteil der zytoplasmatischen Doméne eine Palmitoylierungsstelle (Murray,
Hoffman, & Cunningham, 1987), die bei Palmitoylierung dazu fihrt, dass NCAM fester
in der Zellmembran verankert oder in Membranmikrodoméanen (lipid rafts) eingebaut
wird (Niethammer et al., 2002). Transmembranére Isoformen kénnen tber die Amino-
saurereste von Serin und Threonin phosphoryliert werden (Sorkin, Hoffman, Edelman,
& Cunningham, 1984), was wiederum bei der NCAM-180-Isoform zu Kontakt mit dem
Zytoskelettbestandteil Spektrin fuhrt (Sytnyk et al., 2002). Die Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung von intrazellularem Threoninresten des NCAMs fihrt zur Regula-
tion des NCAM-vermittelten NFkB (nuclear factor, ‘kappa-light-chain-enhancer‘ of acti-
vated B-cells)-Signaltransduktionsweges (Little, Crossin, Krushel, Edelman, &
Cunningham, 2001).

B N-Glycosylation site
Sand 6

Abbildung 4: Die Doménen und N-Glykosylierungsstellen von NCAM sind als A) schematische Darstellung
sowie B) als 3D- Modell visualisiert worden. N-Glykosylierungsstellen 5 und 6 sind in A) griine Dreiecke,
inklusive PolSia-Kette (gelbe Kreise). Ig: die immunglobulindhnliche Doméane, FN: Fibronektin-llI-&hnliche
Domaéanen. CC-BY Grafik modifiziert nach (C. E. Galuska, Lutteke, & Galuska, 2017).

Die weitreichendste posttranslationale Modifikation findet allerdings im Golgi-Apparat
statt, die Glykosylierung, die Einfluss auf Proteinfaltung, Stabilitat und Funktion nimmt

(Kiss & Rougon, 1997). Die Ig-Domane des NCAMs besitzt sechs potenzielle N-
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Glykosylierungsstellen (Asn 203, 297, 329, 415, 441 und 470). Die PolySia-Kette wird
dabei, als terminale Modifikation von N-Glykanen an Position 5 und 6 angehangt, die
innerhalb der funften Ig-Domane lokalisiert sind (Abbildung 4) (Liedtke et al., 2001; von
Der Ohe et al., 2002).

1.2.3 Biologische Funktion von PolySia-NCAM

NCAM st fur die Ausbildung calciumunabhéangiger Zell-Zell- bzw. Zell-Extrazellular-
matrixkontakten bekannt, die es Uber homophile bzw. heterophile Wechselwirkungen
erreicht. Dabei kann es die homophilen Wechselwirkungen in cis-Konfiguration (zwi-
schen NCAM-Molekilen der gleichen Zelle) oder in trans-Konfiguration (zwischen
NCAM-Molekilen benachbarter Zellen) ausbilden.

PolySia-NCAM ist sehr friih in der Entwicklung des Organismus, in allen drei Keimbl&t-
tern (Entoderm, Mesoderm, Ektoderm), anzutreffen und wurde in den Organanlagen
von Niere, quergestreifter Muskulatur, Herz und Lunge nachgewiesen (Lackie, Zuber,
& Roth, 1990, 1991, 1994). Im Nervensystem wirkt NCAM als integraler Bestandteil
beim Wachstum von Neuriten, in der Zellmigration und dem Zellwachstum, sowie der
Ausbildung von Synapsen mit (Dityatev, Dityateva, & Schachner, 2000; Maness &
Schachner, 2007). Aber nicht nur in der Entwicklung, sondern auch im adulten Hirn
sind sowohl PolySia, NCAM und PolySia-NCAM im prafrontal Kortex (Gilabert-Juan,
Castillo-Gomez, Pérez-Rando, Molt6, & Nacher, 2011), im Hippocampus (Nacher,
Blasco-lbafez, & McEwen, 2002), in der Area entorhinalis (Gomez-Climent et al.,
2011), der Amygdala (Gilabert-Juan et al., 2011; Nacher, Lanuza, & McEwen, 2002)
und dem olfaktorischem Cortex (Carceller, Rovira-Esteban, Nacher, Castrén, &
Guirado, 2016) prasent. Friher ging man davon aus, dass PolySia-NCAM nur Uber
seine oben beschriebenen Eigenschaften einen Zell-Zell-Kontakt verhindert. Neuere
Forschung konnte beweisen, dass PolySia/PolySia-NCAM auch direkt in der Lage ist,
Uber Inhibierung von NMDA-Rezeptoren in die Funktion des ZNS einzugreifen
(Hammond et al., 2006). Dies konnte nach einem Verdau der PolySia durch Endoneu-
raminidase (EndoN) im Zellkulturversuch ebenfalls bestatigt werden (Varbanov &
Dityatev, 2016). Zusétzlich konnte im Mausmodell sowohl die PolySia-NCAM-positiven
Hirnareale, als auch die Hypothese, dass PolySia-NCAM mit der neuronalen Plastizitat
und Lernprozessen im adulten Gehirn in Zusammenhang steht, bewiesen werden
(Markram, Gerardy-Schahn, & Sandi, 2007; Stork et al., 2000). Dafiur wurden Mausen
Antikdper gegen NCAM oder aktive EndoN zugefuhrt, bzw. Knockoutmodelle ohne
NCAM-Produktion geziichtet. In den Versuchen zeigten die Mause eine eingeschrank-
te Lernfahigkeit und ein geringeres Angstverhalten. Reaktionen, die nach neurologi-

schem Kenntnisstand auf die oben genannten Hirnarealen zuriick gehen
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(Kochlamazashvili et al., 2010; Markram et al., 2007; Stork et al., 2000; Zerwas et al.,
2016). Aus diesem Grund ist das PolySia-NCAM-Molekil auch im Zusammenhang mit
neuropsychiatrischen Befunden von Interesse. Studien konnten Veradnderungen der
PolySia-NCAM-Menge im Zusammenhang mit Schizophrenie, Bipolarer Stérung, De-
pression, Angststérungen und Alzheimer bringen (Brennaman & Maness, 2010). Dabei
konnte gezeigt werden, dass ein erhdhter Serum-PolySia-Wert in Schizophrenie-
Patienten mit einem hoéheren MalR an Negativsymptomen und einem kleineren Brod-
mann Areal in prafrontalen Kortex in Verbindung steht (Piras et al., 2015).

Das Tumorwachstum und die Metastasierung sind ebenfalls eng mit PolySia-NCAM
verbunden und wurden bereits im Unterpunkt 1.1.3 beschrieben.

Weniger umfangreich ist die Funktion von PolySia-NCAM im Immunsystem erforscht.
So ist auf ausgereiften dendritischen Zellen das Oberflachenprotein Neuropilin-2 poly-
sialyliert und kann damit die Migration der Zellen modulieren (Bax, van Vliet, Litjens,
Garcia-Vallejo, & van Kooyk, 2009; Rey-Gallardo, Delgado-Martin, Gerardy-Schahn,
Rodriguez-Fernandez, & Vega, 2011; Rey-Gallardo et al., 2010). AulRerdem konnte
PolySia auf Oberflachenglykoproteinen von Monozyten/Makrophagen, natirlichen Kil-
lerzellen und hamatopoetischen Vorlauferzellen nachgewiesen werden (Curreli et al.,
2007; Drake et al., 2008; Drake et al., 2009; Husmann, Pietsch, Fleischer, Weisgerber,
& Bitter-Suermann, 1989; Moebius, Widera, Schmitz, Kaltschmidt, & Piechaczek,
2007).

1.3 Blut

Blut ist integraler Bestandteil fir das Uberleben des Organismus mit einem vielschich-
tigen Aufgabenfeld. Darunter fallen der Transport von u. a. Sauerstoff und Kohlenstoff-
dioxid, Nahrstoffen, Stoffwechselprodukten, Elektrolyten, Warme, die Signaliibermitt-
lung tber Hormone und andere Botenstoffe, Stabilisierung des Séaure-Base-Haushaltes
im Zusammenspiel mit anderen Organen und die immunologische Abwehr. Das Blut-
system bildet mit dem Nerven- und Lymphsystem ein Kommunikations- und Trans-
portweg im Koérper, welches die Vernetzung verschiedener Organe und deren Versor-
gung ermdglicht. Dabei lasst sich das Blut in einen zellularen und einen fliissigen Anteil
aufteilen, deren Verhaltnis zueinander im sogenannten Hamatokrit Ausdruck findet. Die
Blutzellen haben verschiedene Aufgaben, so sind die Erythrozyten fiir den Sauerstoff-
und Kohlenstoffdioxid-Transport verantwortlich. Unter den Leukozyten, den weil3en
Blutkdrperchen, sind die neutrophilen Granulozyten die Haufigsten. Sie gewahrleisten
eine unspezifische Immunabwehr, wahrend die Mono- und Lymphozyten fir eine ge-

richtete Immunantwort gebraucht werden. Die Thrombozyten sind wichtige Induktoren
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der Gerinnung und erfillen so Aufgaben in der Hamostase. Der zellulare Bestandteil
des Blutes wird zu 99 % durch die Erythrozyten gebildet, sodass der Hamatokrit- zu-
sammen mit dem Hamoglobinwert in der klinischen Praxis haufig als Pradikator fur die
Menge an roten Blutkérperchen genutzt wird (Herold, 2017; Silbernagl & Despopoulos,
2012; Silbernagl & Lang, 2013).

1.3.1 Blutplasma

Unter Blutplasma versteht man die nicht-zellularen Anteile des Blutes. Es besteht dabei
zu 90 % aus Wasser und zu 10 % aus darin geldsten Stoffen. Das Plasma erfillt die
Aufgabe des Transportes von Elektrolyten, Néhrstoffen wie der Glukose oder Lipiden,
Stoffwechselprodukten, wie zum Beispiel Kreatinin und Hormonen. Zusatzlich ist es
Trager der Plasmaproteine, die man nach ihrer elektrophoretischen Auftrennung in
Albumin und vier Globulin-Unterklassen aufteilen kann (ai-, az-, B-, y-Globuline). Al-
bumin ist mit 60 %, der starkste Vertreter der Plasmaproteinklasse, mit einer Protein-
gesamtkonzentration von ca. 60-80 g/l. Die Globuline sind hauptsachlich Glyko-, Lipo-
und Metalloproteine. Die Plasmaproteine sind fir die Aufrechterhaltung des kolloidos-
motischen Drucks, des Blut-pH-Wertes und des spezifischen sowie unspezifischen
Transportes von wasserunloslichen Stoffen verantwortlich. Zudem sind sie Teil des
Komplementsystems, teilweise Akut-Phase-Proteine und mit der y-Globulingruppe, den
Immunglobulinen, wichtiger Teil des Immunsystems. Zusatzlich enthalt das Blutplasma
die Gerinnungsfaktoren und deren Inhibitoren, sodass das Plasma die Hamostase
Uberhaupt erst moglich macht (Adkins et al., 2002; Berg, 2015; Berg, Tymoczko, &
Stryer, 2013).

1.3.2 Blutserum

Das Serum ist der flissige Anteil des Blutes, der keine geronnenen Blutbestandteile
mehr enthalt. Es ist also das Blutplasma, abziglich seiner Gerinnungsfaktoren, sodass
es eine leicht veranderte Proteinzusammensetzung im Vergleich zum Plasma hat, mit
einem geringfiigig hoheren Albuminanteil am Proteinanteil, mit 62 % Albumin, bei nur 7
% Protein im Vergleich zu 91 % Wasser, die restlichen 2—3 % entfallen auf Elektrolyte,
Nahr- und Abfallstoffe, wie auch im Blutplasma (Behrends, Bischofberger, &
Deutzmann, 2017; Berg et al., 2013).
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1.4 Exosomen und andere extrazellulare Vesikel

Bedenkt man die Entdeckung und Benennung von Exosomen vor gut 30 Jahren durch
Trams, im Rahmen der Entstehung von Vesikeln, hat es eine erstaunlich lange Zeit
gedauert, bis sie zu einem groReren Interesse in der Wissenschaft fuhrten (Trams,
Lauter, Salem, & Heine, 1981). Dabei ist die Namensgebung fiir Exosomen nicht ein-
heitlich geregelt, wobei viele Autoren zwischen Exosomen und Mikrovesikeln unter-
scheiden (Cocucci, Racchetti, & Meldolesi, 2009). Wahrend Mikrovesikel von der Zell-
membran abgekapselt werden, entstehen die Exosome aus dem Endosom der Zellen.
Dabei werden Exosomen als Vesikel mit einer GroRRe zwischen 30-120 nm betrachtet,
die einen sphéarischen Aufbau und eine Lipid-Bilayer-Membran besitzen (Zheng, Chen,
Zhang, Zhang, & Lin, 2014). Aufgrund der Bilayer-Struktur und damit verbundenen
physikalischen Uberlegungen postuliert man ein Fassungsvolumen von etwa 10241, ein
Volumen, welches die Aufnahme von bis zu 100 Proteinen bzw. bis zu 10 000 Nukleo-
tiden ermdglicht (Vlassov, Magdaleno, Setterquist, & Conrad, 2012). Aus einem Millili-
ter Blutplasma sind, je nach Autor, zwischen 3 x 10°— 3 x 10*? Exosomen/ml zu extra-
hieren (Li et al., 2014; Vlassov et al., 2012).

Den Grundstein, nach der Namensgebung durch Trams, legte eine elektronenmikros-
kopische Darstellung, der Exozytose von Transferrinrezeptoren aus maturierenden
Retikulozyten (Harding, Heuser, & Stahl, 1983). Dabei postulierten die Forscher die
Entstehung von sogenannten MVBs (multivesicular bodies) oder MVEs (multivesicular
endosomes) aus dem Endosom. Diese MVEsS/MVBs konnten dann entweder mit der
Plasmamembran verschmelzen und aus der Zelle heraustreten, oder aber Richtung
Lysosom transportiert und innerhalb der Zelle abgebaut werden (Abbildung 5)
(Harding, Heuser, & Stahl, 1984). Dieser Transport zur Zelloberfliche oder zum Lyso-
som scheint durch die Zusammensetzung der Membran der MVEs bestimmt zu sein.
Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass eine Membran mit wenig Cholesterol
zu einer Migration hin zum Lysosom fiuihrte, wahrend die cholesterinreichen MVBs zu
Exosomen wurden (Mdbius et al., 2002). Man glaubte deshalb, bei Exosomen misse
es sich um die ,Mullbeutel“ der Zelle handeln, die das Lysosom unterstutzen, bezie-
hungsweise den Zellen, die nahe an Ausscheidungsorganen liegen, eine zusatzliche
Mdglichkeit des Abtransports geben (Vlassov et al., 2012). Spatestens nachdem aber
aktive Enzyme (Johnstone, Adam, Hammond, Orr, & Turbide, 1987) und Proteine so-
wie RNA (Valadi et al., 2007) in Exosomen nachgewiesen wurden, wandelte sich das

Bild vom Abfallsystem hin zum Kommunikationssystem zwischen Zellen.
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Mittlerweile hat man herausgefunden, dass beinahe alle Zellen, wie unter anderem
hamatopoetische Zellen, B- und T-Zellen, dendritische Zellen, Mastzellen, Zellen des
neuronalen Systems, sowohl in vitro, als auch in vivo Exosomen bilden (Yamada,
Inoshima, Matsuda, & Ishiguro, 2012) und man diese in Koérperflissigkeiten, wie zum
Beispiel Blut (Caby, Lankar, Vincendeau-Scherrer, Raposo, & Bonnerot, 2005), Sper-
ma (Ronquist & Brody, 1985), Urin (Pisitkun, Shen, & Knepper, 2004), Saliva, Sputum
(Ogawa et al., 2011), Liquor (Vella et al., 2007), Muttermilch (Admyre et al., 2007),
Amnionflissigkeit (Asea et al., 2008), Galle (Masyuk et al., 2010), Aszites und malig-
nen Ergissen (Andre et al., 2002), isolieren kann.

Microvesicles SECRETING CELL
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Abbildung 5: Exosomen-Entstehungsweg und RNA-Transport tber Exosomen. Die gezeigten Bilder, ste-
hen schematisch fiir die intrazelluldare Entstehung und Beladung von Exosomen. Dabei wird in der linken
Grafik gezeigt, wie aus einem Endosom ein MVE entsteht, welches dann entweder Richtung intrazellul&-
ren Abbau im Lysosom wandert oder als Exosome aus der Zelle freigesetzt wird. In der rechten Grafik
wird die Beladung der MVEs mit RNA aus der ,Mutterzelle® (secreting cell) gezeigt, die dann (ber den
Exosomentransport zur Zielzelle (target cell) gelangt und zur dortigen Anlagerung tber Verschmelzung mit
der Membran bzw. Phagozytose aufgenommen wird und RNA in der Zielzelle freigesetzt wird (Schritte 1-
4). CC-BY Grafik modifiziert nach (Guenat, Hermetet, Pretet, & Mougin, 2017; Raposo & Stoorvogel,
2013).

