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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Sialinsauren

Sialinsauren lassen sich in den meisten Glykolipiden und Glykoproteinen als terminale
Monosialylreste von Glykanen nachweisen. Sie dienen unter anderem zur Regulation
der Halbwertszeit von glykosylierten Plasmaproteinen und sind in der Zell-Zelladhasion
sowie Kommunikation involviert. Aufgrund dieser Eigenschaften sind sie ein
interessanter Ansatzpunkt bei der Entwicklung neuer Medikamente [1-11]. Im Jahr
1982 wurden Polysialinsduren (PolySia) zum ersten Mal im sich entwickelnden
Saugergehirn, gebunden am neuronalen Zelladhasionsmolekil NCAM, von Jukka
Finne beschrieben [12]. Diese Entdeckung erdéffnete ein neues Forschungsgebiet flr
Technik und Medizin, welches sich selbst jetzt - 30 Jahre spater — standig
weiterentwickelt und neue Bereiche der Forschung erschlief3t. Regelmafig wurden und
werden neue Prozesse entdeckt, bei denen die Polysialylierung von NCAM eine Rolle
fur Adhasions- und Regulationsmechanismen spielt. Mittlerweile beeinflusst das
Forschungsgebiet der Polysialinsduren grof3e Bereiche der Neurowissenschaften, zu
denen auch diese Arbeit gezahlt werden kann. So sind Polysialinsauren direkt an der
Entwicklung des Nervensystems beteiligt, gelten als Malignitatsfaktor bei bestimmten

zentralnervésen Tumoren und werden in Zusammenhang mit Schizophrenie diskutiert.

1.1.1. Struktur von Mono -, Di-, Oligo- und PolySia

PolySia setzt sich aus Sialinsauren zusammen. Zur Familie der Sialinsauren gehoren
mehr als 50 verschiedene Komponenten, N-Acetylneuraminsaure (Neub5Ac), N-
Glykolylneuraminsdure (Neu5Gc) und Deaminoneuraminsaure sind die drei haufigsten
(Abb. 1) [13].
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9 9 9
PL 8 PL
HO” OH  OoH HO”/ OH  OoH HO” OH  OoH
' ' OH " fo - ' OH e ' OH
0] ' (o)
H3CCONH 5/4\ 2 5/&' & | 5/4\ 2
HO' 3 O Ho' * O HO' * O
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Abbildung 1: Strukturen der drei haufigsten Sialinsdauren
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Alle Sialinsauren sind a-Ketosauren, welche aus einem C9-Grundgerist mit einer
Carboxylgruppe in C1-, und einer Ketogruppe in C2-Position bestehen. Sie sind an
zahlreichen Glykokonjugaten als Monosialylrest vorhanden (s. Abb. 2) [12-14].
Im Gegensatz dazu kommen Di- (2 Sialinsduren), Oligo- (3-7 Sialinsduren) und
Polysialinreste (>8 Sialinsduren) nur in wenigen Glykoproteinen in Saugern vor [15].
Oligo- und PolySia werden nach:

1. der Lange der Sialinsaurekette,

2. der Art der Verknupfung der Sialinsauren untereinander und

3. der Art der enthaltenen Sialinsduremolekule
unterschieden. Durch Substitution bzw. Fehlen der Aminogruppe, vor allem aber durch
Substitution der Hydroxylgruppe, entsteht eine groRe Strukturvielfalt [13, 14]. PolySia
ist in den meisten Fallen a2,8-verknipft. Es findet sich aber auch a2,9-verknipfte und
a2,5-O-glykolylverknupfte PolySia [16, 17].

1
%CH,0H GOOoH 9 CH,0H 1COOH

Abbildung 2: Struktur a2,8-verkniipfter N-Acetylneuraminsauren

1.1.2. Vorkommen und Funktionen von PolySia

Das Vorkommen und die Expression von PolySia unterliegen einem groflen Wandel
wahrend der Entwicklung und Reifung des Organismus. Zahlreiche Studien haben
gezeigt, dass die grote PolySia-Expression wahrend der Frihphase der Entwicklung
stattfindet. Zu dieser Zeit kann PolySia in den meisten Geweben von Saugern

nachgewiesen werden.

