JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
GIESSEN

Charakterisierung der Interaktion von Lactoferrin mit
Poly sialinsdaure im Zusammenspiel mit neutrophilen

extrazellularen Fallen

Kumulativdissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Humanbiologie des

Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat Gie3en

vorgelegt von Andrea Kiihnle geb. Tenk

aus Stadtlohn

GielRen 2020



Aus dem Fachbereich der Medizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Fachbereichsleiter Prof. Dr. Lienhard Schmitz

Aus der Nachwuchsgruppe fir Glykobiologie
in der Abteilung fur Reproduktionsbiochemie
des Leibniz Institut fir Nutztierbiologie

in Dummerstorf

Gutachter: PD Dr. Sebastian P. Galuska

Gutachter: Prof. Dr. Andre Menke

Tag der Disputation:

08. September 2021



Inhalt

ADKUIZUNGSVEIZEICHNIS ...ttt nnennnnes 3
L. EINIEIUNG ¢ttt 5
L LBCEOTRITIN e 5
1.1.1 Geschichtliche EiNOrdnuNg .........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 5
1.2.2 Struktur UNd AUFDAU........cooviiiiiiiiiiiiee 6
1.2.3 VOIKOMIMEN ...ttt e e e e e e e 9
1.1.4 Funktionen von Lactoferrin im UberblicK.............ccccovviieieriereieeiesicce e, 9
1.2.5 LACHOTEITICIN...eeiiiieiiiiiee ettt 13

1.2 POIYSIAIINSAUNE ... e e e e e e e 14
1.2.1 EiNUDEIDICK ..ecuveiviceie ettt ettt ere e 14
1.2.2 Struktur Und AUDAU........coovviiiiiiiiiii 15
1.2.3 VOIKOMIMEN ..ottt 18
1.2.4 Eigenschaften und FUNKLONEN ... 19

1.3 Neutrophile Granulozyten und neutrophile extrazellulare Fallen........................ 23
1.3.1 Neutrophile GranUIOZYIEN .........cooeieiiiieecee e e eeaaeans 23
1.3.2 Neutrophile extrazellulare Fallen ............ccccoooiiiiiiiiiiiie e, 26

1.4 Basis und Uberschneidungspunkte von Lactoferrin, PolySia und NET .............. 29
1.4.1 Lactoferrin UNd NET ...t 29
1.4.2 PolySia, NET UNd HIStONE .......uciiiiiiiieieee e e e 30
1.4.3 Lactoferrin UnNd POIYSIa ..........coviiiiiiiiiiiiiii e 30

1.5 ZIBISEIZUNG ... 32
2. Ubersicht der PUDIKAtIONEN............ccviiiiiieiteeeie ettt 33
2.1 Zusammenfassung der ersten Publikation .............cccccciiii 33
2.2 Zusammenfassung der zweiten Publikation ..............cccccoeiiiiiiiii 35
2.3 Zusammenfassung der dritten Publikation ................ccoiiiiiiiiiiiiiie e 36

G J 1Y =T 1] g o =PSRRI 37
4. DISKUSSION ... 72
1 o [T TSY =T N o1 | R 72



4.1.1 Interaktion von Lactoferrin bzw. Lactoferricin und PolySia...........c.............. 72
4.1.2 Zusammenspiel von Lactoferrin und PolySia mit NET ..., 77
4.1.3 Einfluss der Bindung von PolySia zu Lactoferricin................ccoevvvvvvieenneenn, 81

4.1.4 Ausblick Gber mogliche Zusammenspiele dreier multifunktionale

0T 1] 00 1T 1= o S 82

5. ZUSAMMENTASSUNG .......oeeiiiiii i e e e e e e et eeeaeeeeenes 85
B, SUMMMIAIY .. eteiieieit e et e e et e et e e et e e e et e e e e e taa e e e e e ta e e e eeta e e e eatan s eeeesaseeeannnnaanens 86
T RETEIENZEN. ... 87
Liste an PUBIIKAtIONEN ... 114
ErKIArung Zur DISSEITALION .........uuueeuiiiiiiiiiiiiiiieeiieeiteeeeeeeeseeeeeeeseeeseeesseseeebeeebeeeneeennnnnes 115
DANKSAGUING ...ttt 116



Abkurzungsverzeichnis

Lactoferrin
AMP
BDNF

CCL21

CCRY7

CD
CD36

COPD

DNase
DP
E. coli

ELISA

EndoN
ESL-1

FGF-R

KDN
LbpB
LPS
LRP1

MPO

auch Lactotransferrin

antimikrobielles Peptid

Wachstumsfaktor (engl. Brain-derived neurotrophic factor)
Chemokin 21 der C-C Motiv Chemokinfamilie (engl. CC-
chemokine ligand 21)

C-C-Chemokinrezeptor Typ 7 (engl. Central chemokine
receptor 7)

Oberflachenantigen (engl. cluster of differentiation)
Thrombozytenglykoprotein 4 (engl. Platelet glycoprotein 4)
Chronische obstruktive Lungenerkrankung (Engl. chronic
obstructive pulmonary disease)

Desoxyribonuklease

Polymerisationsgrad (engl. degree of polymerization)
Escherichia coli

Enzymimmunoassay (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay)

Endo-N-Acetylneuraminidase

E-Selektin Ligand-1 (engl. E-selectin ligand-1)
Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptore

Immunglobulin

Interleukine

Ketodesoxynonulonsaure

Lactoferrin bindendes Protein B

Lipopolysaccharide

Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1

Myeloperoxidase



NCAM neurales Zelladhasionsmolekiil 1, auch CD56 (engl. neural
cell-adhesion molecule)
NET neutrophilen extrazellularen Fallen (engl. neutrophil

extracellular trap)

NETose Prozess von der Aktivierung bis zur Freisetzung von NET

Neu5Ac N-Acetylneuraminsaure

Neu5Gc N-Glycolylneuraminséaure

Neutrophile neutrophile Granulozyten

NG2-Gliazellen Oligodendrozyten-Vorlauferzellen die das Proteoglykan NG2
exprimieren

NRP2 Neuropilin-2

ns Nanosekunden

PADA4 Protein-Arginine Deiminase 4

PAMPs Pathogen-assoziierte molekulare Muster

PMA Phorbol-12-myristate-13-acetate

PolySia Polysialinsaure

ROS reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species)

ST8Sia IV U 2 ;P8lysialyltransferase 1V, auch PST

ST8Sia ll U 2 ;P8lysialyltransferase I, auch STX ( e n g2,8- U

sialyltransferase 8B)

SynCAM1 synaptische Zelladh&sionsprotein (engl. synaptic cell
adhesion molecule)

THP-1 Makrophagen Makrophagen differenzierte aus einer humane
monozytischen Zelllinie

WHIM-Syndrom Warzen-Hypogammaglobulindmie-Immundefizienz-

Myelokathexis-Syndrom



1. Einleitung

1.1 Lactoferrin

1.1.1 Geschichtliche Einordnung

Sorensen und Sorensen (Sorensen und Sorensen 1940) konnten 1940 in boviner Milch
ein rotes Protein entdecken, das bis heute, also fast 80 Jahre spater, erforscht wird.
Deutlich wird das anhaltende Forschungsinteresse besonders daran, dass seit einigen
Jahren im zwei-Jahres-Rhythmus sogar eine Konferenz Gber das Protein Lactoferrin (oft
auch Lactotransferrin genannt) stattfindet (Lénnerdal 2019). Die meiste Forschung
wurde dabei am humanen und bovinen Milch-Lactoferrin betrieben (Adlerova,
Bartoskova, und Faldyna 2008). Lactoferrin, dessen rote Farbe von seiner Fahigkeit
kommt, mittels zweier Zentren Eisen (Fe®) zu binden, gehdrt zur Familie der
Transferrine (Metzboutigue et al. 1984, Groves 1960). Lactoferrin und Transferrin haben
mit ca. 80 kDa ein ahnliches Molekulargewicht und mit ca. 60 % eine relativ hohe
Sequenzidentitéat. AuBerdem besitzen beide Proteine eine ahnliche Disulfid-Struktur und
jeweils zwei Eisenbindungszentren (Abb. 1) (Aisen und Liebman 1972, Metzboutigue et
al. 1984). Da Transferrin bereits als Eisentransprotein bekannt war, Lactoferrin jedoch
eine wesentlich hdhere Affinitdit zu Eisen besitzt und in groRen Mengen in der
Muttermilch vorkommt, wurde zunachst angenommen, dass Lactoferrin ebenfalls fir den
Eisentransport z. B. die Eisenaufnahme bei Neugeborenen bendétigt wird (Vogel 2012,
Aisen und Liebman 1972). Uber die Jahre hinweg stellte sich jedoch heraus, dass
Lactoferrin deutlich h&ufiger im Organismus vorkommt und wesentlich vielfaltigere
Aufgaben tbernimmt. Es wurde sogar die Hypothese aufgestellt, dass Lactoferrin das
am meisten polyvalente und mit dem Immunsystem assoziiert Protein in Vertebraten ist
(Legrand 2016). Dieser bedeutende Unterschied zum Transferrin liegt wahrscheinlich
neben der hdheren Eisenaffinitéat hauptsachlich an einem basischem Teil im N-Terminus
des Proteins, der grofdtenteils am humanen und bovinen Lactoferrin untersucht wurde
(Vogel 2012, Gifford, Hunter, und Vogel 2005). Spannenderweise kann ein Peptid vom
N-Terminus abgespalten werden, welches Lactoferricin genannt wird und unabhéngig
von Lactoferrin als antimikrobielles Peptid wirken kann (Gifford, Hunter, und Vogel 2005,

Bellamy, Takase, Yamauchi, et al. 1992, Bellamy, Takase, Wakabayashi, et al. 1992).
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Abbildung 1: Struktur von humanem apo-Lactoferrin. Lactoferrin kann in zwei Lappen und vier
Protein-Doménen unterteilt werden. Entsprechend ihrer Lokalisation sind N-terminale Teile mit
dem Buchstaben N sowie C-terminale Teile mit den Buchstaben C gekennzeichne t -Helitkes
sind in dunkelblau u n d -Fafiblatter in rot dargestellt. Zudem wird die Raumforderung der
Aminosauren durch eine dynamische Oberflachenstruktur (grau) dargestellt. Die
Eisenbindungszentren von Lactoferrin sitzen jeweils in den Furchen zwischen den beiden
Domaénen. Die Furche zwischen N1- und N2- Doméne ist in apo-Lactoferrin weit geoffnet,
wahrend die Furche zwischen C1- und C2- Doméne eine geschlossene Konformation einnimmt.
Modifiziert aus (Kihnle, Litteke, et al. 2019) CC BY 4.0.