Aufgrund ihrer Vielzahl von Ursprungszellen ist ein einheitlicher Faktor fur deren Klas-
sifikation noch nicht gefunden. Dennoch scheinen Exosomen, regelméalig Membran-
transport- und Fusionsproteine (u.a. GTPasen), Oberflachenantigene (CD9, CD63,
CD81, CD82), Heat shock-Protein (Hsp 70, Hsp 90) und Proteine, die zur MVB-
Differenzierung notwendig sind (Alix, TSG101) (Conde-Vancells et al., 2008; Subra et
al., 2010), zu besitzen. AuRerdem ist die Aul3enseite von Exosomen reich an Saccha-
riden wie Mannose, Polylaktosaminen, a-2,6-Sialinsdauren und komplexen N-Glykanen
(Batista, Eng, Pilobello, Hendricks-Mufioz, & Mahal, 2011).

Zu Beginn der biochemischen Forschung zur interzellularen Kommunikation ging man

davon aus, sie sei auf einen direkten Zell-Zellkontakt bzw. auf von Zellen freigesetzte
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Molekile angewiesen. In den letzten zwei Jahrzehnten erweiterte man die Zellkommu-
nikation um den Weg, der durch Zellen aufgenommen extrazellularen Vesikel, zu de-
nen auch die Exosomen gehoéren. Wahrend ein Teil der Untersuchungen, die Vesikel
als Miniaturabbilder ihrer Mutterzellen sieht, die sich im Proteom oder der Zusammen-
setzung der RNA gleichen (Raimondo, Morosi, Chinello, Magni, & Pitto, 2011), konnten
andere Studien zeigen, dass bestimmte RNAs in den Exosomen angereichert waren,
was wiederum auf eine selektive Einlagerung in diese schlief3en lasst (Nolte-'t Hoen et
al., 2012; Skog et al., 2008; Valadi et al., 2007). Viel wichtiger ist aber die Tatsache,
dass diese mRNA, miRNA, t-RNA, small noncoding RNA, vault RNA, Y RNA sowie
small interferring RNA (Bellingham, Coleman, & Hill, 2012; Nolte-'t Hoen et al., 2012) in
die Zielzellen aufgenommen und dort in Proteine umgeschrieben werden kann
(Ratajczak, Wysoczynski, Hayek, Janowska-Wieczorek, & Ratajczak, 2006; Valadi et
al., 2007), somit einen enormen Einfluss auf die Zellfunktion hat und damit auch M6g-
lichkeiten zur Intervention bietet (Abbildung 5).

Die Funktionen der Exosome sind so vielféltig wie ihre Entstehungsorte und haufig mit
diesem verkniipft. Da sie einen ,Spiegel” ihrer Mutterzellen darstellen und auch wieder
an diese binden kdnnen, wird dartber diskutiert, sie als Vehikel fur Impfungen, Medi-
kamente und Gentherapie zu nutzen (H. G. Zhang & Grizzle, 2014). Aufgrund ihres
Vorkommens in allen Korperflissigkeiten sind sie non-invasiven bzw. minimal-
invasiven Eingriffen zuganglich, schnell zu isolieren und somit als wirksame Diagnos-
tiktools im Gesprach.

Im Bereich der Diagnostik wurde der Begriff der tumor-derived Exosomes (TD-
Exosomes) gepragt, der sich auf die, speziell von Tumorzellen gebildeten Exosomen,
bezieht. Es konnte gezeigt werden, dass Exosomen an der Metastasierung und Angio-
genese von Tumoren beteiligt sind (Hood, San, & Wickline, 2011; Rak, 2010) und tber
immunsupressive Molekille, die die Aktivitat von T-Lymphozyten und natirlichen Killer-
zellen herabsetzen, das Immunsystem beeinflussen (H. G. Zhang & Grizzle, 2011).
Daneben sind TD-Exosome in der Lage, ein glinstiges Mikroenvironment fur Tumorzel-
len zu schaffen, indem sie die Angiogenese und damit den Sauerstofftransport zu den
Zellen erhohen (Park et al., 2010; Tauro et al., 2013; H. G. Zhang & Grizzle, 2014).
Dabei sind die TD-Exosome reich an TGF-B und VEGF (Hong et al., 2009; Park et al.,
2010) und kénnen darlber hinaus, je nach Tumorart, verschiedene weitere proangio-
genetische Proteine beinhalten. Die bisher genannten Fahigkeiten der TD-Exosomen,
gepaart mit der Fahigkeit, maligne Zellen zur Migration aus dem Primartumor zu ani-
mieren, sind ein wichtiger Faktor der Metastasierung. Dabei exprimieren TD-Exosome
ihren chemotaktischen Inhalt bzw. aktivieren non-maligne Zellen zur Freisetzung

chemotaktischer Molekiile und bilden zuséatzlich eine Matrix zur Anheftung der malig-
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nen Zellen am Metastasierungsort (Hood et al., 2011; Peinado et al., 2016; Pultz et al.,
2017).

Da Exosomen, wie weiter oben erwéhnt, Teil des Abfallsystems sind, konnten mehrere
Studien zeigen, dass sie ein entscheidender Teil in der Resistenz gegen Chemothera-
peutika sind. So konnte fir die Resistenz gegen Doxorubicin eine Verknipfung mit den
Mikrovesikeln hergestellt werden (Chen, Posada, Blazer, Zhao, & Rosania, 2006;
Shedden, Xie, Chandaroy, Chang, & Rosania, 2003).

In den letzten Jahren wurde auch die Mdglichkeit der oben erwahnten ,liquid biopsy*
mit Hilfe der Exosomen diskutiert und eine Vielzahl von Marker-Molekilen fir ver-
schiedene Tumoren gefunden. Der Nachweis fir bestimmte Proteine gelang dabei fur:
Brust-, Prostata-, Pankreas-, Kolorektal- und Ovarialkarzinome sowie Glioblastome
(Khan et al., 2014; Khan et al., 2012; Melo et al., 2015; Moon et al., 2016; Nilsson et
al., 2009; Rupp et al., 2011; Szajnik et al., 2013; Yoshioka et al., 2014; Zhao, Yang,
Zeng, & He, 2016). AuRerdem konnten spezifische RNA/miRNA in TD-Exosomen fir
Brust-, Osophagus-, Ovarial-, Kolon-, Prostata- und Pankreaskarzinome sowie
Glioblastome nachgewiesen werden (Bryant et al., 2012; Hannafon et al., 2016; Kahlert
et al., 2014; Liu et al., 2016; Manterola et al., 2014; Ogata-Kawata et al., 2014; Que,
Ding, Chen, & Cao, 2013; Tanaka et al., 2013; Taylor & Gercel-Taylor, 2008).

Aufgrund ihrer Fahigkeit, T-Zellen und andere Zellen des Immunsystems zu steuern,
sind Exosomen nicht nur Ziel in der Tumortherapie, sondern wecken auch das Interes-
se der Immunologie. So konnte gezeigt werden, dass mit Mykobakterium avium bela-
dene Makrophagen in der Lage sind, Exosomen zu bilden, die wiederum die Produkti-
on von Antigen-prasentierenden Zellen erhdéhen (Bhatnagar & Schorey, 2007,
Bhatnagar, Shinagawa, Castellino, & Schorey, 2007). Fir bestimmte Erreger, wie z.B.
die Leishmaniose, konnte gezeigt werden, dass diese Exosome produzieren, die die
Immunverteidigung des Wirtes herabsetzen und so eine Verbreitung des Erregers er-
leichtern (Silverman et al., 2010). Zusatzlich wurde gezeigt, dass sich im Falle einer
Inflammation die Menge an Exosomen und MVs erhdht (Marengo, 2008; Qu et al.,
2009; Ramachandra et al., 2010).

Daneben wird die Rolle von Exosomen bzw. in diesem Zusammenhang Epididymoso-
men und Prostasomen, in der Spermienreifung und Befruchtung der Eizelle diskutiert.
Die Epididymosomen tragen dabei verschiedene Glykoproteine in der Membran, die
wahrend der Maturation der Spermien in diese eingebaut werden (Marengo, 2008;
Thimon, Frenette, Saez, Thabet, & Sullivan, 2008). Diese Exosome tragen Proteine,
die die adaptive und angeborene Immunantwort auf Spermien im weiblichen Genital-
trakt verhindern kénnen (Pandya & Cohen, 1985; Thompson, Barratt, Bolton, & Cooke,
1992).
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1.5 Neutrophil Extracellular Traps (NET)

Unter den weilRen Blutkdrperchen sind die neutrophilen Granulozyten die h&ufigsten
Vertreter und integraler Bestandteil des angeborenen Immunsystems in der Abwehr
gegen Mikroorganismen. Dazu haben sie die Fahigkeit zur Produktion antimikrobieller
Peptide, reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) und zur Phagozytose (Decoursey & Ligeti,
2005; Nathan, 2006). Ein dritter Weg der Abwehr riickt nun in den Fokus der Wissen-
schaft: die Bildung sogenannter neutrophil extracellular traps, kurz NET. Dabei setzen
neutrophile Granulozyten das Chromatin aus ihrem Zellkern zusammen mit Zellprotei-
nen und Granula frei, sodass ein Netz entsteht, das unter anderem eindringende Mik-
roorganismen einfangen kann (Fuchs et al., 2007; van der Poll & Herwald, 2014) (Ab-
bildung 6). Dieser Prozess konnte auch bei anderen weiRen Blutkérperchen wie den
Makrophagen und Mastzellen beobachtet werden (Boe, Curtis, Chen, Ippolito, &
Kovacs, 2015; Mdllerherm, von Kdckritz-Blickwede, & Branitzki-Heinemann, 2016). Die
NET-Formation erfullt damit eine wichtige Funktion in der Abwehr, kann aber auch irre-
gulér ausgel6st werden und wird deshalb in Zusammenhang mit mehreren Erkrankun-
gen wie Praeklampsie (Gupta, Hasler, Gebhardt, Holzgreve, & Hahn, 2006), Parodonti-
tis (Vitkov, Klappacher, Hannig, & Krautgartner, 2009), Appendizitis (Brinkmann et al.,
2004), Asthma (Dworski, Simon, Hoskins, & Yousefi, 2011), Morbus Crohn (Yousefi et
al., 2008), Mukoviszidose (Manzenreiter et al., 2012), Atherosklerose (Déring et al.,
2012), Autoimmunerkrankungen wie Lupus erythematodes (Lande et al., 2011; Leffler
et al., 2015) oder Psoriasis (Lin et al., 2011), Sepsis (Clark et al., 2007), Acute Lung
injury bzw. Acute Respiratory Distress Syndrom (Caudrillier et al., 2012) sowie TRALI
(Thomas et al., 2012) gebracht.

Mikroorganismen sind dabei nicht die einzigen Ausléser fiir die NETosis, sondern auch
inflammatorische Reize und der Kontakt mit aktivierten Plattchen (Zawrotniak &
Rapala-Kozik, 2013).
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kondesation der DNA und zur Auflésung der Zellkernmembran (dunkel blau), dadurch vermischt sich das
Chromatin mit den antimikrobiellen Granula (rot-orange). Letztendlich I6st sich die Zellmembran auf und
es kommt zur Freisetzung eines klebrigen Netzes aus DNA und antimikrobiellen Komponenten (turkis),
welche Bakterien und Fremdkérper binden kann. Man spricht deshalb auch vom ,beneficial suicide” der
Zelle. CC-BY Grafik modifiziert nach (Kuhnle et al., 2019).

Bei der NETosis handelt es sich um einen kontrollierten Zelluntergang und konsekutiv
der Freisetzung intrazellularer Bestandteile (Abbildung 6) wie Chromatin/DNA und an-
timikrobieller Proteine, wie zum Beispiel Cathepsin G, neutrophile Elastase (NE), Mye-
loperoxidase (MPO) und Histone (Kolaczkowska et al., 2015; Kolaczkowska & Kubes,
2013), sodass ein Netz entsteht, das die Bakterien einfangen und bekampfen kann. Im
Gegensatz zur Apoptose, bei der es im Kern zu einer Chromatinkondesation und DNA-
Segmentierung kommt, sowie der Nekrose, bei der die Plasmamembran vor der Kern-
membran zerstért wird (Fuchs et al., 2007), handelt es sich bei der NETosis um einen
mehrstufigen Zelluntergang, bei dem zuerst bestimmte Enzyme aus den Granula in
den Zellkern wandern, dort die Chromatinkette und Histone durch neutrophilen Elasta-
se abbauen, bevor sich Kernmembran und Granulamembran auflésen und der Zelltod
folgt (Papayannopoulos, Metzler, Hakkim, & Zychlinsky, 2010; Y. Wang et al., 2009).

Zusatzlich erfolgt Uber diese Kaskade die Induktion einer erhdhten ROS-Produktion
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(Metzler et al., 2011) sowie die Ausschittung anti-apoptotischer Proteine (Hakkim et
al., 2011). Im Zusammenhang mit der NETosis und ihrer weitreichenden Funktionen
spricht man deshalb auch vom ,beneficial suicide®, bei dem die Zelle ihre eigene Integ-
ritdt zum Schutz des Organismus aufgibt (Brinkmann & Zychlinsky, 2007).

NET werden vermehrt mit Thrombosen in Verbindung gebracht, bei der neben der
Virchow Trias, bestehend aus Stase, Hyperkoagulabilitit und Endothelschadigung,
auch eine immunologische Entstehungskomponente diskutiert wird, die auf dem Zu-
sammenspiel aus NET, VWF und Fibrin beruht (Fuchs, Brill, & Wagner, 2012), welche
in mehreren Tierversuchsreihen nachgewiesen werden konnte (Brill et al., 2012; Fuchs
et al., 2010; von Bruhl et al., 2012).

Dabei dient das NET-Netz als Anlagerungsstelle fur die verschiedenen Komponenten
der Koagulation. Es scheint vor allem, dass das Zusammenspiel aus Plattchen und
NET eine Rolle fur die Bildung des Thrombus spielt. So konnte gezeigt werden, dass
ein Komplex aus aktivierten Plattchen und NET eine hohere adh&sive Wirkung, hohere
Phagozytose- und ROS-Kapazitaten hat als die Einzelkomponenten alleine (Peters et
al., 1999). Neutrophile Granulozyten kénnen auRerdem Tissue Factor (TF), Synonym
mit Faktor Ill oder Thromboplastin, freisetzen, welcher normalerweise von geschadig-
tem Endothel freigesetzt wird und so die extrinsische Koagulation antreibt (Butenas,
Orfeo, & Mann, 2008; Wildhagen et al., 2015). Dieser TF wird, an NET gebunden, frei-
gesetzt (Kambas, Mitroulis, & Ritis, 2012) und kann so die Plattchen aktivieren, die
wiederum einen positiven Einfluss auf weitere NET-Freisetzung haben (Fuchs et al.,
2012) und so einen bestehenden Thrombus vergroRern konnen. Uber den TF ist NET
also an der Induktion der extrinsischen Koagulation beteiligt, zusétzlich konnte ein Zu-
sammenspiel mit Faktor XII gezeigt werden, worliber auch die intrinsische Koagulation
gefordert wird. Ein Zusammenspiel, das fur die Entstehung der tiefen Venenthrombose
(TVT) verantwortlich gemacht wird (von Bruhl et al., 2012). Fiur die gemeinsame End-
strecke der Koagulationswege bietet NET zusétzlich die Mdglichkeit der Anlagerung
von Fibrin und damit die Bildung des Blutgerinnsels (Fuchs et al., 2010; Massberg et
al., 2010; von Bruhl et al., 2012).

AuRRerdem hat es einen Einfluss auf das Endothel, da es durch die NET-Bildung zum
Zelltod der Endothel-Zellen kommt (Clark et al., 2007; Gould et al., 2014), fur die ins-
besondere Histone verantwortlich gemacht wurden (Saffarzadeh et al., 2012). Gleich-
zeitig liegt in ihrer positiven Ladung ein moglicher Angriffspunkt fir stark negativ gela-
dene Teilchen, wie zum Beispiel Heparin oder Albumin (Lam et al., 2013; Wildhagen et
al., 2014). In zahlreichen Arbeiten konnte zudem gezeigt werden, dass PolySia-Ketten
mit einer LAnge von mehr als 20 Sialinsdureresten ebenfalls vielversprechende Mole-

kile sind, um die cytotoxischen Eigenschaften von Histonen zu inaktivieren (C. E.
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Galuska, J. A. Dambon, et al., 2017; S. P. Galuska et al., 2017; C. Ulm et al., 2013;
Zlatina, Lutteke, & Galuska, 2017; Zlatina et al., 2018). Wie in Abbildung 7 gezeigt
umwickeln diese linearen Homopolymere ahnlich wie DNA die Histonkomplexe.