Vor allem im ZNS finden sich hohe PolySia-Konzentrationen [18, 19]. So kontrolliert
PolySia molekulare und zellulare Interaktionen wahrend der Neurogenese, meistens
als posttranslationale Modifikation des neuronalen Zelladhasionsmolekil NCAM [12,
20]. PolySia-Ketten an NCAM koénnen sich aus mehr als 50 Neu5Ac-Resten
zusammen setzen [21-24]. Im visuellen Cortex wird durch PolySia beispielsweise die

zeitliche Entwicklung und Plastizitit von GABAergen Synapsen reguliert. Eine
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frihzeitliche Entfernung von PolySia flhrt hier zu einer vorzeitigen Reifung der
Synapsen und einer beschleunigten Zunahme der Plastizitdt zwischen den
Nervenendigungen [25]. PolySia wird auch auf unreifen Neuronen des Gyrus dentatus
(Teil des Hippocampus) erwachsener Mause und Ratten exprimiert. Diese
neurogenetischen Vorlauferzellen kénnen zu reifen Neuronen des Gyrus dentatus
differenzieren. Wahrend der Reifung wird ein Verlust der PolySia beobachtet, was auf
einen regulatorischen Effekt bei der Entwicklung dieser Neuronen durch PolySia
schlielten lasst [26]. Im PNS (peripheres Nervensystem) scheint PolySia wichtigen
Einfluss auf die Differenzierung von motorischen Endplatten (Muskel-Axon-Kontakte)
zu haben. Durch die Anwesenheit von PolySia bilden diese sich zu schnellen Regionen
aus, wahrend sich nach vorheriger Entfernung der PolySia mittels EndoN
(Endoneuraminidase N) nur noch langsame Regionen ausbilden [27].

Mit zunehmender Maturation der Gewebe nimmt die PolySia-Expression ab. Im
ausgereiften Gehirn finden sich nur noch einige PolySia-reiche Regionen. Dazu zahlen
der Hippocampus, der Bulbus olfactorius, die subventrikulare Zone (SVZ) und Teile
des Hypothalamus [28-32]. Eine Gemeinsamkeit dieser Bereiche ist, dass sie einem
standigen Umbau unterliegen und daher eine hohe Plastizitat besitzen. PolySia
beeinflusst eben diese Plastizitat positiv. Durch eine Erhéhung der Plastizitat im
adulten Gehirn ermoglicht PolySia den Nervenzellen eine verbesserte Reparatur von
beschadigtem Nervengewebe [33]. Eine Transfektion von Astrozyten in verletztem
Nervengewebe mit einem viralen Vektor, der eine Polysialytransferase enkodierte,
induzierte eine PolySia-Expression und als Resultate zeigten sich Wachstum und
Migration von Axonen in den verletzten Bereichen [34]. Dieser Sachverhalt erdffnet
einen interessanten Ansatz fur die zukunftige Therapie neuronaler Verletzungen. Eine
weitere  beachtenswerte  Regulation durch PolySia wurde im  Nukleus
suprachiasmaticus, welcher die zirkadiane Rhythmik reguliert, entdeckt. Als Reaktion
auf Lichtreize kann die PolySia-Konzentration innerhalb einer Stunde rapide ansteigen
und bei Dunkelheit schnell wieder abfallen [35-37]. Dieser Sachverhalt stellt die

ausschlielRliche de novo Synthese von PolySia-Ketten in Frage.

Doch wie schafft es ein Sialinsdurepolymer -nicht mehr als eine posttranslationale

Modifikation- vielfaltige Prozesse so grundlegend zu beeinflussen?