1.1.2 Struktur und Aufbau

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

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



1.1.3 Vorkommen

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

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

1.1.4 Funktionen von Lactoferrin im Uberblick

Lactoferrin Gbernimmt eine ganze Reihe von Funktionen im Organismus, vor allem aber
als Komponente des angeborenen Immunsystems (Legrand 2016). Aufgrund der Fille
an vorhandenen Informationen sollen hier deshalb generelle Mechanismen und einige
Beispiele ein Uberblick iiber die Fahigkeiten von Lactoferrin geben. Fir besonders
interessierte Leser sind hier einige Zusammenfassungen aus der Literatur: Vogel 2012,
Nazir et al. 2017, Levay und Viljoen 1995, Adlerova, Bartoskova, und Faldyna 2008,
Jenssen und Hancock 2009, Brock 1995, Actor, Hwang, und Kruzel 2009, Caccavo et al.
2002, Legrand et al. 2008, Legrand 2016, Wang, Timilsena, et al. 2017. Ein mdglicher
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Grund far die Multifunktionalitét, die Lactoferrin aufweist, ist die hohe Verfugbarkeit im
Kdrper, da es einerseits in vielen Korperflissigkeiten vorkommt und andererseits durch
die Ausschittung mittels chemotaktischen neutrophilen Granulozyten eine riesige
Reichweite besitzt (Levay und Viljoen 1995, Actor, Hwang, und Kruzel 2009, Ward 1970,
Siebert und Huang 1997, Keller und Sorkin 1968, Lénnerdal 2013). Des Weiteren hat
Lactoferrin  unter anderem durch seinen basischen N-Terminus gute
Bindungseigenschaften zu einer gro3en Menge an Rezeptoren, die entweder
Signalkaskaden oder Endozytose vermitteln. Zusatzlich bindet Lactoferrin
Makromolekile wie Lipopolysaccharide (genauer Lipide A), Heparin oder DNA und
interagiert mit Enzymen wie z. B. Lysozym (Vogel 2012, Liao, Jiang, und Lonnerdal
2012, Suzuki, Lopez, und Lonnerdal 2005, van Berkel et al. 1997, Levay und Viljoen
1995, Drago-Serrano et al. 2012). Viele Funktionen werden auf3erdem von der F&higkeit,
Lactoferrins hoch affin Eisen zu binden, vermittelt (Preeti et al. 2018).

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

Durch Lactoferrins antimikrobielle Eigenschaften reguliert es nicht nur die Entwicklung
des Darmmikrobioms, sondern unterstiitzt auch das systemische Immunsystem.
Lactoferrin wirkt antibakteriell gegen eine ganze Reihe an grampositiven als auch
gramnegativen Bakterien. Aul3erdem ist es Lactoferrin durch die Bindung von LPS als
auch Lipoteichonsaure mdoglich mit bakteriellen Membranen zu interagieren (Jenssen
und Hancock 2009, Donovan 2016). Dadurch kann Lactoferrin Zellschaden verursachen,
beispielsweise durch das erhohen der Zellpermeabilitdt und der daraus folgenden
Herauslosung von LPS (Ellison, Giehl, und LaForce 1988, Jenssen und Hancock 2009,
Kanwar et al. 2015). Vermutlich kann Lactoferrin zuséatzlich durch unterschiedliche

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

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

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

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

Neutrophilen, regt Makrophagen zur Produktion von Zytokinen und ROS an und aktiviert
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Apoptose-Signalwege von Dickdarmkrebs-, Lungenkrebs- sowie Leukamiezellen
(Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012, Mader et al. 2005, Fuijita et al. 2004). Da Lactoferrin
Uber die Blut-Hirn-Schranke gelangt, konnen Nanopartikel bedeckt mit Lactoferrin und
beladen mit unterschiedlichen Medikamenten, nicht nur fir Gehirntumore angewendet
werden, sondern zusatzlich fur Krankheiten wie Parkinson oder Alzheimer Verwendung
finden (Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012, Li et al. 2018, Xu et al. 2017, Yan et al. 2018,
Kanwar et al. 2015). AuRerdem wurden Versuche durchgefiihrt, um die
Knochenregeneration zu steigern, indem man unterschiedliche Biomaterialien mit
Lactoferrin beschichtet oder beladt (Shi et al. 2017, Gormez et al. 2015). Aufgrund des
sich daraus ergebenden wachsenden medizinischen und industriellen Interesses
wurden interessanterweise bereits transgenetische Kiihe erzeugt, mittels derer es
maoglich ist, rekombinantes humanes Lactoferrin mit einer Milchkonzentration von
4.5-1 3 .gB zu produzieren (Wang, Sun, et al. 2017).

1.1.5 Lactoferricin

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

resistente Bakterienstamme untersucht (Theolier et al. 2014).