Neben den pathologischen kommt es auch in physiologische Situationen, wie etwa
nach Insemination im weiblichen Geschlechtstrakt zur NET-Formation, die die eindrin-
genden Spermien in einem Netz aus DNA und Histonen festhalt (Alghamdi & Foster,
2005). Neben den im Sperma vorkommenden DNasen kdnnen sich die Spermien wohl
aul3erdem davor schitzen, indem Exosomen vermittelt (Unterpunkt 1.4), Glykoprotei-
ne, unter anderem auch PolySia, wéahrend ihrer Maturation in diese eingebaut werden.
Dieser Prozess wurde in einer frilheren Arbeit unserer Arbeitsgruppe als moégliches
Zeichen fir die zytoprotektiven und immunmodulatorischen Fahigkeiten der PolySia im
Reproduktionsprozess von Saugetieren angesehen (Simon et al., 2013).

polySia 2

polySia 1

polySia 1 polySia 4

H2A H2B

Abbildung 7: Modell der PolySia-Interaktion mit Histonen. Dieses Modell setzt sich aus dem Histon-
Oktamer-DNA Komplex, der als Rezeptor dient, und 4 PolySia-Ketten mit jeweils einen Polymerisierungs-
grad von 20 zusammen. Die PolySia-Ketten sind nummeriert und durch Pfeile gekennzeichnet. Die beiden
Darstellungen zeigen zwei unterschiedliche Perspektiven auf das Model, wobei der Doppelpfeil die Rotati-
onsrichtung angibt. Farbschema: H2A in griin, H2B in blau, H3 in orange und H4 in gelb, PolySia-Kette in
lila, DNA-Stréange in grau. CC-BY Grafik modifiziert nach (Zlatina et al., 2017).



Ziel der Arbeit 19

2 Ziel der Arbeit

In mehreren Publikationen unserer Arbeitsgruppe bzw. in Kooperation mit anderen
Arbeitsgruppen konnte ein Zusammenhang zwischen NET-induzierter Zellschadigung
und deren Einschrankung durch PolySia gezeigt werden (C. E. Galuska, J. A. Dambon,
et al.,, 2017; S. P. Galuska et al., 2017; Saffarzadeh et al., 2012; Simons & Raposo,
2009; C. Ulm et al., 2013; Zlatina et al., 2017; Zlatina et al., 2018). Zusatzlich konnten
in der Arbeit von Saffarzadeh Histone als Hauptverantwortliche fiir die Zellschadigung
benannt werden (Saffarzadeh et al., 2012). Daneben geben weitere Studien am mann-
lichen Reproduktionstrakt erste Hinweise darauf, dass PolySia Uber extrazellulare
Vesikel als I6sliche Komponente im Ejakulat prasent sind, um mdglicherweise die toxi-
schen Eigenschaften von Histonen aus NET zu reduzieren.

Ziel dieser Arbeit war es, die bis jetzt nur lokal gezeigten Vorgéange im Korper, auf das
Gesamtsystem Mensch zu transformieren und damit gegebenenfalls eine Verbindung
zwischen diesen Prozessen zu schaffen. Dafir wurde das Blutsystem als Hauptkom-
munikationsmedium in immunologischen Prozessen gewahlt und untersucht. Auf der
Grundlage mogliche polysialylierte Strukturen im Blut zu detektieren und sie in den
Kontext der bisherigen Ergebnisse zu stellen, ergaben sich folgende Ziele und Aufga-

ben:

e Immunologischer PolySia-Nachweis im Serum und Plasma

e Bestimmung des Polymerisationsgrades der PolySia-Ketten im Serum und
Plasma

o Aufzeigen mdoglicher Assoziationsverhéltnisse der PolySia zu extrazellularen
Vesikeln

e Mdgliche Auswirkungen auf Zelltoxizitat der Histone durch isolierte extrazellula-

re Vesikel untersuchen
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3 Material und Methoden

3.1 Verbrauchsmaterialien, Chemikalien

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Film

Filterpapier “Whatman-Paper”
Kodan Tinktur forte 250 ml
Molekulargewichtsmarker
PageRuler™ Plus Prestained Ladder
[kDa] 250, 130, 95,72,55,36,28
Petrischalen

Pipettenspitzen
Polypropylenréhrchen (15 ml, 50 ml)
PVDF-Membran

Reaktionsgefaflie (1,5 mL, 0,5 ml)

3.1.2 Chemikalien

Die angegebenen Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, in p.a.-Qualitat
bzw. als Losungsmittel fir die HPLC bezogen (Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe;
Fluka, Neu-Ulm; Serva, Heidelberg; Sigma, Taufkirchen; alle D). Die Aufbereitung zu
analytisch reinem Wasser erfolgte tber die Elix UV5-Anlage (Vorreinigung) und durch

,Milli-Q Ultra-pure water System“ (Millipore, Eschborn) (Entsalzung). Fortan wird dieses

GE Healthcare (Chalfont, GB)
Schleicher & Schuell (Dassel, D)
Schilke & Mayr GmbH (Norderstedt, D)

NEB (Massachusetts, USA)
Greiner (Kremsminster, A)
Eppendorf (Hamburg, D)
Sarstedt & Co (Nirnberg, D)
GE Healthcare (Chalfont, GB)
Eppendorf (Hamburg, D)

aufgereinigte Wasser als Aqua dest. bezeichnet.

3.1.3 Nahrmedien und Zellkultursatze

Néahrmedien, Seren, Zusatze und Reagenzien, die fur die Zellkultur bendtigt wurden,

sind Uber die Firma PAA (Marburg, Deutschland) in hochster Qualitatsstufe bezogen

worden.
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3.2 Probenmaterial

3.2.1 Humanes Serum und Plasma

Forschungsgegenstand war bovines Serum und humanes Blut bzw. dessen Bestand-
teile Serum und Plasma. Die ersten Ergebnisse im Western Blot wurden dabei mit F6-
talem Bovinen Serum (FBS) von Biochrom gewonnen. Weitere Versuche wurden mit
humanem Donor-Plasma und -Serum durchgefihrt. Es handelte sich dabei um Pooled
Normal Human Plasma Anticoagulant K3 EDTA und das Pooled Normal Human Serum
(Dunn Labortechnik, Asbach, Deutschland).

3.2.2 Extrazellulare Vesikel

Die Gewinnung von extrazellularen Vesikeln erfolgte je nach Methode teilweise zwei-
schrittig. Dabei war der erste Schritt eine Isolation der extrazellularen Vesikel aus dem
Plasma, der zweite eine Affinitatsprazipitation des Isolats. In der vorliegenden Disserta-
tion konnten mit Hilfe von zwei verschiedenen Kits fur die Isolation von Exosomen,
Material aus dem Plasma isoliert werden. Da man aber nicht ausschlieRen kann, dass
andere extrazellulare Vesikel, wie z.B. Mikrovesikel mit isoliert werden, wird im Folgen-
den nur die allgemeine Bezeichnung extrazellulare Vesikel benutzt. In ihrer Anwen-

dung gab es dabei geringe Unterschiede, die im Folgenden dargestellt werden.

3.2.2.1 Methode 1 der Gewinnung von extrazellularen Vesikeln

Material:

ExoQuick ™ Exosome Precipitation Solution

Die Exo-Quick™ Exosome Precipitation Solution (System Biosciences (SBI), Mountain
View, USA) stellte das einfachere Isolationssystem dar. Die Plasmaproben wurden hier
zu Beginn mit 3000 x g 15 min zentrifugiert, um alle unléslichen Komponenten zu ent-
fernen. Danach sammelte man den Uberstand in einem sterilen Reaktionsgefal3, gab
pro 250 ul Probe, 63 pl Exo-Quick ul hinzu und inkubierte die Proben fir 30 min im
Kuhlschrank. Das ExoQuick™-Polymer bindet dabei an extrazellulare Vesikel und fallt
diese durch Verdrangung des Wassers aus, sodass nach der Inkubationszeit eine
deutliche, weiRe Tribung der Flussigkeit zu sehen war. Zur Trennung der isolierten

extrazellularen Vesikel von der Flussigkeit war ein weiterer Zentrifugationsschritt mit
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1.500 x g fur 30 min notwendig, an dessen Ende ein beiges Pellet im Reaktionsgefald
zurlickblieb.

AbschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 1/10 des Ausgangs-
volumens in PBS resuspendiert. Mit dieser Methode gewonnene extrazellularen Vesi-

kel lieRen waren Ausgangmaterial fur die Western Blot-Analysen.

3.2.2.2 Methode 2 der Gewinnung von extrazellularen Vesikeln

Material:

Total Exosome Isolation (from Plasma)

Exosome — Human CD 63 Isolation/Detection (from cell culture media)

0,1 % BSA in PBS

Elutionslosung (100 mM Triethylamin, 150 mM NacCl)

Diese Methode beruht auf der zweistufigen Trennung der extrazellularen Vesikel: Zu-
erst eine Isolation aus dem Plasma und dann eine Immunprazipitation mit Hilfe magne-
tischer Beads.

Den ersten Schritt leistete das Total Exosome isolation (from Plasma) Kit (invitrogen™
by life technologies, Oslo Norwegen), indem es als Reagens Wassermolekiile an sich
band und so die wenig Ioslichen Exosomen ausfielen.

Dafir wurde die Probe erst mit 2.000 x g fir 20 min, danach mit 10.000 x g fir 20 min
zentrifugiert, um alle unléslichen Komponenten zu entfernen. Im Anschluss mischte
man das Plasma mit PBS (Plasmavolumen + 0,5 x Plasmavolumen PBS) und gab
dann 0,2 Volumeneinheiten des Exosomen-Reagens dazu (Plasmavolumen + PBS =
Volumeneinheiten). Nach Zugabe des Reagens wurde die Lésung trib, wolkig und
konnte fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert werden. Nach der Inkubation wurden
die Exosomen mit 10.000 x g fiir 30 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Pro 100 pl Ausgangsplasmavolumen wurde dann mit 25-50 pl PBS resuspendiert. Die
absolute Flussigkeitsmenge richtete sich dabei nach dem Ldsungsverhalten der Pel-
lets, Uberschritt aber niemals die angegebenen 50 pl/ 100 pl Obergrenze.

Der in dieser Methode angewandte zweite Schritt diente hauptsachlich der besseren
weiteren Aufreinigung und héheren Spezifizierung der Exosomen, denn die resuspen-

dierten Proben wurden dann mit Hilfe der Exosome — Human CD 63 Isolation / Detec-
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tion (from cell culture media) (invitrogen™ by life technologies, Oslo Norwegen) (von
hier an Dynabeads oder Beads) einer Immunprazipitation (IP) unterzogen. Die Dy-
nabeads waren dabei superparamagnetische polysterene Beads, die mit einem pri-
maren, monoklonalen Antikérper gegen CD63 beladen waren. Dieser Antikorper er-
kannte das CD63 Membranantigen, das auf den meisten humanen Exosomen expri-
miert wird (Conde-Vancells et al., 2008).

Vor dem eigentlichen Isolationsbeginn musste eine 0,1 % BSA in PBS Ldsung (von
hier an Isolation-Puffer) hergestellt werden. Dieser Isolation-Puffer wurde an mehreren
Stellen im Versuchsverlauf verwendet.

Zuerst wurden die vorkonzentrierten extrazellularen Vesikel so verdiinnt, dass pro 100
pl Gesamtvolumen maximal 50 pl extrazellulare Vesikel vorlagen (50 pl extrazellulare
Vesikel + 50 pl Isolation-Puffer). Danach wurden die Beads resuspendiert, anschlie-
Bend in ReaktionsgefalRe pipettiert und am Magneten mit 500 pl Isolation-Puffer zwei-
mal gewaschen. Im Anschluss konnten Beads und Exsosomenlésung vermischt wer-
den und fur 18 — 22 h auf dem Ruttler bei 4°C inkubiert werden. Es folgten zwei
Waschschritte mit Isolation-Puffer, bevor die Losung der CD63 positiven Exosomen
von den Beads mit Hilfe des Eluierpuffers erfolgte (15 pl Elutionslésung pro 100 pl
Exosomenausgangslosung). Der Elutionsldsung wurden vor der 15-minttigen Inkubati-
onszeit bei 4°C noch Proteinaseinhibitoren zugesetzt. Nach dem Inkubieren konnten
dann Elutionslésung und Beads getrennt werden und der Elutionsiberstand entweder
direkt fur weitere Untersuchung verwendet oder mit Hilfe eines Vakuum-Konzentrators

(SpeedVac™) konserviert werden.



Material und Methoden 24
3.3 Biologische Materialien
3.3.1 Primére und Sekundéare Antikorper
Tabelle 1
) Verdinnung )
Eigenschaften Referenz/ Firma*
Western Blot
) mAk (Maus IgG2A); a2,8-verknipfte Arbeitsgruppe Prof. Dr.
a-PolySia * ) o Img/ml )
(735) PolySia-Ketten ab 8 Sialinsaureres- Rita Gerardy-Schahn
ten erkannt (MHH Hannover)
Anti mAk (Maus IgG2a), erkennt haupt-
nti-
) séachlich Histon H1 aufgrund der
Histone H hosphorvl der H1.
erphosphorylierung der H1-
H1, clone yperp _ phory g ) ) Img/ml/ x Millipore
AE41 Subpopulationen, kreuzreagiert mit
anderen Iso-formen in folgender
Signalstarke: H3, H2B > H4 > H2A
pAk Ziege i
HRP-Konjugat = DAKO
a-Maus Ig 2

* EMD Millipore Corporation (Billerica, USA), Dako (Glostrup, D&nemark), * Primé&rantikorper,

2 Sekundarantikdrper

3.3.2 Enzyme

Endoneuraminidase N:

Inactive

Endoneuraminidase N:

,Die Endoneuraminidase N stammt aus einem E. coli K1
Phagen. Sie bindet an a2,8-verknipften Sialinsauren, ab
einem Polymerisationsgrad von mindestens acht Resten
und spaltet ein Oktamer in drei (nicht reduzierendes Ende)
und funf (reduzierendes Ende) Reste (Stummeyer,
Dickmanns, Muhlenhoff, Gerardy-Schahn, & Ficner, 2005)*
(Christina Ulm, 2012). Bereitgestellt von der Arbeitsgruppe
Prof. Dr. Rita Gerardy-Schahn (MHH Hannover).

Zwei, im aktiven Zentrum, induzierte Punktmutationen fih-
ren dazu, dass das Enzym PolySia-Ketten noch binden, je-
doch nicht mehr schneiden kann, sodass es sich als Im-
munfluoreszenzmarker bzw. als Trager fur die Affinitatspra-
zipitation eignet (Schwarzer et al., 2009). Bereitgestellt von
der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Rita Gerardy-Schahn (MHH

Hannover).
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3.3.3 Zelllinie
A549 Zellen — humane Lungen-Adenokarzinomzelllinie (Giard et al., 1973)

3.4 Enzymverdau

Die eingesetzte Endoneuraminidase N (EndoN) wurde fur den Enzymverdau in der
aktiven, funktionsfahigen Form verwendet. Sie ist als Sialidase spezifisch fur die a2,8-
verknlpften N-Acetylneuraminsaure von Polysialinsaure und konnte diese so bis auf
Restfragmente von bis zu sieben Untereinheiten enzymatisch abbauen. Der verwende-
te Antikérper mAk 735 (Unterpunkt 3.3.1) war nicht mehr in der Lage, an dieses Rest-
fragment zu binden, da er ein Restgerlst von mindestens acht Untereinheiten zur An-
bindung bendtigt. Die EndoN wurde in einem Verhaltnis von 1:100 mit NaCl freien Ly-
sepuffer (1 M Tris/HCI pH 7,5 250 mM EDTA, 10 % Triton-X-100, 5 % Na-
Desoxycholat) verdiinnt, die Probe dann mit der verdiinnten EndoN versetzt und bei
37°C auf dem Ruittler inkubiert.

3.5 Proteinanalytische Methoden
3.5.1 Affinitatsaufreinigung

3.5.1.1 Vorbereitung der Beads

Nicht vor jedem Western Blot wurde eine Affinitatsprazipitation (von hier an AP) durch-
gefuhrt. Jedoch ist meist eine AP gemacht worden, um Ergebnisse in ihrer Qualitat zu
verbessern, d.h. wenn zum Beispiel eine Probenart ohne AP ein Signal im Western
Blot ergab, wurde haufig eine AP dieser Probe durchgefiihrt, um die Qualitat und Spe-
zifitat im Western Blot zu steigern und abermals zu verifizieren.

Die AP ist dabei eine biochemische Methode, die eine geringe Abwandlung zur Im-
munpréazipitation (von hier an IP) darstellt (Unterpunkt 3.2.2.2). Wahrend bei der IP mit
Hilfe von gekoppelten Antikorpern ein Antigen zielgerichtet aus einem Gemisch von
Antigenen gefiltert werden kann, benutzt man bei der AP anstelle von gekoppelten An-
tikbrpern Marker, Rezeptoren oder wie in diesem konkreten Fall ein inaktiviertes En-
zym. Es ist also keine Immunkopplung, sondern eine Annéhrung durch Affinitat zwi-
schen Substrat und Enzym, die die gezielte Isolation des gesuchten Agens mdglich

macht.
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Fur die AP wurden zwei Komponenten verwendet: magnetische Dynabeads® (von hier
an teilweise Beads) und inaktivierte Endoneuraminidase (EndoN) (Unterpunkt 3.3.2).
Die EndoN ist an den Punkten Arg596 Ala/Arg 647Ala durch zwei induzierte Punktmu-
tationen im aktiven Zentrum so verandert, dass sie zwar PolySia-Ketten noch binden,
nicht aber schneiden kann (Schwarzer et al., 2009).

Die verwendeten Beads sind Dynabeads® M-280 Tosylactivated (Invitrogen by life
technologies AS, Oslo) [Konzentration 30mg beads/ml]. Die Tosylaktivierung erlaubt
dabei die kovalente Bindung von Liganden, die eine Amino- oder Sulfhydrylgruppe be-
sitzen. Dariber hinaus sind die Beads magnetisch, sodass sie leicht, nachdem sie den
Liganden gebunden haben, mit einem Magneten isoliert werden kénnen.

Die Beads wurden wie folgt beladen: Zuerst wurden sie in ihrem Originalgefal3 resus-
pendiert. Danach wurden 165 pl (entspricht ca. 5mg Beads/ml) der Suspension abge-
nommen und in ein Reaktionsgefal tberfuhrt. Dieses Reaktionsgefald wurde an einem
Magneten fixiert und somit die Beads von der flissigen Phase getrennt. Anschlielend
wurden die Beads mit 500 pl Na-Phosphat-Puffer (0.1 M, pH 7,4) gewaschen.
Allgemein gilt fir die Waschvorgange: Resuspendierte Beads wurden an den Magne-
ten gebracht und so wahrend einer kurzen Wartezeit von der Flissigkeit getrennt.
Dann wurde der Uberstand abgenommen, das ReaktionsgefaR vom Magneten gelost
und durch erneute Zugabe von Flissigkeit wurden die Beads resuspendiert.
AnschlieRend wurden 10 ul (entspricht ca. 100 ug) EndoN mit 140 ul Na-Phosphat-
Puffer (0.1 M, pH 7,4) gemischt und zu den gewaschenen Beads pipettiert. Danach
wurden 100 ul Kopplungspuffer zugegeben (3 M Ammoniumsulfat in 0,1 M Na-
Phosphat-Puffer pH 7,4) und resuspendiert und fiir 12-18 h bei 37°C auf dem Ruttler
inkubiert. Diese Zeit war notig, um die tosylaktivierten Dynabeads® ausreichend mit
den Aminogruppen der inaktivierten EndoN reagieren zu lassen. Dabei bildete sich
unter Abspaltung des Tosylrestes ein sekundares Amin, das kovalent an den Bead
gekoppelt war.

Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand mit Hilfe des Magneten abgenommen
und mit 500 pl PBS-BSA 0,5 % (pH 7,4) eine weitere Stunde bei 37°C auf dem Ruttler
inkubiert (1000 rpm). Danach zweimaliges Waschen mit je 500 pul PBS-BSA 0,1 % (pH
7,4) und finales Ldsen der Beads in 240 pl PBS-BSA 0,1 % (pH 7,4).
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3.5.1.2 Ligandenisolation

Waschpuffer 1 20 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NacCl

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

Waschpuffer 2 20 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NacCl

Elutionspuffer 100 mM Triethylamin
150 mM NacCl

Die resuspendierten Beads wurden mit dem Magneten von ihrer flissigen Phase ge-
trennt und anschlieRend je zweimal mit Waschpuffer 1 und Waschpuffer 2 gewaschen.
Die so gereinigten Beads wurden dann mit 400 pl Probe gemischt und fir 1 h bei
Raumtemperatur auf dem Ruttler inkubiert. Mit Hilfe des Magneten nahm man den
Uberstand ab und wusch die Beads abermals je zweimal mit Waschpuffer 1 und
Waschpuffer 2. Im Anschluss wurden die Beads in 50 pl Eluierpuffer resuspendiert und
2 min auf Eis inkubiert. Der basische Charakter des Eluierpuffers loste die Bindung
zwischen EndoN und Substrat, sodass das Substrat in die flissige Phase und damit in
den Eluierpuffer Ubertrat. Dieser Eluierpuffer wurde nach Magnettrennung der Beads in
ein separates Reaktionsgefald tberfihrt und das Eluat mit Hilfe der Speedvac™ (Jouan
RC 10.22, Thermo Fischer) trocken gezogen. Die Beads wurden abermals gewaschen

und konnten, in Waschpuffer 2 gel6st, gelagert werden.

3.5.2 SDS-Gelelektrophorese

Das Prinzip der Gelelektrophorese ist im Endeffekt das eines Siebes, in dem groR3e
Teilchen in einem elektrischen Feld langsamer wandern als kleinere. Um allen Molekii-
len in unserem Versuch die gleiche, negative Ladung zu geben, wurde das negative

Detergens SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat) verwendet und so alle Testsubstrate zu Anio-
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nen gemacht. Die Gele, die zur Auftrennung in der Elektrophorese benutzt wurden,
waren Polyacrylamidgele, sodass das ganze Verfahren auch SDS-Page (SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese, diskontinuierlich nach Laemli) genannt werden kann.
Das Acrylamidgitter ermdglichte dabei kleinen Molekilen ein schnelleres Durchwan-
dern des Gels, sodass diese von den grol3eren, langsameren Molekilen getrennt wur-
den. Die in den Versuchen verwendeten Gele zeichneten sich durch zwei Phasen aus,
3 % Polyacrylamidgel (Sammelgel) und ein 7 % Polyacrylamidgel (Trenngel) wurden
verwendet. Die unterschiedlichen Polyacrylamidgehalte fihrten zu verschiedenen
Durchlaufeigenschaften, sodass im 3 %-Gel die Substrate gleich schnell zur Grenze
und dem eigentlichen Startpunkt am 7 %-Gel laufen konnten und somit die Wanderei-
genschaften im Gel vergleichbar wurden.

Acrylamidlésung: 30 % Acrylamid (gebrauchsfertig von Roth, D)
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

SDS-Losung: 10 % SDS

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI pH 6,8

APS-L6sung: Ammoniumperoxodisulfat 10 % in Aqua dest.
TEMED: N, N, N, N’-Tetramethylethan-1,2-diamin

Laufpuffer: 50 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (v/v) SDS-LAsung

Das verwendete Gelelektrophoresegeréat von Bio-Rad (Minchen, Deutschland) hiel3
,Mini-Protean Elektrophorese-System®. Bevor die Elektrophorese begann, wurden die
Acrylamidgele im Labor gegossen. Dafur wurden fir das Trenngel mit 7 % Ac-
rylamidanteil folgende Bestandteile gemischt (Angaben fur zwei Gele, fur vier Gele die
entsprechend doppelte Menge): 2,3 ml Acrylamidlésung, 2,5 ml Trenngelpuffer, 7 ml
Aqua dest., 120 ul SDS-L6sung. Danach wurden 120 pl APS und 12 pl TEMED hinzu-
gegeben, unter Schwenken gemischt und sofort zwischen zwei eingespannte Glasplat-
ten gefiillt. Uber die Gelschicht wurde eine Schicht aus Aqua dest. gelegt und ca. 15
min bis zum Aushérten des Trenngels gewartet. Danach wurde das Sammelgel ange-

setzt: 650 pL Acrylamidlésung, 1,25 mL Sammelgelpuffer, 3 mL Aqua dest., 50 pL
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SDS-Ldsung, 50 uL APS-L6sung und 5 yL TEMED. Nachdem die Wasserschicht tber
dem Trenngel entfernt war, brachte man das Sammelgel zwischen die Platten ein,

platzierte Trennkdmme und wartete abermals auf die Polymerisation.

3.5.3 Western Blot

Transferpuffer: 39 mM Glycin

48 mM Tris

20 % (v/v) Methanol

Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung war die Ubertragung der aufgetrennten
Proteine auf eine proteinbindende PVDF-Membran (Roti®-PVDF, PorengrofRe 0,45
pum, Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe) der nachste Schritt. PVDF steht dabei fur Po-
lyvinylidenfluorid, ein teilkristalliner, thermoplastischer Fluorkunststoff. Die PVDF-
Membranen haben eine hohe Proteinbindekapazitat, eine hohe Reil3festigkeit und ein
gutes Signal/Hintergrund-Verhaltnis bei der Auswertung mit Chemilumineszenz-
Detektionskits. Genau wie bei der SDS-Gelelektrophorese lief auch beim Western Blot
der Strom senkrecht durch die Membran. Durch die Schichtung im Western Blot wurde
so eine exakte Kopie des Gels auf die Membran gezogen, da Gel und Membran in 90
Grad zum elektrischen Strom lagen. Die aufgetrennten Proteine wurden somit durch
Spannung vom Gel auf die PVDF-Membran Ubertragen.

Diesen elektrophoretischen Transfer kann man sowohl mit einem Wet- oder Tank Blot
und dem Semi-Dry Blot leisten. Im Rahmen dieser Dissertation wurde lediglich der
Semi-Dry Blot mit PVDF-Membranen verwendet.

Um den Western Blot zu starten, musste man alle Bestandteile zuerst mit Transferpuf-
fer equilibrieren. Dazu wurde die PVDF-Membran fir ca. 10 s in Methanol getaucht, um
ihre hydrophoben Eigenschaften zu reduzieren. Danach Uberfihrte man die ,pre-wet"
PVDF-Membran in Transferpuffer. AuRerdem wurden die Whatman-Filterpapiere und
das SDS-Gel ebenfalls fur mindestens 5 min im Transferpuffer belassen, bevor man
sie zum Western Blot Sandwich stapelte. Dieses Sandwich bildete die Verbindung zwi-
schen Anode und Kathode der Blottingapparatur und lag in folgender Schichtung zwi-
schen beiden: Whatman-Filterpapier, PVDF-Membran, SDS-Gel, Whatman-
Filterpapier. Dabei war darauf zu achten, dass alle Komponenten etwa die gleiche

GroRRe hatten und luftblasenfrei aufeinander lagen.
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Der eigentliche Blotting-Apparat (Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer
Cell, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) bestand aus zwei Kohlenstoffelektroden,
die Uber das ,Blotting Sandwich® Kontakt bekamen, und einem elektrischen Netzteil
(Electrophoresis Power Supply EPS 600, Pharmacia Biotech AG, Dubendrof CH). Uber
das Netzteil wurde die Stromstarke von 1 mA/cm?2 und die Dauer von 60 min eingestellt

und so die elektrische Ubertragung der Proteine gestartet.

3.5.4 Immunfarbung und Entwicklung der Western Blots

PBS-T Puffer 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
1,4 mM KH2PO4
4,3 mM NazPO4x 2 H,O
0,25 % Tween-20 (Polyoxyethylen(20) -

sorbitan-monolaurat)

Ldsungen im Chemilumineszenz-Kit: Ldsung 1: Luminol/ Verstarker-Lésung

Ldsung 2: stabiler Peroxid-Puffer

Der Vorgang von der Entnahme aus der Blot Apparatur tiber Wasch- und Inkubations-
schritte hin zur Entwicklung der Filme war ein variabler Prozess, dem in der folgenden
Darstellung Rechnung getragen werden soll. Das Gerlst der Einzelschritte war dabei
gleich, jedoch variierten die Inkubationszeiten teilweise stark, was durch die Angabe
von Zeitraumen dargestellt wird.

Nach der Enthahme aus der Blot-Apparatur wurde die Membran in Roti-Block (Carl
Roth GmbH + Co, Karlsruhe) Uberfuhrt, um unspezifische Bindungsstellen abzusatti-
gen. Roti-Block fungierte hier als Blockpuffer. Die Membran blieb fiir 2-14 h bei 4°C im
Roti-Block. Im Anschluss folgte ein 3-maliger Waschvorgang (3 x 5 min), der wie alle
anderen folgenden Waschschritte auch auf einem Schaukelbrett und damit unter leich-

ter Bewegung erfolgte. Nach dem Waschen wurde der Primarantikorper (Unterpunkt
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3.3.1) im Blockpuffer verdinnt und auf die Membran aufgegeben. Die Inkubationszeit
lag zwischen 2 h bei Raumtemperatur und Uber Nacht bei 4°C. Allgemein wurde im
Anschluss an die Inkubation wiederum dreimal mit Roti-Block gewaschen (3 x 5 min).
Der sekundare HRP gekoppelte Antikérper (Unterpunkt 3.3.1) musste dann fir 1-2 h
bei Raumtemperatur auf der Membran inkubiert werden, bevor abermals dreimal mit
Roti-Block fur je 5 min und danach mit PBS-T zweimal fir je 5 min gewaschen wurde.
Auch der sekundare Antikdrper wurde in Roti-Block gelost.

Die Chemilumineszenz-Lésung ,Super-Signal® West Dura Extended Duration Substra-
te” (Thermo Scientific, Rockford, USA) mischte man im Verhéltnis 1:1 (LOsung 1: LO-
sung 2) frisch an, gab sie auf die Membran, die man davor in eine Polypropylen-Folie
(Carl-Roth GmbH + Co, Karlsruhe) gelegt hatte und inkubierte diese fir 10 min unter
Lichtschutz. Nach Abschluss wurde die Uberschiissige Chemilumineszenz mit Hilfe
einer Pipette abgenommen und die Membran mdglichst blasenfrei zwischen den Foli-
enhélften verstaut.

Alle folgenden Schritte erfolgten im Fotolabor unter Rotlichtlampe und Lichtreduktion.
Auf die Membranen wurde Detektionspapier ,Amersham Hyperfim™ ECL“ (GE
Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK) gelegt und die Réntgenkassette verschlos-
sen. Die Filme wurden dann zwischen 10 s und 1 h belichtet sowie anschlielend foto-

technisch entwickelt und fixiert.

3.5.5 Dot Blot

Genau wie der Western Blot unterlag auch der Dot Blot einem gewissen Mal3 an zeitli-
cher Varianz, die auch hier mit Zeitspannen angegeben wird.

Der Dot Blot wurde in dieser Dissertation verwendet, weil er Einfachheit mit einer sehr
hohen Sensitivitat paart und nur sehr wenig Probenmaterial benétig.

Das angewendete Verfahren unterscheidet sich in seinen Wasch- und Inkubations-
schritten nur gering von denen des Western Blots. Der Hauptunterschied liegt im Auf-
tragen der Probe auf die PVDF-Membran. Wahrend im Western Blot die Elektrophore-
se, Proteinauftrennung und anschlieBende elektrophoretische Ubertragung zu einer
beladenen Membran fiihren, ist der Weg beim Dot Blot erheblich direkter.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Dot Blots mit Affinitats-Prazipitation aufgereinig-
ten Serum- und Plasmaproben angefertigt. Das heifdt, es wurden dem Dot Blot Aufrei-
nigungsschritte vorangestellt, die fur die AP (Unterpunkt 3.5.1) vorgestellt sind.

Sobald das Ausgangsmaterial bereitgestellt war, wurde eine PVDF-Membran zurecht-
geschnitten. Je nach Anzahl der Proben wurde dann mit einer Pipettenspitze Markie-

rungen auf die Membran gedrtickt, um ein wiederholtes Probenaufbringen auf der glei-
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chen Stelle mdglich zu machen. AnschlieRend wurde die Membran in einer Petrischale
auf eine Heizplatte gestellt, die konstant eine Temperatur von 37°C hatte. Die Heizplat-
te sollte ein schnelleres Antrocknen der Proben auf der Membran und damit eine ge-
ringere rdumliche Ausbreitung der einzelnen Spots ermdglichen. Pro Spot wurden etwa
15-30 ul Gesamtprobe aufgetragen, wobei pro Durchlauf meist nur 2—-10 pl Material
pipettiert wurde und erst nachdem die Membran augenscheinlich getrocknet war, ein
erneuter Durchlauf startete.

Nach der Beladung legte man die Membran in Roti-Block und verwahrte sie Uber Nacht
bei 4°C. Anschliel3end wurde die Membran geteilt und mit den einzelnen Antikdrpern
(Unterpunkt 3.3.1) fur 1-2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Vor dem Auftragen der se-
kundaren Antikorper (Unterpunkt 3.3.1) musste dreimal & 5 min mit Roti-Block auf dem
Ruttler gewaschen werden. Auch der sekundére Antikorper hatte eine Inkubationszeit
von 1-2 h bei Raumtemperatur, an die sich abermals Waschgange mit dreimal je 5 min
Roti-Block und zweimal je 5 min PBS-T anschlossen. Die gewaschenen Membranen
wurden dann zwischen Polypropylenfolien gelegt und mit Chemilumineszenz-Ldsung
bedeckt. Die Chemilumineszenz musste fur 10 min unter Lichtschutz auf der Membran
verbleiben, bevor sie im Fotolabor abpipettiert wurde und die Membran luftblasenfrei
zwischen den Folienhalften fur die Filmentwicklung bereit war.

Da die Schritte ab dem Auftragen des primar-AKs bis zum Entwickeln der Filme denen
des Western Blots sowohl in der Verwendung der Materialen, als auch im Vorgehen

glichen, wird fur eine ausfiihrliche Darstellung auf Unterpunkt 3.5.4 verwiesen.