1.2 Polysialinsaure

1.2.1 Ein Uberblick

In Vertebraten konnten grof3e Mengen an Polysialinsdure (PolySia) erstmals durch Finne
und Kollegen 1982, gekoppelt an das neurale Zelladhasionsmolekil (NCAM) in jungen
Méausen entdeckt werden (Finne 1982, Rutishauser et al. 1985, Rutishauser 2008). Wie
der Name PolySia schon vermuten lasst, handelt es sich hierbei um ein lineares
Polysaccharid aus Sialinsdurebausteinen. Da PolySia oft nur aus einem Typ von
Sialinsaure aufgebaut ist; z. B. aus der Sialinsdure N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac)
beim Menschen und weil alle Sialinsduren eine Familie bilden, wird es haufig als
Homopolymer beschrieben (Kallolimath et al. 2016, Colley, Kitajima, und Sato 2014, Irie
et al. 1998, Chou et al. 1998). Aber im Gegensatz zu anderen bekannten
Polysaccharidketten wie Glykogen, Chitin, Starke oder Zellulose, die z. B. als
Energiespeicher oder zur Strukturbildung dienen, wird PolySia in Vertebraten als
posttranslationale Modifikation ganz spezifischen Tragerproteinen angehdngt. Es
wurden bisher 8 PolySia-Tragerproteine identifiziert, von denen NCAM als erstes
entdeckt wurde und am haufigsten als PolySia-Trager im Gehirn von Vertebraten zu
finden ist (Tabelle 1), weshalb NCAM auch das am besten beschriebenen und
charakterisierten Protein ist (Galuska, Litteke, und Galuska 2017, Rutishauser 2008,
Colley, Kitajima, und Sato 2014, Hildebrandt, Mihlenhoff, und Gerardy-Schahn 2010).
Aufgrund der vielfaltigen Literatur tber NCAM im Gehirn kdnnte man deshalb vermuten,
dass sich die Aufgaben von PolySia ausschlieR3lich auf die Entwicklung und Erhaltung
der Plastizitat des Gehirns beschrankt. Dabei Ubernimmt PolySia interessanterweise
ebenfalls multifunktionale Aufgaben im gesamten Organismus, unter anderem bei der
Entwicklung anderer Organe (wie Herz, Leber oder Nieren). Auf3erdem hat es viele
immunmodulatorische Funktionen (Galuska, Litteke, und Galuska 2017, Janas und

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

Kdn NeubAc Neu5Gc

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

1.2.2 Struktur und Aufbau

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

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

Das besondere an Sialinséuren ist zudem, dass aus ihnen lange Homopolymere gebildet
werden konnen. Je nach Polymerisationsgrad unterscheidet man deshalb in Mono-
(DP 1), Di- (DP 2), Oligo- (DP 3-7) und Polysialinséduren (DP O 8) (Sato und Kitajima
2013, Sato und Kitajima 1999, Sato 2004). In Meningitis verursachenden
Bakterienstammen konnten bereits PolySia mit einem Polymerisationsgrad von bis zu
400 Sialinsauren gefunden werden (Sato und Kitajima 2013, Sato 2004). Je nach
Organismus kann PolySia mittels unterschiedlich positionierter Kohlenstoffatomen
verlinkt sein ( U2 U2 Oeoy- U2 ; B2 ; OBn d  O-¥ertBndungen). In Vertebraten
scheint allerdings, mit Ausnahme einiger Tumorzellen, die Verlinkung auf eine
U 2 ,glgkosidische Bindung begrenzt zu sein (Sato und Kitajima 2013, Janas und Janas
2011, Simon et al. 2013). Der Verlinkungstyp sowie auch die Lange haben einen Einfluss
auf die strukturelle Konformation, die PolySia ausbilden kann, sodass sich Uber diese
Merkmale vermutlich die Funktion steuern lasst (Sato und Kitajima 2013). In Saugern
si nd diPeysidlyfran§ferasen ST8Siall (auch STX) und ST8SialV (auch PST)
zustandig fur die Verknupfung der Sialinsdurebausteine. Im Golgi-Apparat wird dazu
zuerst eine N- oder O- Glykanstruktur mit einer endsténdigen Sialinsdure an einem
PolySia-Tragerprotein aufgebaut. An dieses Grundgerist kénnen dann die beiden
Polysialyltransferasen weitere Sialinsauren ankoppeln (Abb. 4) (Schnaar, Gerardy-
Schahn, und Hildebrandt 2014, Marx et al. 2007, Galuska, Lutteke, und Galuska 2017,
Johnson et al. 2005). Fir die PolySia-NCAM Verbindung ist bekannt, dass diese an die
Immunglobulindomane 5 des Proteins an zwei N-Glykosylierungsstellen mit
2-4 Antennen erfolgen kann (Sato und Kitajima 2013, Liedtke et al. 2001, Schnaar,
Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014). Neben NCAM sind in Vertebraten weitere
Tragerproteine bekannt, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind. Von diesen 8 Proteinen
sind alle zumindest temporar auf der Zelloberflache integriert, sodass PolySia im

Normalfall einen Teil der Glykokalyx bilden kann (Janas und Janas 2011).
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Neu5Ac

Komplexe N-Glykanstruktur

PolySia (n = 8)

‘ Sialinsdure

O Galaktose

. N-Acetylglucosamin
. Mannose

> Fruktose

Abbildung 4: Schematischer Aufbau von PolySia an einem Tragerprotein mittels einer
N-Glykosylierungsstelle. PolySia wird dabei in zwei Darstellungsvarianten gezeigt. Unteren
anderem ist PolySia Ubersichtlich als komplexe N-Glykanstruktur (grauer Kasten) mit zwei
Polysialinsaureketten aus jeweils mindestens 8 Sialinsaurebausteinen dargestellt. Diese werden
mittels folgender Glykan-Symbole, Sialinsdure (rosa Raute), Galaktose (gelber Kreis),
N-Acetylglucosamin (blaues Quadrat), Mannose (griner Kreis) und Fruktose (rotes Dreieck)
veranschaulicht. Die komplexe N-Glykanstruktur ist Uber die Aminoséure Asparagin (Asn)
angeheftet an die Polypeptidkette eines PolySia-Tragerproteins (z. B. NCAM). Oberhalb der
Polysialinsaureketten ist der Aufbau des Sialinsdurebausteins N-Acetylneuraminséaure (Neu5Ac)
zu sehen. Markiert sind durch Pfeile die beiden Kohlenstoffatome, dieiiberd i e U2, 8 gl ykosi di sc
Bindung zu PolySia verknlpft werden. Unterhalb der Polysialinsdureketten ist als simuliertes
Molekdl-Strukturmodell eine mdgliche Konformation von PolySia (aus 20 Sialinsauren) als Kugel-
Stab-Modell dargestellt. Dabei werden die Atome Wasserstoff (grau), Sauerstoff (rot), Kohlenstoff
(turkis) und Stickstoff (blau) farblich differenziert. Diese Darstellungsform zeigt besonders gut die
hohe Wendigkeit und Flexibilitdt von PolySia. Datenquellen (Schnaar, Gerardy-Schahn, und
Hildebrandt 2014, Tiralongo et al. 2013) und modifiziert aus (Kihnle, Lutteke, et al. 2019)
CCBY 4.0.
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1.2.3 Vorkommen

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

In Vertebraten ist polysialyliertes NCAM héaufig in sich entwickelnden Organen zu finden
vor allem aber im Gehirn (Sato und Kitajima 2013, Galuska, Litteke, und Galuska 2017).
Dies lasst sich gut mittels der Expression der b e i d ePolysidlyfran8ferasen im
Gehirn von Mausen nachvollziehen. Diese steigt deutlich an Embryonaltag 11 und
verringert sich ca. ab dem 8. Tag nach der Geburt wieder. In Abhangigkeit zur
Expression der beiden Polysialyltransferasen steigt bzw. sinkt dann der
Polysialylierungsgrad von NCAM (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014,
Oltmann-Norden et al. 2008, Schiff et al. 2009). Dabei wird angenommen, dass die
meisten Nervenzellen irgendwann in ihrer Entwicklung PolySia bilden (Schnaar,
Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Bonfanti 2006). Wie bereits angedeutet ist
polysialyliertes NCAM nicht nur im Gehirn zu finden, sondern vermutlich auch an der
Entwicklung von Herz, Nieren, Testis, Epididymis, Placenta, Bauchspeicheldrise und
dem Respirationstrakt beteiligt (Galuska, Litteke, und Galuska 2017, Simon et al. 2013,
Thiery et al. 1982, Lackie, Zuber, und Roth 1994, 1991, Lackie, Zuber, und Roth 1990,
Simon et al. 2015). Zusammenfassend lasst sich polysialyliertes NCAM vor allem
wahrend der Embryonalentwicklung im gesamten Organismus finden. Spater wird es im
Gehirn von Erwachsenen primér in Regionen mit hoher Plastizitéat wie beispielsweise
dem Hippocampus oder Bulbus olfactorius gebildet (Kiselyov 2010, Seki und Arai 1993,
Rothbard et al. 1982, Chuong und Edelman 1984).

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

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

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

1.2.4 Eigenschaften und Funktionen

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

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

Wie sich alle diese Eigenschaften auf die Funktion von PolySia auswirken, lasst sich gut
an Beispielen zu NCAM im Séaugergehirn darstellen. NCAM wird nicht immer durch
PolySia posttranslational modifiziert. Ist NCAM ohne PolySia auf der Zelloberflache,
interagiert es unter anderem mit benachbarten NCAM-Proteinen auf anderen Zellen oder
mit Proteoglykanen der extrazellularen Matrix. Dadurch sorgt es z. B. fur stabile
Interaktionen mit den umliegenden Zellen und Geweben. PolySia dient dabei als
Negativ-Regulator von Zellinteraktionen. Wird NCAM mit PolySia modifiziert gebildet,
kann diese Interaktion mit anderen Zellen nicht eingegangen werden bzw. kann gelost
werden (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Rutishauser et al. 1985,
Rutishauser et al. 1988). Die langen flexiblen Ketten bilden dabei ein Art Schild um
NCAM. Dies geschieht, indem die negative Ladung an den Carboxylgruppen von PolySia
besonders viel Wasser binden. Diese Hydratation von PolySia-NCAM nimmt ein grof3es
Volumen ein, das durch die Lange und den Freiheitsgrad von PolySia noch erhért wird
(Rutishauser 2008, Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014). Mehrere PolySia-
Ketten an einem Protein bewirken zusatzliche repulsive Wechselwirkung und verstarken
dadurch den beschriebenen Effekt (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014,
Sapon et al. 2018).

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

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

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

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

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

Das synaptische Zelladhasionsprotein (SynCAM1) ist ein weiteres Protein, dass im
Gehirn von postnatalen Mausen gebildet wird und mit PolySia modifiziert ist (Galuska
et al. 2010). SynCAM1 gehort zur gleichen Immunglobulin-Superfamilie wie NCAM. Es
besitzt &hnliche adh&sive Eigenschaften zu benachbarten SynCAM1 Molekilen, die bei
polysialylierten-SynCAM1 ebenfalls durch repulsive Wechselwirkung ersetzt werden
kénnen. Es wird in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (auch NG2-Gliazellen) gebildet
(Galuska et al. 2010, Mihlenhoff et al. 2013). Diese Zellen kdnnen sich zu
myelinisierenden Oligodendrozyten, Astrozyten oder Neuronen entwickeln (Giza und
Biederer 2010, Zhu, Bergles, und Nishiyama 2008, Belachew et al. 2003).
Interessanterweise scheint polysialylierten SynCAM1 wie auch polysialyliertes
Neuropillin oder E-Selectin Ligand-1 in (Subpopulation) diesen Zellen im Golgi-Apparat
gelagert zu werden. Durch Depolarisation dieser Zellen ist es moglich, dass PolySia-
SynCAML1 zuerst an die Zelloberflache transportiert wird. Spater ist es dann nicht mehr
detektierbar. Wodurch PolySia von der Zelloberflache verschwindet, ist nicht bekannt
(Werneburg et al. 2016, Werneburg et al. 2015). Generell scheint PolySia aber durch
unterschiedliche Reize aus dem Golgi-Apparat an die Zelloberflache beférdert werden
zu kénnen. Zusammengefasst sprechen die wenigen Tréagerproteine als auch die zuvor
erwahnte spezifische Bildung und Freisetzung von PolySia fir eine hohe
Funktionsspezifitat und exakte Verwendungsziele, die vermutlich durch die beiden
Polysialyltransferasen reguliert werden.