3.6 HPLC
DMB-Puffer 18 mM Na-Hydrosulfit

1 M Mercaptoethanol

40 mM TFA
DMB-Reagenz 1,22 mg DMB in 1 ml DMB-Puffer

In der vorliegenden Arbeit diente die Hochleistungsflussigkeitschromatographie (high
performance liquid chromatography, von hier an HPLC) zum Nachweis von PolySia
und ihrer Kettenldange bzw. dem Polymerisationsgrad. Die HPLC-Anwendung lieferte

auBerdem den Beweis fUr die Richtigkeit der Ergebnisse des Western Blots mit einer
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vollig unabhangigen Methode. Hier soll erwahnt werden, dass mit dieser Technik nicht
die exakte Kettenlange bestimmt werden kann, da durch die Fluoreszenzmarkierung im
sauren Milieu intramolekulare Kettenbriiche auftreten und somit Degradationsprodukte
entstehen.

Die HPLC erlaubt den chromatographischen Aufschluss von a-Ketocarbonsauren, die
zuvor mit 1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol (DMB) markiert wurden. Die HPLC
funktioniert dabei nachfolgendem Prinzip: Die HPLC-Saule nach Anionenaustausch-
prinzip eine Trennung der Sialinsdurepolymere nach ihrer Lange und somit nach der
Anzahl an sauren Gruppen (pro Sialinséaure, eine Carboxylgruppe). Die Trennung wird
mittels Fluoreszenzdetektor verfolgt.

Zur Vorbereitung der HPLC wurden die Proben mittels AP (Unterpunkt 3.5.1) aufgerei-
nigt und in der Speedvac™ trockengezogen. Um die Proben zu resuspendieren, wurde
DMB-Puffer zu gleichen Teilen mit 25 mM Tris/HCI gemischt und die Probe darin auf-
genommen. Der saure pH-Wert im DMB-Puffer erreichte eine Abspaltung der PolySia-
Kette. In unserem Fall bestand die PolySia-Kette aus a-2,8-verknipften NeuS5Ac. Diese
sind als Einzelbausteine a-Ketosauren und bilden eine lange Kette, die aufgrund der
hohen Zahl an Carboxyl-Gruppen stark negativ geladen ist. Im sauren pH-Milieu lager-
te sich das DMB an das reduzierende Ende der N-Acetylneuraminsaurekette an und
markierte sie somit fluoreszensisch. Die DMB-Anlagerung durch Kondensationsreakti-
on dauerte eine Nacht (11°C/ Rdttler), bevor die Reaktion durch Zugabe von 1 M
NaOH gestoppt wurde. Dieser Schritt war nétig, um die Laktonringe zu spalten, die sich
im sauren Milieu innerhalb der Neuraminsdurekette gebildet hatten. Diese Spaltung
gelang, indem die Lésung eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie-
Rend zentrifugiert (8°C, 14.400 x g, 10 min) wurde. Mit dem Uberstand konnte die ei-
gentliche HPLC durchgefuhrt werden.

Die Auftragung auf die HPLC-S&ule fand in einem Auto-Sampler (Spark Holland, Em-
men, Niederlande) statt. Die HPLC kann Uber zwei Elutionsmittel, E1 (MilliQ, H20) und
E2 (2 M Ammonium-Acetat Puffer, C2H;NO), die nacheinander als mobile Phase tber
die stationare Phase liefen, einen Konzentrationsgradienten erzeugen. Die stationare
Phase war die DNA-Pak Pa 100 (Dionex) Saule, die als Anionenbinder fungierte. Die
Reaktion fand bei Raumtemperatur und einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min statt.
Zuerst wurde mit Wasser vorgespult und dann die Probe in das System gegeben. Die
stark negativ geladenen Neuraminsaureketten banden durch ionische Wechselwirkun-
gen an die Anionenaustauschersaule. Die Starke dieser Wechselwirkung hing dabei
von der Anzahl der negativen Ladungen ab. Je starker negativ geladen, desto starker
waren die Wechselwirkung. Daraus ergaben sich die Auftrennung der Kettenlange und

deren Bestimmung, denn anschlieend wurde die Anionenaustauschersdule mit E2 in
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aufsteigender Konzentration gewaschen. Der Gradient war: 0 min =0 % E2; 5 min = 0
% E2; 15 min = 8 % E2; 20min = 11 % E2; 35 min = 14 % E2; 55 min = 16 % E2; 100
min =20 % E2; 130 min = 23 % E2 und 131 min = 100 % E2.

Das Salz verdrangte die gebundenen Neuraminsdureketten zunehmend aus der
Wechselwirkung mit der Anionenaustauschersaule, sodass diese weiterwanderten und
Uber den Fluoreszenzdetektor erfasst wurden. Dabei wurden die Ketten mit wenig ne-
gativer Ladung (mutmaflich kurzkettige Neuraminséuren) zuerst verdrangt und damit
am ehesten detektiert. Langkettige PolySia dagegen wurde erst bei hohen LM-B-
Konzentrationen ausgewaschen und damit erst spat im Reaktionsverlauf detektiert.
Aus dieser Zeit/Konzentrationsabhéngigkeit konnte dann eine graphische Kettenlan-
genbestimmung generiert werden.

Als Standard wurde 10 pg/ml Colominsaure-Lsg. 1:400 mit dem DMB-Tris/HCI Ge-

misch (v/v) verdunnt.

3.7 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten nach Prinzipien der ,aseptischen” Arbeitsweise bzw. in
Steriltechnik. Die eingesetzten Verbrauchsmaterialien waren entweder bei 500°C im
Gluhofen sterilisiert oder autoklaviert. Die Losungen wurden werksseitig durch Gam-
mastrahlung oder durch Millipore® Membranfilter (0,2 pum Porengroi3e) sterilfiltriert.
Eine Klasse 2-Sicherheitswerkbank der Firma Nunc (Langenselbold, Deutschland)

diente als Arbeitsplatz fiir die Zellkulturversuche.

3.7.1 Kultivierung der A549 Lungenepithelzellen

Die als adharente Monolayerkultur wachsenden A549 Zellen entsprechen einer Adeno-
karzinom Zelllinie aus humanem Lungengewebe. Als Zellkulturmedium diente ,Earles
Minimum Essential Medium® mit L-Glutamin, angereichert mit 10 % FBS und 1 % Peni-
cillin/Streptomycin. Dabei ist das Wachstum und die Zellvitalitdt von Brutschrankbedin-
gungen mit 37°C und 5 % CO, abhangig (Brutschrank: Binder, Tuttlingen, Deutsch-
land).

3.7.1.1 Passagieren von Zellen

Wie oben erwéahnt, wachsen die A549 Zellen als adharenter Monolayer und missen
deshalb zur weiteren Kultivierung von der Zellkulturschale geltst werden. Daflr wurde

ein Gemisch aus Trypsin und EDTA verwendet (0,5 mg/ml Trypsin, 0,22 mg/ml EDTA
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in PBS), in dem das Trypsin als Pankreasprotease die Zell-Matrix-Verbindungen und
das EDTA als Ca?*-Chelatbildner die Zell-Zell-Kontakte l6sen konnte.

Konfluente Zellkulturschalen wurden zuerst mit angewarmten Dulbeccos PBS gewa-
schen und anschlieRend mit 3 ml Trypsin-EDTA-Lsg./ 75cm? benetzt, bevor sie fir 3-5
min bei 37°C im Brutschrank inkubiert wurden.

Die Zellablésung wurde unter dem Mikroskop kontrolliert und die enzymatische Reakti-
on durch Zugabe von 7 ml Vollmedium gestoppt. Die entstandene Zellsuspension wur-
de abgezogen und bei 1000 RZB fur 3-5 min zentrifugiert, sodass ein Zellpellet ent-
stand, dessen Uberstand verworfen wurde und in 1 ml Vollmedium resuspendiert wer-
den konnte. Das Zellsuspensat wurde dann mit 9 ml Medium auf 10 ml aufgefillt und je
nach Zelldichte 0,5-1,5 ml Zellsuspension in eine T-Flasche pipettiert, in die zuvor 25
ml Vollmedium vorgelegt wurden.

Fur Versuchsansétze in Mehrfachkulturschalen wurde zusatzlich die Zellzahl bestimmt
(Unterpunkt 3.7.2), um standardisierte Bedingung zu gewahrleisten.

3.7.1.2 Einfrieren der Zellen

Die Lagerung der Zellen in flissigem Stickstoff bei -196°C bzw. in dessen Gasphase
bei -150°C bis -160°C, erlaubt eine beinahe unbegrenzte Lagerung der Zellen, da ab
einer Temperatur von -130°C keine biochemischen Prozesse mehr ablaufen, die die
Zellalterung und damit den Zelltod vorantreiben kdnnen.

Allerdings bedarf das Einfrieren eines Frostschutzmittels, um Zellschaden zu vermei-
den. Das Dimethylsulfoxid (DMSO) verhindert dabei die intra- und extrazellulare Kris-
tallbildung, indem es sich an das zellulare Wasser bindet und dieses verdrangt. Das
Einfrieren erfolgt dabei in Suspension mit Hilfe zweier Einfriermedien. Die einzufrieren-
den Zellen sollten dabei am besten im Stadium der perfekten Anpassung an das

Nahrmedium mit maximaler Teilungsrate (log-Phase) und kurz vor Konfluenz stehen.

LAsung 1: 80 % serumfreies Medium
20 % DMSO

Ldsung 2: 60 % serumfreies Medium
40 % FCS

Die Lésungen wurden frisch unter Sterilbedingungen angesetzt und im Eisbad gekiihlt,
die Zellen wie in den oben beschriebenen Schritten (Unterpunkt 3.7.1.1) von der Scha-
le gelost, zentrifugiert und der Uberstand verworfen, bevor das Pellet, in FCS-reicher

Ldsung 2, resuspendiert und in das Einfrierrdhrchen vorgelegt wurde. AnschlieRend
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erfolgte die Zugabe von 500 pl DMSO-haltiger Lésung 1. Nach Durchmischung wurde
das Einfrierréhrchen auf Eis platziert. Stufenweise vorbereitende Lagerung bei -20°C
fir 2—4 h, sowie bei -80°C uber Nacht, gingen der letztendlichen Uberfihrung in den

Stickstofftank voraus.

3.7.1.3 Auftauen von Zellen

Das Auftauen sollte zum Schutz der Zellen vor Schadigung moéglichst zugig erfolgen.
Dazu wurden die Einfrierrohrchen aus dem Stickstoffbehélter entnommen und im 37°C
warmem Wasserbad erwarmt, die aufgetaute Zellsuspension mit 9 ml vorgewarmten
Medium gemischt, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. So konnte das Frost-
schutzmittel DMSO entfernt werden, bevor die Zellen in frischem Medium resuspen-

diert wurden und in 75 cm2-Kulturschalen ausgesat werden konnten.

3.7.2 Zellzdhlung mittels Neubauer-Kammer und Trypanblaufarbung

Um die Standardisierung der einzelnen Zellkulturversuche zu gewahrleisten, war die
Zahlung der Zellen notwendig. Dafur wurde eine Neubauer-Kammer vorbereitet, indem
ein Deckglas mit leichtem Druck auf die Stege der Kammer geschoben wurde, sodass
sogenannte Newtonsche Ringe an den Auflageflachen sichtbar wurden. So entstanden
3 x 3 GroRquadrate mit einer Kantenlange von jeweils 1 mm und konsekutiv einer
Grundflache von 1 mm?,

Danach wurden die Zellen, wie in Unterpunkt 3.7.1.1 beschrieben, bis zur Resuspen-
sion aufbereitet und anschlie3end, je nach Konfluationsdichte, mit Trypanblau im Ver-
haltnis 1:2—1:4 vermischt. Der saure Farbstoff Trypanblau erlaubt die Bestimmung der
Zellvitalitat, da er Uber seine saure Eigenschaft leicht an Zellproteine binden kann. Die-
se liegen allerdings nur frei, wenn die Zelle abgestorben ist, wahrend eine vitale Zelle
kein Trypanblau aufnimmt und somit nicht angefarbt wird.

Die mit Trypanblau versetzte Zellsuspension wurde in den Zwischenraum zwischen
Deckglas und Zellkammer pipettiert und die vitalen Zellen der vier Eckquadrate mikro-
skopisch ausgezéahlt. Aus diesen wurde dann der Mittelwert gebildet und mit folgenden

Formeln die Gesamtzahl bestimmt:

Y.Zellzahl der 4 Eckquadrate x Verdinnung
4

= Mittelwert Zellzahl/Quadrat

) Zellzahl
Mittelwert der ————x10* = Zellen pro ml
Quadrat

Zellen pro ml x Volumen der Zellsuspension = Gesamtzahl




Material und Methoden 37

Um eine Vitalitatsbestimmung zu erreichen, wurden sowohl vitale, als auch abgestor-
bene Zellen nach der oben gezeigten Methode ausgezahlt und mit folgender Formel in

ein prozentuales Verhaltnis zueinander gesetzt:

ungefarbte Zellen

= ino
ungefarbte Zellen + gefarbte Zellenxloo lebende Zellen in %

Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen in 24- oder 96-well-Platten ausgesat. Dabei
wurden in eine 24-well-Platte 100.000 Zellen/well und in einer 96-well-Platte 30.000

Zellen/well ausplattiert.

3.7.3 Inkubation der Zellen mit Histonen und Exosomen

Die Zellkultursubstanzen werden grundsatzlich in dem zur Zelllinie gehdrigem serum-
freien Medium (Hungermedium) angesetzt. AuRerdem wurden die Zellen vor der Inku-
bation fiur zwei Stunden ,gehungert®, d.h. ihr Vollmedium wurde durch serumfreies
Hungermedium ersetzt. Daneben bleibt pro Inkubationsdurchlauf eine Probe unbehan-
delt und dient als Negativkontrolle.

Fir die Stimulationsversuche wurden die Zellen mit Histonen (Histone from calf thy-
mus, Type II-A; Sigma), vorher isolierten Exosomen bzw. mit der Kombination aus
Exosomen und Histonen, gemeinsam inkubiert. Dabei wurden die Histone mit einer
Konzentration von 75 pg/ml angesetzt. Die Menge an Exosomen wurde nicht quantifi-
zZiert, aber immer aus 3 ml Plasma isoliert.

AnschlieRend wurde die Zytotoxizitat der einzelnen Kombinationen bestimmt und mit-

einander verglichen.

3.7.4 Zytotoxizitatsmessung

Die Zytotoxizitat wurde mit Hilfe des ,LDH-Cytotoxicity Colorimetric Assay Kit II* (Biovi-
sion INC., Milpitas, USA) gemessen. Dazu wird das ubiquitar, in allen eukaryotischen
Zellen, vorkommende Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) bestimmt, welches sich erst
nach Absterben der Zelle und dem damit einhergehenden Verlust der Membranintegri-
tat im Assay nachweisen lasst. Dabei nutzt der eingesetzte Assay water soluble tetra-
zolium (WST) als Farbstoff, welches Uber eine enzymatische Koppelreaktion, bei der
Laktat durch LDH oxydiert wird und NADH entsteht, welches anschlieRend mit dem
WST weiterreagiert und zu einem messbaren Farbumschlag fuhrt. Die Farbintensitat
héngt dabei direkt von der Menge an lysierten Zellen ab und lasst damit im Plate Rea-

der (AOD 450 nm), eine Quantifizierung der untergegangenen Zellen zu.
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Der Inhalt des LDH-Cytotoxicity Colorimetric Assay Kit Il:

- WST Substrate Mix
- LDH Assay Buffer

- Cell Lysis Solution
- Stop Solution

- LDH

Diese wurden wie folgt zu sogenannten Arbeitsldsungen gemischt. Der WST Substrate
Mix wurde mit ddH.O gemischt und ergab so eine Ldsung, die bei 4°C flr mehrere
Monate stabil war. Das LDH wurde im LDH Assay Buffer geldst und ergab so die Lo-
sung fur die LDH-Positivkontrolle. Der LDH Reaction Mix setzt sich aus WST Substrate
Mix und LDH Assay Buffer zusammen, der bei 4°C mehrwochig haltbar war.

Um die Zellversuche vergleichbar zu machen, wurden Maximal-, Minimal- und Back-
groundcontrols angelegt. Fir die Backgroundcontrol wurde in die wells nur das Hun-
germedium ohne zugehorige Zellen gebracht, sodass dartber der ,LDH-Background®
des Mediums bestimmen werden konnte. Die Maximalkontrolle zeichnete sich durch
die Zugabe von Cell Lysis Solution zur Zellsuspension aus, die so die maximale LDH
Freisetzung zeigen sollten, wahrend in der Minimalkontrolle lediglich die Zellsuspensi-
on ohne Zusatz anderer Stoffe und somit die niedrigste LDH Freisetzung der Zellen
kontrolliert werden konnte.

Die in den wells ausgesaten Zellen wurden vor den Versuchen im Hungermedium in-
kubiert und einmalig mit PBS gewaschen, bevor sie mit den Stimulationslésungen be-
impft und die 24-well-Platten Uber Nacht (16—18 h) unter Brutschrankbedingungen in-
kubiert wurden. Anschlieend konnten die well-Platten mit 600 x g fur 10 min zentrifu-
giert und die Uberstande in eine 96-well-Platte tberfiinrt werden. In diese wells wurde
dann zusatzlich LDH Reaction Mix gegeben und fir 10-30 min lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation folgte die Auslese im Elisa-Reader bei
A=450 nm. Dabei sollte die Extinktion der Maximalkontrolle in etwa bei 2 liegen, wah-
rend die Extinktion der Minimalkontrolle einen Wert von etwa 0,6—0,8 annehmen sollte.