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

Einfluss auf Zellober -
Tragerproteine Entdeckung das flachen -
Immunsystem protein
Neural cell-adhesion _ _
(Finne 1982, Finne et
1| molecule (NCAM auch X X
al. 1983)
CD56)
2/Sodi um c ksabonit e || (Zuber et al. 1992) - X
Platelet glycoprotein 4 o
3 (Yabe et al. 2003) vielleicht X
(CD36)
4| Neuropilin-2 (NRP2) (Curreli et al. 2007) X X

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

U-2,8-sialyltransferase 8B

6 _ (Simon et al. 2013) X (x)
(ST8Siall)
o (Werneburg et al.
7 | E-selectin ligand-1 (ESL-1) X X
2016)
8 Central chemokine receptor (Kiermaier et al.
X X
7 (CCR7) 2016)

1.3 Neutrophile Granulozyten und neutrophile extrazellulare Fallen

1.3.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten, haufig auch nur Neutrophile genannt, sind Zellen der

Immunabwehr, die sich aus Stammzellen im Knochenmark entwickeln und
ausdifferenziert im Blutkreislauf von Vertebraten zirkulieren (Kruger et al. 2015, Leiding

2017). Neben Monozyten, eosinophilen und basophilen Granulozyten stammen
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Neutrophile von myeloischen Vorlauferzellen ab (Branzk und Papayannopoulos 2013).
Im Blut machen Neutrophile bis zu 70 % der Leukozyten aus und sind damit die
haufigsten weil3en Blutzellen. Neutrophile Uberleben dabei meist nur einen kurzen
Zeitraum von durchschnittlich 5,4 Tagen (Pillay et al. 2010, Nissen 2019).

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

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

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

1.3.2 Neutrophile extrazellulare Fallen

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

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

NETose stellt ein aktives, vorteilhaftes Zellsuizid-Programm dar, welches sich klar von
anderen Prozessen wie Nekrose oder Apoptose angrenzen lasst (Fuchs et al. 2007,
Goldmann und Medina 2013). Der rezeptorunabhéangige Mechanismus der NETose,
vermittelt durch PMA, soll im folgendem ubersichtlich beschrieben werden (Brinkmann
2018). Generell wird NET jedoch Uber unterschiedliche, sich kreuzende Mechanismen
und Wege ausgeschittet (Kenny et al. 2017, Goldmann und Medina 2013). Neutrophile
sind im ersten Schritt in der Lage, PMA Uber die Protein-Kinase C zu binden. Es kommt
unter anderem zur Ca Freisetzung und zur Aktivierung der NADPH Oxidase die
daraufhin mit der Produktion von ROS beginnt (Goldmann und Medina 2013, Brinkmann
2018, Fuchs et al. 2007). Durch diese ROS Produktion ist es mdglich, mittels der MPO,
neutrophile Elastase aus einem Membranen-standigen Komplex der azurophilen
Granula herauszulésen. Die neutrophile Elastase wandert daraufhin in den Zellkern und
die DNA im Nukleus wird dekondensiert (Papayannopoulos et al. 2010, Metzler et al.
2014, Parker et al. 2012). Parallel kommt es im Zytoplasma zur Autophagie und zur
Vakuolisierung der Granula (Remijsen et al. 2011). Zusatzlich sorgt das
zytoplasmatische Ca fiir die Aktivierung der Protein-Arginine Deiminase 4 (PAD4). Diese
wandert ebenfalls in den Zellkern und beginnt mit der Citrullinierung der Histon-
assoziierte Aminosdure Arginin. Infolge dessen kommt es zur verstarkten
Dekondensierung der DNA-Fasern (Wang et al. 2009, Neeli, Khan, und Radic 2008,
Neeli et al. 2009). Anschlieend kommt es einerseits zum Zerfall der Kernmembranen
und andererseits zur Freisetzung der Granula Proteine ins Zytoplasma. Letztendlich
werden die antimikrobiellen Proteine mit der DNA gemischt. Daraufhin kommt es zur
Ruptur der Plasmamembranen und zur Freisetzung von NET (vergleiche z. B. Abb. 9
oder Publikation 1 Abbildung 7) (Fuchs et al. 2007, Goldmann und Medina 2013,
Brinkmann 2018). Die Volumenexpansion von NET kann um das 10 bis 15-Fache gro3er
sein als das urspriingliche Zellvolumen (vergleiche Malistabe der Abb. 6 und 7 B)
(Brinkmann und Zychlinsky 2012).