Mit folgender Formel konnte die Zytotoxizitat in Prozent berechnet werden.

S totoxizitit in U — erhobener Mittelwert — Minimalkontrolle 100
YOOt b = T Maximalkontrolle — Minimalkontrolle
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Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der GraphPad Prism 7 Software und der Va-
rianzanalyse (ANOVA ,analysis of variance®) gepaart mit einem Tukey Post-test fr
multiple Vergleiche. Unterschiede wurden ab einem Wert von p<0,05 als statistisch
signifikant gewertet. Signifikante Unterschiede sind: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
***xn<0,0001.
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4 Ergebnisse

4.1 Polysialylierung fetalen Kalberserums (FBS)

Mehrere Studien konnten einen PolySia-Nachweis auf Blutzellen wie Makrophagen,
naturlichen Killerzellen, hamatopoetischen Vorlauferzellen (Curreli et al., 2007; Drake
et al., 2008) sowie humanem Blut zeigen (Gluer, Schelp, et al., 1998; Gluer, Wunder,
Schelp, Radtke, & Gerardy-Schahn, 1998). Die erste Zielsetzung dieser Arbeit war nun
der Nachweis von PolySia im zellfreien Kalberserum. Hierzu wurde zu Beginn fetales
Kalberserum (FBS) untersucht. Eine unbehandelte FBS-Probe wurde aufgeteilt in eine
Negativkontrolle, die mit dem PolySia-spezifischen Enzym EndoN verdaut wurde und
einer weiterhin unbehandelten Probe. Diese wurden dann gelelektrophoretisch aufge-

trennt und mittels Western Blot-Analyse untersucht (Abbildung 8).

anti-PolySia

230 kDa

150 kDa

100 kDa

80 kDa

Abbildung 8: Western Blot-Analyse polysialylierter Proteine in FBS. Spur 1 zeigt die unbehandelten FBS-
Proben, Spur 2 zeigt die Serumproben nach EndoN-enzymatischem Verdau. Es handelt sich hier um eine
Immunfarbung mit einem monoklonalen anti-PolySia-Antikdrper (mAK) (Unterpunkt 3.3.1). Die molekularen
Grofen sind in Kilodalton (kDa) angegeben. Pro Spur wurden 5 pl FBS aufgetragen.

In der Spur 1 wurde dabei die typische PolySia-Schmier im Bereich zwischen 80-250
kDa sichtbar. Da dieser Schatten in Spur 2 nicht zu sehen ist und es sich hier um die
Negativkontrollen nach EndoN-Verdau handelt, ist davon auszugehen, dass es sich
hier um ein PolySia-spezifisches Signal handelt. Somit wurde PolySia in FBS als nach-
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gewiesen betrachtet und weitere Untersuchungen an humanem Serum und Plasma

angestellt.

4.2 PolySiain humanem Serum und Plasma

Basierend auf dem Vorversuch wurde humanes Plasma und Serum genutzt. Auch die-
se wurden jeweils aufgeteilt, sodass eine Negativkontrolle mit EndoN-Verdau durchge-
fuhrt werden konnte, bevor die gel-elektrophoretische Auftrennung erfolgte. Mit dieser
wurde abermals eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt, welche in Abbildung 9 fir
das Plasma in Spuren 1 sowie fur das Serum in Spur 3 einen PolySia-,Schmier® im
typischen GroéRenbereich von 100 bis 250 kDa zeigte und sich durch das Fehlen der
Schatten, in Spur 2 und 4 nach EndoN-Verdau, verifizieren lie3. Dies wurde als Poly-

Sia-Nachweis in humanem Plasma und Serum gewertet.

anti-PolySia

Plasma Serum

endoN - + - +
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150 kDa

100 kDa
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Abbildung 9: Western Blot-Analyse polysialylierter Proteine in humanem Plasma und Serum. Die Spuren 1
und 3 zeigen die unbehandelten Plasma-/Serum-Proben, die Spuren 2 und 4 zeigen die Proben nach En-
doN-enzymatischem Verdau. Es handelt sich hier um eine Immunfarbung mit einem monoklonalen anti-
PolySia-Antikdrper (mAKk) (Unterpunkt 3.3.1). Die molekularen Grof3en sind in Kilodalton (kDa) angegeben.
Pro Spur wurden 5 pl Plasma/Serum aufgetragen.

Die Uberpriifung des PolySia-Nachweises in der direkten Plasmaprobe erfolgte noch-
mals in einem veranderten Versuchsansatz. Dabei wurde humanes Plasma mit Hilfe

der Affinitatsprazipitation (Unterpunkt 3.5.1) aufgereinigt. Durch den Einsatz von Beads
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beladen mit inaktivierter EndoN entstand ein Uberstand, der nach Lésung von den Be-
ads nur noch PolySia-haltiges Material beinhalten sollte. Ein positives Ergebnis in der
Western Blot-Analyse ware dann durch zwei Stufen - die Affinitatsprazipitation und den
PolySia spezifischen mAKk - verifiziert. Auch bei den so isolierten Proteinen konnte man
ein PolySia-spezifisches Signal nachweisen (Abbildung 10) und somit das Vorhanden-

sein von PolySia in humanem Blutplasma bestéatigen.

anti-PolySia

endoN - +
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150 kDa

100 kDa
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Abbildung 10: Western Blot-Analyse polysialylierter Proteine in humanem Plasma nach Affinitatsprazi-
pitation. Spur 1 zeigt die AP behandelte Plasmaprobe, Spur 2 zeigt die AP Plasmaprobe, nach En-
doN-enzymatischem Verdau. Es handelt sich hier um eine Immunfarbung mit einem monoklonalen
anti-PolySia-Antikdrper (mAk) (Unterpunkt 3.3.1). Die molekularen GroR3en sind in Kilodalton (kDa)
angegeben. Pro Spur wurden 10 ul Plasma aufgetragen.

4.3 PolySia-Nachweis auf extrazellularen Vesikeln

Um unsere Hypothese zu Uberprifen, dass extrazellularen Vesikel und PolySia assozi-
iert sein konnten und im wechselseitigen Einfluss zueinanderstehen, wurden in den
nachsten Versuchen extrazellularen Vesikeln aus Blut-Plasma extrahiert. Dafiir sind im
Unterpunkt 3.2.2 zwei Methoden zur Exosomen-Isolation dargestellt. Beide Verfahren
wurden mit dem gleichen Ergebnis zur Exosomen-Isolation vor Western Blot-Analyse
eingesetzt.

Im Western Blot in Abbildung 11 kann nach Exosomenisolation mit Hilfe der Exo-

Quick™ Exosome Precipitation Solution in Spur 1 das typische PolySia-Signal im Be-
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reich von 100-250 kDa nachgewiesen werden, welches in Spur 2, der EndoN behan-
delten Probe, fehlt.

anti-PolySia
endoN - +
230 kDa
150 kDa
100 kDa
80 kDa
1 2

Abbildung 11: Western Blot-Analyse zur Detektion von PolySia auf Exosomen Spur 1 zeigt die Plasma-
Proben nach einfacher Exosomen-Isolation (3.2.2.1), Spur 2 zeigt die Probe nach EndoN-enzymatischem
Verdau. Es handelt sich hier um eine Immunfarbung mit einem monoklonalen anti-PolySia-Antikbrper
(mAK) (Unterpunkt 3.3.1). Die molekularen Gréf3en sind in Kilodalton (kDa) angegeben. Pro Spur wurden 5
pl Exosomenisolat aufgetragen.

Um das Ergebnis zu spezifizieren, wurde eine weitere Analyse mit Hilfe von Beads
aufgereinigter Exosomen durchgefuhrt (Unterpunkt 3.2.2.2). Dabei wurde mit Hilfe der
Exosome — Human CD 63 Isolation / Detection (from cell culture media) (invitrogen™
by life technologies, Oslo Norwegen) eine Immunprazipitation (IP) durchgefiihrt. Die
superparamagnetische polysterene Beads, die mit einem primaren, monoklonalen An-
tikdrper gegen CD63 beladen waren, erkannten das CD63 Membranantigen, das auf
den meisten humanen Exosomen exprimiert wird (Conde-Vancells et al., 2008), sodass
eine zusatzliche Spezifizierung der vorkonzentrierten Plasmaexosomen erfolgte und
madgliche Verunreinigungen eliminiert wurden. Diese kdnnen jedoch auch auf anderen
extrazelluldren Vesikeln vorkommen, sodass man nicht automatisch von einer reinen
Exosomenfraktion ausgehen kann.

Mit den so behandelten extrazellularen Vesikel konnte ebenfalls in den Spuren 1 und 3
ein PolySia-spezifischer ,Schmier detektiert werden, der sich in der Negativkontrolle
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nicht darstellen lasst (Abbildung 12). Die Ergebnisse aus den Western Blot-Analysen

lassen den Schluss zu, dass extrazellularen Vesikel und PolySia im Blut assoziiert sein

kénnen.
anti-PolySia
endoN - + - B
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Abbildung 12: Western Blot-Analyse zur Detektion von PolySia auf Exosomen nach AP. Die Spuren 1 und
3 zeigen die Plasma-Proben nach IP-Exosomen-Isolation (3.2.2.2), Spur 2 und 4 zeigen die Proben nach
EndoN-enzymatischem Verdau. Es handelt sich hier um eine Immunfarbung mit einem monoklonalen anti-
PolySia-Antikdrper (mAK) (Unterpunkt 3.3.1). Die molekularen Grdf3en sind in Kilodalton (kDa) angegeben.
Pro Spur wurden 5 pl Exosomenisolat aufgetragen.

4.4 Kettenlangenbestimmung PolySia

Nach dem erfolgreichen Nachweis von Sialinsauren im Blut und ihrem Zusammenhang
mit Histonen und extrazellularen Vesikeln sollte die Kettenlédnge der Polysialinsaureket-
te bestimmt werden. Dafir wurde die High performance liquid chromatography (HPLC)
verwendet (Unterpunkt 3.6). Nach Abspaltung der PolySia-Kette vom Tragermolekdl im
schwach sauren Milieu wird mit Hilfe von fluoreszierendem DMB das reduzierende
Ende markiert. Man spricht aufgrund dieses Vorgehens auch von einer milden DMB-
Derivatisierung (Inoue & Inoue, 2001; Inoue, Lin, Lee, & Inoue, 2001). Durch das
gleichméRige Fluoreszenzsignal kann dann eine Aussage Uber die Kettenldnge ge-
macht werden, denn jeder Peak steht fur die Verlangerung der PolySia-Kette um einen
Sialinsaurerest und damit um eine weitere Carboxylgruppe. Dabei steigt die Bindungs-
fahigkeit von PolySia an die Saule, je langer die Kette ist und konsekutiv wird mehr
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Laufmittel (Ammoniumacetat) bendtigt, um sie von der Anionenaustauschersaule zu
eluieren. Ab einer Kettenlange von mindestens acht Sialinsduremolekilen spricht man
von PolySia. Da der verwendete Primarantikérper in den Western Blots erst ab einer
Kettenlange von Uber sieben Sialinsdureresten band, sollte die Kettenlange also min-
destens dieser Zahl entsprechen. Fir die HPLC wurden das Plasma und Serum zuvor

einer Affinitatsprazipitation unterzogen (Unterpunkt 3.5.1).

Plasma
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Abbildung 13: HPLC von Blutplasma nach AP. Die gezeigte PolySia-Kette wurde aus einer Plasmaprobe
mit Hilfe einer Affinitatsprazipitation tber inaktive EndoN extrahiert und einer milden DMB-Derivatisierung

unterzogen. Die Anzahl der Sialinsduremolekille in der Kette wird an exemplarischen Peaks oberhalb
selbiger dargestellt.

Das erste Signal tritt in der Plasma-Probe (Abbildung 13) nach etwa acht Minuten auf
und wird etwa ab Minute 24 regelméafRiig, mit periodischen Abstédnden und abnehmen-
der Amplitude. Nach entsprechender Vergréf3erung konnte eine Kettenlange von tber

40 Sialinsaureresten im Plasma nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: HPLC und Serum-Probe. Die gezeigte PolySia-Kette wurde aus einer Serumprobe mit Hilfe
einer Affinitatsprazipitation Uber inaktive EndoN extrahiert und einer milden DMB-Derivatisierung unterzo-
gen. Die Anzahl der Sialinsduremolekile in der Kette wird an exemplarischen Peaks oberhalb selbiger

dargestellt.

In der Serumprobe (Abbildung 14) ist der Beginn des Signals bei etwa 22 Minuten und
wird ab 36 Minuten regelmafiger. In der Serum-Probe konnte eine Kettenlange von
Uber 30 Monomeren bestimmt werden, also etwas kiirzer im Vergleich zur Plasmapro-
be. Somit sind im Blut PolySia-Ketten vorhanden, die eine Interaktion zwischen dem

Zuckerpolymer und Histonen ermdglichen.
4.5 Zusammenhang zwischen PolySia und Histonen

Nach der Feststellung, dass die erforderlichen Kettenlangen von PolySia vorhanden
sind, um mit Histonen zu interagieren, sollte tGberprift werden, ob Histone und PolySia
im Blut assoziiert sind. Deshalb wurde ein Dot Blot (Unterpunkt 3.5.5) nach Affinitats-
prazipitation gegen PolySia an Serum- und Plasma-Proben (Unterpunkt 3.5.1) durch-
gefuhrt.

Sowohl nach AP gegen PolySia in Serum-, als auch in Plasmaproben konnten Signale
fur PolySia und Histon H1 nachgewiesen werden. Wie in den HPLC-Analysen, zeigt
sich bei gleichen Probenmengen ein starkeres Signal in den Plasma-Proben (Abbil-
dung 15). Eine Proteinmengenbestimmung wurde allerdings nicht durchgefihrt, sodass

lediglich ein visueller Unterschied auszumachen ist.
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Histon PolySia
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Abbildung 15: Dot Blot-Analyse zum Nachweis von Histonen und PolySia aus Plasma/Serum-Proben nach
AP. Die Dots in der ersten Spalte zeigen die Plasma/Serum-Proben nach AP-Isolation (3.5.1) und Farbung
gegen Histon H1 mAk (Maus IgG2a), die zweite Spalte zeigt die Immunfarbung mit einem monoklonalen
anti-PolySia-Antikdrper (mAK) (Unterpunkt 3.3.1). Die Negativkontrolle nach EndoN-enzymatischem Ver-
dau ist nicht abgebildet, diese zeigte kein Signal. Pro Spur wurden 12,5 pl AP-Isolat aufgetragen.

Die Ergebnisse nach AP lassen den Schluss zu, dass PolySia und Histone im Blut in
Verbindung stehen und bei der Prazipitation gegen PolySia koprazipitieren. Eine Aus-
sage Uber das Ausmald dieser Verbindung ist dabei aus dem Dot Blot-Ergebnissen

nicht maoglich.

4.6 Zytotoxizitats-Assay

In einer weiteren Versuchsreihe sollte getestet werden, ob generell extrazellulare Vesi-
kel aus Plasma die Eigenschaft besitzen, die zytotoxischen Eigenschaften von Histo-
nen zu reduzieren. In den Zytotoxizitatsversuchen wurden A549 Zellen dem Einfluss
von Histonen und extrazellularen Vesikeln ausgesetzt. AnschlieBend wurde die zytoto-
xische Wirkung der Einzelkomponenten bzw. deren Zusammenspiel auf die Zellen mit
Hilfe des ,LDH-Cytotoxicity Colorimetric Assay Kit 11“ (Biovision INC., CA, USA), be-
stimmt. Dabei wurde die Sterberate der Zellen anhand der LDH-Freisetzung berechnet
(Unterpunkt 3.7.4).
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Abbildung 16: Zytotoxizitatstest in Abh&ngigkeit von Histonen und extrazellularen Vesikeln (EVs). Die
Abbildung zeigt die zytotoxische Wirkung von Histonen und deren Abhangigkeit von extrazellularen Vesi-
keln auf A549 Zellen, welche mittels LDH-Messung (Unterpunkt 3.7.4) bestimmt wurde. Die Zytotoxizitat
von mit Histon behandelten Zellen wurde dabei mit 100% festgesetzt. Gemessen wurde bei einer Wellen-
lange von A=450 nm. Die Anzahl der Symbole entspricht der Versuchsanzahl, jeweils als Varianz um den
Mittelwert dargestellt. e : Histonwirkung auf die Zellen, m : EV-Wirkung auf die Zellen, A : gemeinsame
Wirkung von Histonen und EVs auf die Zelle. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der GraphPad
Prism 7 Software und der Varianzanalyse (ANOVA ,analysis of variance*), gepaart mit einem Tukey Post-
Test fur multiple Vergleiche. Unterschiede wurden ab einem Wert von p < 0,05 als statistisch signifikant
gewertet. Signifikante Unterschiede sind: *p<0,01, **p<0,01; ***p<0,001.

Die Grenzwerte des Versuches stellen die Einzelwirkungen von Histonen bzw. EVs auf
die Zellen da (Abbildung 16). Dabei wurde die bereits bekannte zytotoxische Wirkung
von Histonen als oberer Grenzwert der Messung mit 100 % gewertet. Im Vergleich
dazu konnte fir die Einwirkung von EVs keine messhare Zytotoxizitat bis hin zu einem
positiven Effekt auf die Zellvitalitdit gemessen werden. Dies wurde als unterer Grenz-
wert definiert. Beimpfte man EVs und Histone gemeinsam, konnte eine deutlich abge-
milderte LDH-Freisetzung gezeigt und somit bewiesen werden, dass aus dem Blut iso-

lierte EVs die Zytotoxizitat durch Histone signifikant reduzieren kdnnen.
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5 Diskussion

5.1 PolySia-Nachweis in Blutplasma und -serum

Durch verschiedene Glykokonjugate, die meist in Sdugern sialyliert sind wird ein dich-
ter ,Rasen“ um die Zellen gebildet, der als Glykokalix dazu fihrt, dass sie z.B. vom
Immunsystems des Korpers als korpereigen erkannt werden, somit ein UberschieRen
der Erregerabwehr und eine Autoimmunitét verhindern, gleichzeitig aber auch als Ein-
trittspforte fur Bakterien wie zum Beispiel die Streptokokken der Gruppe B oder Neisse-
ria meningitidis dienen, die sich mit einer &hnliche Glykokalix wie der Organismus um-
manteln und damit dem Immunsystem entgehen (Bhide & Colley, 2016; Liao, Zhou,
Suryawanshi, Mondal, & Guo, 2016). Dabei kénnen Sialinsauren nicht nur als Mono-
mere sondern auch als Polymere, der sogenannten PolySia, vorliegen. Bisherige Un-
tersuchungen konnten PolySia auf verschiedenen Blutzellen nachweisen, wie zum Bei-
spiel den dendritischen Zellen, Monozyten/Makrophagen, natirlichen Killerzellen und
hamatopoetischen Vorlauferzellen (Curreli et al., 2007; Drake et al., 2008). Dabei fallt
der PolySia haufig eine ahnliche Rolle wie im zentralen Nervensystem zu, in dem es
die Anlagerung von Zellen und deren Migration erméglicht (Bax et al., 2009; Kiermaier
et al., 2016). Die Sialinsaure ist dabei meist an das Membranprotein Neuropilin-2 ge-
koppelt (Curreli et al., 2007). Zudem konnte nachgewiesen werden, dass Makrophagen
in ihrer Aktivitat direkt durch PolySia-Bindung an Siglec-11 gehemmt werden (Shahraz
et al., 2015) und auch das Komplementsystem herabreguliert wird, sodass im Maus-
model weniger zellulare und vaskulédre Schaden entstanden (Karlstetter et al., 2017).
Diese Aufgaben der PolySia im Blut sind allerdings an zellulare Bestandteile gebunden
und nur fur diese untersucht.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte ein von Tragerzellen unabhangiger Nachweis
von a-2,8-verknupfter Polysialinsdure erbracht werden, der deren Vorkommen im Se-
rum von Kalbern (Abbildung 8) und im Blutplasma/-serum von Menschen (Abbildung 9
und 10) beweisen konnte. Der Nachweis gelang dabei sowohl in der Western Blot-
Analyse als auch mittels HPLC-Analysen (Abbildung 13 und 14). Zuséatzlich konnte
Uiber das angewendete HPLC-Verfahren die Kettenlange der Polysialinsaurekette be-
stimmt werden (Abbildung 13 und 14). Hierbei zeigten sich zwischen dem Blutserum
und Blutplasma geringe Unterschiede was die Signalintensitdt angeht. Die Kettenlange
im Blutserum mit etwas Uber 30 Polysialinsédurereste war jedoch kurzer ist als im Plas-
ma, wo Ketten mit Uber 40 Sialinsduremolekiilen detektiert wurden (Kuhnle et al.,

2019). Dieser Unterschied mag auch eine Erklarung fur die visuellen Unterschiede zwi-
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schen Serum und Plasma in der Western und Dot Blot-Analyse sein, bedarf jedoch

weiterer Uberpriifung.

5.2 Extrazellulare Vesikel und PolySia

Unter extrazellular Vesikeln versteht man eine Zusammenfassung von drei verschie-
denen Vesikelarten die von Zellen gebildet werden kdnnen und hauptséchlich durch
ihre GroRe und Sezernierungsmechanismus unterschieden werden. Darunter fallen die
Exosomen (50-150 nm), Mikrovesikel (100-1000 nm) und apoptotische Koérper (Uber
1000 nm) (Abels & Breakefield, 2016; van der Pol, Bo6ing, Harrison, Sturk, &
Nieuwland, 2012).

Exosomen und andere extrazellulare Vesikel werden von fast allen Zellen gebildet,
darunter auch hamatopoetische Zellen, B- und T-Lymphozyten, dendritische Zellen und
Mastzellen (Yamada et al., 2012). Auf der Oberflache der Exosomen konnte z.B. eine
Vielzahl von komplex aufgebauten Kohlenhydraten nachgewiesen werden, unter ande-
rem High-Mannose-Typ N-Glykane, Polylaktosamin-Einheiten und a2,6-gebundene
Sialinsauren an komplexen N-Glykanen (Batista et al., 2011). PolySia wurde bisher
noch nicht an extrazellular Vesikeln nachgewiesen.

Nachdem ein Nachweis aus allen Kérperflissigkeiten moglich ist, kbnnen extrazellulare
Vesikel auch aus dem Blut isoliert werden (Caby et al., 2005), daneben konnte unsere
Arbeitsgruppe aus friheren Arbeiten Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Spermienreifung und Epididymosomen, den Exosomen des Nebenhodens (Marengo,
2008; Simon et al., 2013) zeigen. Auf Basis dieser Erkenntnisse wollten wir der Frage
nach einer Assoziation von PolySia und extrazellular Vesikeln im Blutkreislauf nachge-
hen.

Aufgrund der Vielzahl an Ursprungszellen, aus denen unterschiedliche extrazellulare
Vesikel entstehen, ist noch kein einheitlicher Marker fir deren Klassifikation gefunden.
Es konnten allerdings Fusionsproteine, Proteine zur MVB-Differenzierung, Heat Shock-
Proteine und Oberflachenantigene definiert werden, die regelmaRig auf der Oberflache
von Exosomen exprimiert werden (Conde-Vancells et al., 2008; Subra et al., 2010). Im
Rahmen dieser Dissertation wurden extrazellulare Vesikel deshalb neben einer physi-
kalischen Isolation mit Hilfe eines Antikdrpers gegen das Oberflachenantigen CD 63
isoliert, einer der am haufigsten exprimierten Exosomenmarker. Neuere Forschungsar-
beiten in diesem noch jungen Forschungsfeld stellen allerdings die Genauigkeit der
Exosomenisolation aus Zellpraparaten/Flissigkeiten in Frage. So ging man zu Beginn
noch davon aus, dass eine effektive Moglichkeit der Exosomenisolation in deren Gro-
Benunterschieden lag. Durch Filtration (22 pm) und Ultrazentrifugation wurde in ersten

Forschungsarbeiten eine ausreichende Selektion postuliert (Gardiner et al., 2016;
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Théry, Amigorena, Raposo, & Clayton, 2006). In folgenden Studien wurde ein zuséatzli-
cher Selektionsmechanismus eingefuhrt, indem eine Immunprazipitation der Ultrazent-
rifugation nachgestellt wurde. Dabei wurden vor allem die Oberflachenantigene CD9,
CD63 und CD81 neben vielen anderen in den Fokus der einzelnen Arbeitsgruppen
genommen (Chaput & Théry, 2011; Colombo et al., 2013; Kowal et al., 2016). Das in
dieser Forschungsarbeit genutzte CD63 Antigen konnte dabei spezifisch auf der kleins-
ten Exosomensubpopulation gleichzeitig aber auf anderen, deutlich groReren extrazel-
luldren Vesikeln nachgewiesen werden (Holm, Kaiser, & Schwab, 2018), sodass eine
letztlich effektive Trennung zwischen den einzelnen Gruppe kritisch gesehen werden
muss. Zusatzlich konnten Forscher zeigen das einzelne extrazellulare Vesikelpopulati-
onen unterschiedliche, teils kontrare Funktionen aufweisen. So konnte unter anderem
fur Neuroblastomzellen und Prostatakarzinomzellen ein unterschiedliches Wachstums-
und Metastasierungsverhalten, je nach extrazellulare Vesikel Milieu nachgewiesen
werden (Keerthikumar et al., 2015; Minciacchi et al., 2017). Basierend auf dieser Er-
kenntnis sollte vor allem im Rahmen funktioneller Studien darauf geachtet werden ein
mdglichst hohes Maf3 an Selektion zwischen den einzelnen extrazellulare Vesikel zu
erreichen, wie dies allerdings zu erreichen ist, ob Uber zusatzliche selektivere Oberfla-
chenmarker, Proteomic-Ansatze und dem weitreichenden Austausch und Aufbau
transparenter Datenbanken ist Gegenstand der aktuellen Forschung und Diskussion
(Holm et al., 2018; Van Deun et al., 2017).

Die oben genannten Einschrdnkungen missen beachtet werden, wenn man bedenkt,
dass durch beide Isolationsverfahren eine klare Assoziation zwischen PolySia und ext-
razellularen Vesikeln in der Western Blot-Analyse gezeigt werden konnte (Abbildung
11 und 12). Um eine genauere Differenzierung des polysialylierten Typus von extrazel-
luldren Vesikeln zu ermdglichen, sollten gegebenenfalls weitere Isolationsschritte, wie
etwa eine zusatzliche Affinitatsprazipitation oder Zentrifugationen, durchgefihrt wer-
den. AuRBerdem sollte eine elektronenmikroskopische Aufnahme in Betracht gezogen
werden, um PolySia direkt auf extrazellularen Vesikel zu visualisieren.

Die Assoziation von extrazellularen Vesikeln und PolySia kdnnte diverse Bedeutungen
haben. Dabei sollen exemplarisch in dieser Diskussion die Felder der Tumorausbrei-
tung und der immunologischen Antwort dargestellt werden. So stehen z.B. Exosomen
und Mikrovesikel schon langer in der Diskussion darlber, dass sie verschiedene
RNAs, Wachstumsproteine und Botenstoffe beinhalten, welche von méglichen Zielzel-
len aufgenommen werden und deren Aktivitat bedeutend verédndern kénnen (Guenat et
al., 2017; Nolte-'t Hoen et al., 2012; Ratajczak et al., 2006; Valadi et al., 2007). Dieser
Prozess wurde als Erweiterung der bis dahin bekannten Zellkommunikationswege ver-

standen und wird zunehmend auch mit dem Wachstum von Tumoren assoziiert. Denn
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die extrazellularen Vesikel sind in der Lage, ein fir Tumorwachstum und Metastasie-
rung ginstiges Milieu zu schaffen. So kénnen sie die Angiogenese und damit den
Sauerstofftransport zu den Zellen erhéhen (Park et al., 2010; Tauro et al., 2013; H. G.
Zhang & Grizzle, 2014). AuRerdem konnen sie die Aktivitat von T-Lymphozyten und
natirlichen Killerzellen herabsetzen (H. G. Zhang & Grizzle, 2011), was ein Erkennen
durch das Immunsystem erschwert. Im Unterpunkt 1.4 sind weitere Exosomen-
Einflisse auf das Tumorwachstum aufgelistet. Bedenkt man nun, dass auch PolySia im
Zusammenhang mit einer erhdhten Metastasierungsfahigkeit (Laubli & Borsig, 2010)
diskutiert wird und bei verschiedenen Tumorarten (Unterpunkt 1.1.3) nachweisbar ist,
eroffnet sich ein mogliches Forschungsfeld, welches sowohl Chancen zur Diagnostik,
als auch zur Therapie bieten kdnnte. Dabei kdnnte die PolySia als méglicher Rich-
tungsweiser fir extrazellulare Vesikel zu Tumoren und vice versa einen interessanten
Ansatzpunkt bieten. Erste Studien in diesem Feld konnten zeigen, dass mit Epirubicin
beladene Liposome einer solchen Richtungsweisung mit Hilfe von PolySia folgten und
sich am Tumor Ort anreichern konnten (T. Zhang et al., 2016) bzw. das mit Doxorubi-
cin beladene hydrophob maodifizierte polysialylierte (HPSA) Nanopartikel ebenfalls ge-
richtet zu Tumoren wandern, dort zielgerichtet das Chemotherapeutikum freisetzen und
damit eine niedrigere Zelltoxizitat fir den Gesamtorganismus ermdglichen (Jung et al.,
2017).

Im Bereich der Immunologie konnte die Arbeitsgruppe um Bhatnagar einen Einfluss
von Exosomen aus B-, T-Lymphozyten und Makrophagen auf das Immunsystem zei-
gen, welches durch solche Exosomen nach Kontakt mit einem Antigen die Bildung von
antigenprasentierenden Zellen erhdhte (Bhatnagar & Schorey, 2007; Bhatnagar et al.,
2007). Des Weiteren konnte eine erhohte Produktion von Exosomen an Entzin-
dungsorten (Marengo, 2008; Ramachandra et al., 2010) festgestellt werden. Unter der
Pramisse, dass sowohl Exosomen als auch PolySia an Entzindungsorten vermehrt
vorkommen und beide regulatorischen Einfluss auf das Immunsystem haben, sollte in
dieser Dissertation die Kontrolle erfolgen, ob extrazellulare Vesikel einen zytoprotekti-
ven Effekt gegen extrazellulare Histone aufweisen, deren Quelle z.B. sogenannte

neutrophile extracellular traps (NETS) sein kénnen.
5.3 PolySiaim Zusammenhang mit Zytotoxizitat von Histonen

NET stellt ein System dar, mit dem ein Organismus schnell, aber relativ ungerichtet,
gegen eindringende Mikroorganismen vorgehen kann. Die dafir verantwortlichen
neutrophilen Granulozyten sind die haufigsten weil3en Blutzellen und bilden damit ein

grof3es Reservoir an zur Abwehr bereiten Zellen. Bei der sogenannten NETosis setzen
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sie ihr Chromatin zusammen mit den Histonen und immunaktiven Granula frei, die zur
Bindung und Zersetzung von Eindringlingen flihren, sodass man allgemein vom ,be-
neficial suicide der Zelle spricht, der neben seiner grundlegend sichernden Eigen-
schaft aber auch mit zahlreichen Erkrankungen in Verbindung gebracht wird, darunter
Erkrankungen, die direkt im Kontext des Blutsystems stehen, wie Sepsis (Clark et al.,
2007) und transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI) (Thomas et al.,
2012).

Die NET-Aktivierung oder NETosis wird jedoch nicht nur durch Mikroorganismen aus-
geldst, sondern steht auch im Zusammenhang mit inflammatorischen Reizen und akti-
vierten Komponenten der Hamostase (Zawrotniak & Rapala-Kozik, 2013). Passend
dazu konnte ein Einfluss NETs auf die Schwere von Atherosklerose, Myokardinfarkten
und Thrombosen bewiesen werden (Borissoff et al., 2013).

Vornehmlich Uber die Interaktion aus aktivierten Plattchen, von-Willebrand-Faktor und
NET, konnte in Tierversuchen gezeigt werden, dass eine ,Immunothrombose” entste-
hen kann (Brill et al., 2012; Fuchs et al., 2010; Kimball, Obi, Diaz, & Henke, 2016; von
Bruhl et al., 2012). Dabei werden sowohl der extrinsische und intrinsische Weg der
Koagulation, tber die Bindung und Aktivierung der Faktoren Ill und Xll, durch NET an-
gestol3en und die Aktivitdt der Einzelkomponenten synergistisch verstarkt (Butenas et
al., 2008; Peters et al., 1999; von Bruhl et al., 2012; Wildhagen et al., 2015). Damit
befligelt dieses System die Hyperkoagulabilititskomponente der Virchow-Trias, die
eine zusatzliche Steigerung erfahrt, da das NET-Netz auch als Grundgerust fir die
Anlagerung aller weiterer Gerinnungskomponenten dient. Diese Saule der Virchow-
Trias wird damit durch die NET-Formation verstarkt. Die zweite Saule, die der En-
dothelschadigung, zeigt ebenfalls eine NET-Beeinflussung. Die Freisetzung der zell-
schadigenden Substanzen aus den neutrophilen Granulozyten induziert bzw. steigert
einen Endothelschaden, der wiederum zu einer verstarkten Gerinnung fuhrt (Gould et
al., 2014). Okrent und Saffarzadeh konnten diese Schadigung auf die zytotoxische
Wirkung von B-Defensinen und Histonen zurlckfihren (Okrent, Lichtenstein, & Ganz,
1990; Saffarzadeh et al., 2012). Diese beiden stark positiv geladenen Teilchen stellen
einen moglichen Angriffspunkt fur Molekile gegensétzlicher Ladung dar, wie zum Bei-
spiel Heparin, Albumin (Lam et al., 2013; Wildhagen et al., 2014) oder eben PolySia. In
verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass PolySia die Zytotoxizitat
von Histone herabsetzen kann (C. E. Galuska, J. A. Dambon, et al., 2017; S. P.
Galuska et al., 2017; Kuhnle et al., 2019; Saffarzadeh et al., 2012; C. Ulm et al., 2013;
Zlatina et al., 2017; Zlatina et al., 2018) und damit potentiell in vivo einer Endothel-

schadigung entgegenwirken bzw. diese abmildern konnte.
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Die Interaktion von PolySia mit Histonen und die Inaktivierung der zytotoxischen Ei-
genschaften von Histonen durch PolySia héngt stark von der Kettenlange ab (C. E.
Galuska, J. A. Dambon, et al., 2017; S. P. Galuska et al., 2017). Erst ab einer Ketten-
lange von mehr als 20 Sialinsdurebausteinen kann man von einer effektiven Inaktivie-
rung ausgehen. Aus diesem Grund wurde der Polysialylierungsgrad im Blut bestimmt.
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit ergaben, dass im Plasma und Serum die
notigen Kettenl&dngen vorhanden sind, um Histone zu binden und zu inaktivieren (Ab-
bildung 13 und 14) (Kuhnle et al., 2019). Interessanterweise konnte innerhalb meiner
Arbeit im Dot Blot gezeigt werden, dass bereits eine Assoziation zwischen PolySia und
Histonen H1 besteht (Abbildung 15). Dies konnte in weiterfihrenden Studien innerhalb
der Arbeitsgruppe Galuska per Western Blot bestatigt werden (Zlatina et al., 2018).