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

eine schnellere Freisetzung von NET (5-60 min), beispielsweise durch das Bakterium

27



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

Zusammengefasst zeigt sich besonders, dass die Regulation von NET von hoher
Bedeutung ist (Amulic und Hayes 2011, Brinkmann 2018). Einerseits die vielen
Induktionsmdglichkeiten und intrazellularen Reaktionswege, andererseits die enorme
Menge an Proteinen, Peptiden und DNA, die freigesetzt wird und potenziell auf andere
Prozesse unter anderem andere Immunzellen im Organismus wirken koénnen
(Brinkmann et al. 2004, Hasler, Giaglis, und Hahn 2016). Beides macht die NETose zu
einem hoch komplexen Prozess, der den direkten Vorteil bietet, dass viele Pathogene

immobilisiert und abtétet werden. Die NETose und ihre Mechanismen haben allerdings

auch einige Nachteile. Di ese h?2auf indNachteile h

bestehen vor allem aus der mdglichen Ausprdgung oder Verstarkung von
Autoimmunkrankheiten wie systemischer Lupus erythematodes oder Gicht, von
Unfruchtbarkeit, von Lungenkrankheiten wie zystische Fibrose oder chronisch
obstruktive Lungenerkrankung (COPD), von septischen Entziindungsreaktionen und von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen z. B. Thrombosen (Amulic und Hayes 2011, Brinkmann
und Zychlinsky 2007, 2012, Brinkmann 2018, Hahn et al. 2012, Kaplan und Radic 2012,
Hasler, Giaglis, und Hahn 2016, Nel et al. 2016, Ulm et al. 2013, Brinkmann et al. 2004).

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

A B

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

1.4 Basis und Uberschneidungspunkte von Lactoferrin, PolySia und NET

Als Ubersicht mit Beginn dieser Arbeit waren bereits folgende wissenschaftliche
Publikationen und Daten bekannt, die Einfluss auf die Forschung dieser Arbeit hatten.

1.4.1 Lactoferrin und NET

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

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

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

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

1.4.3 Lactoferrin und PolySia

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

den Biomolekllen denkbar.
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Abbildung 7: Uberblick bekannter Fahigkeiten von PolySia und Lactoferrin. (A)
Molekulardynamische Simulation von 4 PolySia-Ketten (mit je 20 Sialinsdurebausteinen) die nach
6 ns ein Histonoktamer binden. Die Uberlagerte DNA veranschaulicht, dass PolySia sehr @hnliche
Regionen der Histoneb i nd#ltel i des si nd i nFaltblterdsiadirbrét dargesteli.d b
Die Raumforderung der Aminosauren wird durch eine dynamische Oberflachenstruktur (grau)
angedeutet. (B) Ubersicht einer NET stimulierten Zelle nach Zugabe von Lactoferrin. Diese stellen
eine Wiederholung und Bestéatigung der Experimente nach Okobu et al. 2016 dar (Okubo et al.
2016). Einzelausschnitt eines Videostapels von einem neutrophilen Granulozyten nach der
Induktion mit PMA und Behandlung mit Lactoferrin. Die Position des Bildes in der Zelle ist rechts
oben (blaue Linie) als Querschnitt abgebildet. Die DNA (blau) ist Gber das ganze Zellinnere
verteilt. Extrazellulares Lactoferrin (griin) lagert sich an der Zelloberflache an. Der Mal3stab
betragt 10 um. Modifiziert aus (Kihnle, Veelken, et al. 2019, Galuska, Dambon, et al. 2017) beide
CCBY 4.0.
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1.5 Zielsetzung

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

Doktorarbeit bearbeitet wurden:

1. Konnen Lactoferrin und PolySia miteinander interagieren und wie sieht diese
Interaktion im Detail aus?
2. Haben die Bereiche von Lactoferrin eine biologische Aktivitdt und wird diese

durch die Interaktion beeinflusst?
3. Welchen Einfluss hat das Zusammenspiel zwischen Lactoferrin und PolySia auf

die NETose sowie auf NET?
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2. Ubersicht der Publikationen

2.1 Zusammenfassung der ersten Publikation

A P o | lig acid mteracts with lactoferrin and supports its activity to inhibit the release of

neutrophil extracellular trapsih

In der ersten Veroffentlichung wird die Interaktion von PolySia mit Lactoferrin in humaner
Milch, Ejakulat und Blutserum nachgewiesen. Die nicht kovalente Bindung konnte
daraufhin nadher charakterisiert werden, indem der fir die Bindung ndtige
Polymerisationsgrad von PolySia bestimmt und Lactoferricin als mogliches
Bindungsmotiv identifiziert wurde. Als Letztes konnte gezeigt werden, dass PolySia die
Eigenschaft von Lactoferrin, die NET-Freisetzung zu inhibieren, noch verstarken kann.
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ergdnzende Abbildung S4). Darlber hinaus hat Andrea Kihnle die grafischen
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Darstellungen der analysierten Mechanismen entworfen (darunter auch Abbildungen 7,
8 und 9).

Rhea Veelken hat die Experimente zur ldentifizierung der Interaktion zwischen PolySia
und Lactoferrin durchgefihrt (Abbildungen 1 und 4; erganzende Abbildung S1 und S2).
Die Kettenlangenanalysen (Abbildung 3) wurden von Dr. Max Saftenberger und Rhea
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wurde, ist von Andrea Kuhnle und Dr. Sebastian P. Galuska verfasst worden.
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2.2 Zusammenfassung der zweiten Publikation

APol ys i addulates theBinding Mf External Lactoferrin in Neutrophil Extracellular

Trapsh

In der zweiten Veroffentlichung wurde die Interaktion von humanem Lactoferrin mit
PolySia mittels einer Molekulardynamik-Simulation detaillierter untersucht. Durch native
Gelelektrophorese konnte gezeigt werden, dass humanes und bovines Lactoferrin
vergleichbar mit PolySia interagieren. Bei beiden Proteinen scheint dabei Lactoferricin
die Hauptinteraktionsdomé&ne von PolySia zu sein. PolySia beeinflusst die Bindung von
Lactoferrin an NET.
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2.3 Zusammenfassung der dritten Publikation

AThe Bovine Anti mi cr o bliteakcts vittle PolysiaticeAcid_vaiteouto f er r i ci n

Loss of Its Antimicrobial Activity against Escherichia colifi

In der dritten Veroffentlichung wurde es maoglich, durch die Fraktionierung von PolySia
in spezifische DP von nur 1-2 Sialinsdurebausteinen unterschied, die notige
Bindungslange zu bovinem Lactoferrin (DP 20-21) und Lactoferricin (DP 10-11) noch
besser einzugrenzen. Aul3erdem wurde der Einfluss von PolySia auf Lactoferricins
Féahigkeit untersucht, dass Wachstum von E. coli zu inhibieren. Weder ein PolySia-Mix,
kurzkettige PolySia-Fraktionen noch langkettige Fraktionen hatte einen Einfluss auf die

antimikrobiellen Eigenschaften von Lactoferricin gegen E. coli.
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ABSTRACT

Keywords:

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

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

1. Introduction

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

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

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

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

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

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

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

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

In the present study, we identified a novel binding partner of
polySia, lactoferrin, that is also able to modulate NET processes.
Lactoferrin is an iron-binding protein belonging to the transferrin fa-
mily. Interestingly, its affinity for iron is 260 times stronger than that of
transferrin (Aisen & Liebman, 1972; Metzboutigue et al., 1984). Due to
its ability to capture iron, lactoferrin inhibits bacterial growth (Bullen,
Rogers, & Leigh, 1972; Nazir, Nasir, Yasmeen, & Usman, 2017). How-
ever, lactoferrin is more than just an iron binder (Legrand, 2016; Nazir

38



A. Kiihnle et al.

A

Fluorescence

Fluorescence

Carbohydrate Polymers 208 (2019) 32-41

30
Time [min]

20 40

50
Time [min]

20 0

Fig. 3. PolySia can consist of more than 30 sialic acid residues in human milk and serum. PolySia from human milk and serum was isolated by AP using inactive
endoN coupled to magnetic beads. The polySia fraction was used for “mild” DMB labeling. Resulting fluorescently labelled sialic acid polymers of (A) human milk and
(B) serum were separated via anion-exchange chromatography. The chain length is given for selected peaks.
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Fig. 4. PolySia interacts with lactoferrin in human serum and ejaculates. After
AP against polySia, samples purified from (A) serum, and (B) seminal plasma
were analyzed by western blots using mAb against polySia or lactoferrin.

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

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

2. Material and methods
2.1. Materials

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

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

2.2, Human milk, semen and blood samples

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

2.3. Isolation of polySia and western blotting

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

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

2.4. Glycoproteomics approach

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

2.5. Native agarose gel electrophorese

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

2.6. Competitive ELISA

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

2.7. HPLC analysis

The chain length of polySia was analyzed using 1,2-diamino-4,5-
methylenedioxybenzene (DMB)-HPLC analysis (Inoue & Inoue, 2001,
2003). After isolating polySia from milk and serum, dried samples were
dissolved in DMB reaction buffer and incubated for 48 h at 11 °C. The
reaction was stopped by adding 1 M NaOH. The fluorescently labeled
polySia chains were separated on a DNAPac PA-100 column
(4 x 250 mm; 13 pm; Dionex). MilliQ water (E1) and ammonium
acetate buffer (4M and 2M in the case of milk and serum samples,
respectively; E2) were used as eluents at a flow rate of 1 ml/min, and
the following gradient was run as follows: 0 min = 0% E2; 5 min = 0%
E2; 15min = 8% E2; 20 min = 11% E2; 35min = 14% E2; 55min =
16% E2; 100 min = 20% E2; 130 min = 23% E2; and 131 min = 100%
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E2 (Galuska, Dambon et al., 2017; Galuska, Galuska et al., 2017; Simon
et al., 2013).

2.8. NETose - live cell imaging microscopy

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

2.9. NETose - fluorescence detection of neutrophils

Poly-1-lysine-coated glass cover slips in a 24- well plate were seeded
with 80,000 cells. Lactoferrin (200 pg/ml) and polySia (100 pg/ml)
were directly added after the induction of NETosis using 25 nM PMA.
The incubation step was completed after 4h at 37°C in the CO; in-
cubator. For all subsequent steps, reagents were dissolved in PBS (pH
7.4), and cells were washed three times with PBS between every step.
For the fixation of cells onto the cover slips, 4% paraformaldehyde (w/
v) was used for 20 min at 37 °C. After fixation, the cells were permea-
bilized with 0.5% Triton X-100 (v/v) for 1 min and washed again. To
block unspecific binding of antibodies (Ab), cells were incubated with
2% IgG-free albumin (Carl Roth) for 30 min at 37 °C. The staining of
lactoferrin was done in the first step with rbAb (1:250; Jackson
ImmunoResearch Inc, West Grove, PA, USA) and in the second step
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