Auf Basis des Nachweises von PolySia-Ketten mit mehr als 30 Sialinsédureresten aus
Blutserum- und Plasmaproben erfolgte die zytotoxische Untersuchung mit isolierten
extrazellularen Vesikeln. Die Untersuchungen ergaben, dass aus dem Blut isolierte
Exosomen die zytotoxische Wirkung von Histonen deutlich abmildern kdnnen (Abbil-
dung 16). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit auf meinen Untersuchungen auf-
bauenden Versuchen. Hier wurde PolySia mittels AP aus humanem Plasma isoliert
und auf deren anti-zytotoxischen Eigenschaften gegentber Histonen getestet. Die Ver-
suche ergaben, dass PolySia aus Plasma, Histone effektiv inaktiviert und eine spezifi-
sche Degradierung von PolySia durch EndoN diesen Effekt aufhebt (Zlatina et al.,
2018).

Zudem sollte man an dieser Stelle erwahnen, dass nicht nur im menschlichen Blut und
in FBS PolySia detektierbar ist (Abbildung 8-10). In unserem Paper Polysialic Acid in
Human Plasma Can Compensate the Cytotoxicity of Histones (Zlatina et al.,, 2018)
konnten wir zudem zeigen, dass in verschiedenen Wirbeltieren bis hin zu Fischen Po-
lySia im Plasma nachweisbar ist (Abbildung 17) und somit einen physiologischen
Plasma Bestandteil in Wirbeltieren darstellt.

Aus all diesen Ergebnissen ergeben sich fir den Einsatz von PolySia allein bzw. fir mit
PolySia beladenen extrazellularen Vesikeln abermals vielfaltige Forschungs- und Ein-
satzfelder. Daneben wére an einen therapeutischen und diagnostischen Einsatz der
PolySia-Trager im Zusammenhang mit Erkrankungen aus Unterpunkt 1.5 zu denken,
die alle mit einer erhéhten NETosis-Aktivitéat einhergehen und bei denen eine Herabre-
gulierung der Histonaktivitat und konsekutiv eine verringerte Zellschadigung ein mogli-
cher Heilungsansatz sein kénnte.

PolySia stellt sich zusétzlich als méglicher ,Gate keeper“ des angeborenen Immunsys-

tems bzw. als Schnittstellenregulator zwischen angeborenem und erworbenem Im-
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munsystem dar, welcher in der Lage ist, den Organismus vor moglicher Uberaktivitat

seiner eigenen Immunreserven zu schitzen.

Polysialic positive plasma
in different clades of vertebrates

Cattle Swine Horse

]

Homo
sapiens

/4
E

Odd-toed Ungulate
Even-Toed Ungulates

Percidae Salmonids

Primates Ungulates

Mammals
Bony fisches

Vertebrates

Abbildung 17: Darstellung von Wirbeltieren, die positiv auf PolySia im Plasma getestet wurden. CC-BY
Grafik modifiziert nach (Zlatina et al., 2018)

Eine weitere Uberlegung ist die Mdglichkeit, dass PolySia, an sialic acid binding 1g-like
lectins (Siglecs) bindet. Besonders Siglec-11, welches auf Monozyten/Makrophagen
und dendritischen Zellen exprimiert wird (Macauley et al., 2014), kdnnte einen interes-
santen Ansatzpunkt fur weitere Forschung darstellen. Dieses Siglec-11 bindet a2,8-
verknipfte PolySia (X. Wang et al., 2011) und konnte die Aktivitat von Gewebsmakro-
phagen aus dem Hirn nach LPS-Stimulation abmildern (Y. Wang & Neumann, 2010),
ein Effekt, den neuere Studie zur altersbedingten Makuladegeneration bestatigen
konnte. Hier wurde bewiesen, dass PolySia sowohl das angeborene Immunsystem, die
GefalRpermeabilitat und den Membranangriffskomplex des Komplementsystems
hemmt (Hyvarinen, Meri, & Jokiranta, 2016; Karlstetter et al., 2017).

Daneben eroffnet diese Siglec-11 Assoziation die Chance, moglicherweise in das Ge-
rinnungssystem einzugreifen, da ein ,cross-talk” zwischen Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten und Plattchen fir die Initiation und Verstarkung der tiefen Beinve-

nenthrombose im Mausmodell verantwortlich gemacht wird (von Bruhl et al., 2012). Im
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Formkreis der TVT wére also eine mégliche Uberlegung, ob PolySia an eben solche
Makrophagen binden kénnte und somit am Ort einer Thrombose angereichert werden
kann, in diesem Setting dann die immunothrombotische Wirkung von NET abmildert
und damit den sich selbst verstarkenden Thrombosekreislauf durchbricht. Ein erster
Hinweis eines gegenseitigen Einflusses der PolySia und der Gerinnung kénnten die
Western Blot-Analysen in dieser Arbeit geben. Dabei konnte in den Plasmaproben
durchgangig ein starkeres PolySia spezifisches Signal nachgewiesen werden (Unter-
punkt 4.2). Die Blots kdnnten moglicherweise einen Hinweis auf ein Zusammenspiel
von PolySia und Gerinnungsfaktoren geben. Es handelt sich dabei um eine rein visuel-
le Feststellung, die im weiteren Verlauf quantitativ an einem grofRen Probenpool erfasst
werden sollte.

Daneben konnte auch die Assoziation zu Histonen eine Rolle spielen, so konnte im Dot
Blot (siehe Unterpunk 4.5) sowohl im Serum als auch im Plasma nachgewiesen wer-
den, dass PolySia und Histone interagieren. Auch hier war ein deutlich starkeres Signal
fur PolySia und fir Histone im Plasma zu sehen. Wie weiter oben dargestellt, gehen
Koagulation und NETosis miteinander einher und bedingen sich in einem gewissen
Umfang gegenseitig. Eine solche Assoziation kdnnte auch bei malignen Erkrankungen
eine Therapiemdglichkeit darstellen, da ein NET-Einfluss auf das Zusammenspiel zwi-
schen malignen Erkrankungen und Thrombosen gezeigt werden konnte (Demers et al.,
2012), der wohl stark auf der Uberaktivitat von Plattchen und damit einer erhohten
NETosis zurtickzufiihren ist (Cedervall, Hamidi, & Olsson, 2018; van den Berg, Osanto,
Reitsma, & Versteeg, 2012). Weitere maligne Geschehen in Zusammenhang mit NET
sind die hohere Metastasierungsrate im Mausmodel (Cools-Lartigue et al., 2013) und
eine erhdhte Rezidivrate nach onkochirurgischen Eingriffen (Berger-Achituv et al.,
2013; Tohme et al., 2016), die sich uber eine Einflussnahme auf die NET-Formation
gegebenenfalls ebenfalls beeinflussen lassen.

In summa bietet sich aus dieser Ergebniskonstellation die Mdglichkeit zu weiterer diag-
nostisch und therapeutisch orientierter Forschung, nicht nur im Wirkungsfeld der
Thrombose, sondern zu jeder NET-assoziierten Erkrankung, bei der die lokale Anrei-
cherung bestimmter Stoffe einen moglichen Heilungsansatz darstellen kénnte. Zudem
wurde Uber die Verkniipfung mit extrazellularen Vesikeln ein moglicher Stofftransporter
fur eben diese Stoffe prasentiert.

Basierend auf dieser Idee und den Ergebnissen dieser Arbeit wurde in der Arbeits-
gruppe Galuska die Entwicklung von polysialylierten Nanopartikeln vorangetrieben, die
sich den Vorteil des gerichteten Transports tber PolySia zu Nutze machen konnten (C.
E. Galuska, J. A. Dambon, et al., 2017). Dabei wurde auch ein weiteres Problem des

Transports an Stellen erhdhter NETosis angegangen, namlich die vor Ort erhdhte Kon-
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zentration an Exosialidasen, die die PolySia abbauen kénnen und damit den zellprotek-
tiven Effekt stark einschrénken. Dafir wurden die Polysialinsduren am nicht reduzier-
ten Ende oxidiert und anschlieRend mit diesem an die Nanopartikel gekoppelt, sodass
sie dem Zugriff der Sialidasen entzogen wurden und die Polysialinkette somit nicht
mehr abgebaut werden konnte. In Zellkultur- und Zytotoxizitatsversuchen konnte dann
gezeigt werden, dass die beladenen Nanopartikel weiterhin den zytoprotektiven Effekt
der PolySia behalten und sich zudem an NET-Fasern anreichern und damit einen ge-
richteten Transport ermdglichen kénnten (C. E. Galuska, J. A. Dambon, et al., 2017).
Somit konnte gezeigt werden, dass ein gerichteter Transport zu Orten erhdhter NETo-
sis-Aktivitat theoretisch moglich ist und mdglicherweise ein weiterer Grundstein gelegt,
zur Therapie und Heilung einer Vielzahl von NET-assoziierter Erkrankungen, die in
Zukunft mit Hilfe eines gezielten Stofftransports behandelt werden kénnten.
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6 Kurzzusammenfassung

Sialinsauren sind a-Ketosauren, die ein Grundgertst aus neun Kohlenstoffatomen be-
sitzen und eine Carboxylgruppe in C1-Position sowie eine Ketogruppe in C2-Position
tragt. Von den natirlich vorkommenden tber 50 Neuraminsaure-Derivaten werden nur
wenige fur die Biosynthese von Oligo- bzw. Polysialinsduren (PolySia) benutzt. Dabei
spielt in Saugern fur den Aufbau einer a2,8-verknipften Polysialinsdurekette, die
durchaus mehr als 50 Einzelbausteine besitzen kann, die N-Acetylneuraminsaure die
wichtigste Rolle. Durch den Grundaufbau ist dieser saure Zucker ein stark negativ ge-
ladenes Molekil, welches als posttranslationale Modifikation auf Proteinen vorkommen
kann. Die haufigsten Forschungsergebnisse brachten PolySia mit der Regulation von
Migrationsprozessen und Zell-Zell-Kontakten als Oberflachenbestandteil von Zellen
des Nervensystems in Verbindung, eine Funktion die PolySia scheinbar auch in ande-
ren Organsystemen wahrend der Entwicklung Ubernimmt. Darliber hinaus konnten
aber auch viele andere Funktionen von PolySia nachgewiesen werden, wie z.B. die
Interaktion mit extrazellularen Histonen sowie die Inaktivierung derer zytotoxischen
Eigenschaften.

In der vorliegenden Arbeit konnte PolySia sowohl in Kélberserum als auch im Blutse-
rum sowie Blutplasma von Menschen detektiert werden. Interessanterweise waren
sowohl im Serum als auch im Plasma die PolySia-Ketten mit mehr als 30 Sialinsau-
reresten potenzielle Bindungspartner flr extrazellulare Histone. Tatsachlich zeigten die
Versuche, dass PolySia und Histon H1 in Plasma miteinander interagieren. Zudem war
PolySia im Plasma auch in Proteinlysaten von isolierten extrazellularen Vesikeln nach-
weisbar. Basierend darauf wurden die Auswirkungen von extrazellularen Vesikel auf
die Zytotoxizitat von Histonen Uberprift. Dabei konnte festgestellt werden, dass ein
Abfall der Zytotoxizitat von Histonen durch extrazellulare Vesikel erreicht werden kann.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass PolySia in Verbindung mit Histon H 1
und extrazellularen Vesikeln im Blut vorliegt und im Blutsystem einen positiven Einfluss
auf die Zytotoxizitat von extrazellularen Histonen haben kdnnte. Dieses Zusammen-
spiel zwischen Histonen, NET, extrazellularen Vesikeln und PolySia konnte diverse
physiologische Mechanismen beeinflussen. Daraus konnten sich Mdoglichkeiten zur
Diagnostik und Therapie verschiedenster, mit NET assoziierter Veranderungen erge-

ben, die Teil weiterer Forschungsarbeiten sein werden.
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7 Summary

Sialic acids are a-keto acids with a 9 carbon backbone possessing a carboxyl group in
C1l-position and a ketone in the C2-position. Although the family of sialic acids consists
of 50 different members in nature, only a few of them are used in the biosynthesis of
oligo- and polysialic acid (polySia). In mammals, polySia consists of a2,8-linked N-
acetylneuramic acid residues forming polymers which can reach chain lengths of more
than 50 N-acetylneuramic acid residues. PolySia is a polyanionic molecule and can be
present as a post translational modification of proteins. Most studies have described a
primarily regulatory effect of polySia on the modulation of cell-cell-contacts and migra-
tion processes as a component of the cellular surface of neuronal cells, a function,
which may also play a role during the development of organs other than the brain.
Several additional functions of polySia have been described, such as the interaction of
polySia and extracellular histones and the inactivation of the cytotoxic characteristics of
histones.

In the present doctoral thesis polySia was observed in fetal calf serum in addition to
human serum and plasma. Interestingly, the polySia chains can contain more than 30
sialic acid residues in serum and plasma and are thus long enough to bind extracellular
histones and inactivate their cytotoxicity. Subsequently, experiments were performed
demonstrating that polySia interacts with histone H1 in plasma. PolySia was also de-
tectable in protein lysates of isolated extracellular vesicles of human plasma. Based on
these findings, the capability of extracellular vesicles to inhibit the cytotoxicity of extra-
cellular histones was tested. Experiments demonstrated a cytoprotective effect of ex-
tracellular vesicles against the cytotoxicity of extracellular histones.

In summary, this research has demonstrated that polySia is associated with histone H1
and extracellular vesicles in blood, which might represent a buffer system against ex-
tracellular histones in blood. The interplay between histones, neutrophil extracellular
traps, extracellular vesicles and polySia may influence several physiological mecha-
nisms. This paves the way for novel opportunities in diagnostics and therapeutics, tar-

geting, for instance, NET-associated pathologies.
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8 Abkilrzungen
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CAM
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DMB
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E. coli
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EndoN
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GIcNAc
GNE
GPI

h

HCI
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Escherichia coli
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Ethylene-glycol-bis(2aminoethylether)-
N,N,N",N tetraacetic acid
Endoneuraminidase N
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fetales Kélberserum

fibroblast growth factor
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Galactose
Glycerinaldehy-3-phophat-Dehydrogenase
Glucose

N-Acetyl-Glucosamin
UDP-GIcNAXx-2-Epimerase/ManNAc-Kinase
Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol
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high performance liquid chromatography
hydrophob modifizierte polysialylierte
horse radish peroxidase

Immunglobulin
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Myeloperoxidase
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multivesicular endosome

neurales Zelladhasionsmolekdl
neutrophile Elastase

Neutrophil Extracellular Traps
N-Acetylneuraminsaure

nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer”
of B-cells

N-Methyl-D-Aspartat
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practical grade

polyklonaler Antikorper

phosphate buffered saline
Paraformaldehyd
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Phenylmethylsulfonylfuorid
N-Glycosidase F

Polysialinsaure

polysialyliertes NCAM
Polysialyltransferasen-Doméne
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Relative Zentrifugalbeschleunigung
Sekunde

Sodiumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Sialylierungsmotiv



Abkilirzungen

62

Siglec

TAPI
TD-Exosomes
TEMED
TF

TFA
TGF-B
TGN 38
TIR
TLR
™
TNF-a
TVT
Tween
VS
VWF
z.B.

sialic acid-binding immunoglobulin-type lec-
tin

TNF-a Protease Inhibitor

tumor derived Exosomes
N,N,N°,N"-Tetramethylethylendiamin
Tissue Factor, Thrombosplastin
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transforming growth factor-beta
Trans-Golgi Netzwerkprotein 38
Toll/IL-1R

toll-like receptor
Transmembrandomane
Tumornekrosefaktor-a

tiefe Venenthrombose
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
very small

von-Willebrand Faktor

zum Beispiel
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