Die Antwort liegt in der Struktur. Wie schon beschrieben, kann sich PolySia aus mehr
als 50 Sialinsduren zusammensetzen. Jede PolySia-Kette enthalt viele
Carboxylgruppen und besitzt somit einen stark polyanionischen Charakter. Das
Ergebnis ist ein langes, negativ geladenes und lineares Glykopolymer. Durch die

Negativitat ist PolySia in der Lage groe Mengen an Wasser in seiner Kette
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einzulagern, das Resultat ist eine starke Hydrierung. Damit sich zwei Zellen annahern
kénnen, muss das Wasser zwischen ihnen jedoch entfernt werden. Gelingt dies nicht
ausreichend, wird sich keine, bzw. nur eine geringe Adhasion ausbilden. Die einfache
Regulation des Abstandes zwischen Zellen durch PolySia kontrolliert somit die
Fahigkeit der Zellen zur Interaktion miteinander [33, 38-41]. Dieser
Regulationsmechanismus kann so neben der reinen Steuerung der Adhasion
unterschiedlichste Prozesse und Reaktionskaskaden beeinflussen und erklart auch,
warum erhohte PolySia-Konzentration in Studien die Membranfluiditat steigern [42, 43].
Eine Auflistung der bisher bekannten polysialylierten Molekule findet sich in Tabelle 1.
In Saugetieren sind bis dato vier Proteine beschrieben, die PolySia als

posttranslationale Modifikation tragen.

Tabelle 1: Bisher bekannte PolySia-Trager (Darstellung modifiziert nach Galuska, S. P.)

. . L. Anzahl der
Tragermolekiil Lokalisation o Referenz
Sialinsduren
Spannungsabhangiger Aal, adultes
pannung g8 _ >8 (44, 45]

Natrium-Kanal Rattengehirn
Humane Dendritische

Neuropilin 2 (NRP-2) ! " >8 [46]
Zellen

Polysialoganglioside Seeigelsperma bis zu 16 [41]
Mause- )

CD 36 bis zu 18 [47]
und Menschenmilch

Flagellasialin Seeigelsperma bis zu 20 (48, 49]

Polysialoglykoprotein )

(PSGP) Lachseier bis zu 24 [50]
Neurone .

NCAM bis zu 60 [12, 22]
von Vertebraten
Neuroinvasive ) [40, 51,

Glykokalyx ) bis zu 200
Bakterien 52]
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1.2. Das neuronale Zelladhasionsmolekiil NCAM

NCAM gilt bis jetzt als Haupttrager von PolySia und ist ein entscheidender Faktor bei
der Migration von neuronalen Vorlauferzellen im pranatalen Gehirn. Besonders die
Polysialylierung von NCAM und die Funktionsunterschiede zwischen NCAM und
PolySia-NCAM sind nach Uber 30 Jahren Forschung und den dadurch resultierenden

Erkenntnissen weitreichend und eingehend untersucht worden.

1.2.1. Struktur
NCAM gehdrt zur Immunglobulinsuperfamilie (IGSF) [53-56]. IGSF besteht aus

Zelloberflachenrezeptoren wie den neuronalen Zelladhdsionsmolekilen (NCAMs),
interzellularen Adhasionsmolekilen und Nektinen, bzw. Necls (engl. nectin like
proteins). Die verschiedenen IGSF-Molekile weisen alle charakteristische
Immunglobulin ahnliche Domanen auf, sie haben unterschiedlichste Funktionen und
fungieren als Adhasionsmolekile und Zelloberflachenrezeptoren in Bereichen wie
Proliferation, Zelldifferenzierung, Zellmigration und Zelltod.

NCAM wurde vor Uber 30 Jahren als Zelloberflachen-Glykoprotein identifiziert [57] und
wird in der Maus aus einem einzelnen Gen transkribiert [58]. Durch alternatives
Spleiken  werden hauptsachlich 3 Isoformen exprimiert, die zwei
Transmembranproteine  NCAM-140 und NCAM-180 und das mittels Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) in der Membran befestigte NCAM-120
(s. Abb. 3). Der extrazellulare Teil besteht aus 5 Ig-ahnlichen und 2 Fibronektin Typ I
(FNII-homologen Domanen. N-Glykane aller drei Isoformen (NCAM-120, -140, -180)
kénnen polysialyliert werden [59-61]. Hierbei handelt es sich um die
Glykosylierungsstellen funf und sechs, die beide in der flnften Ig-ahnlichen Domane
lokalisiert sind [62-65].
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NCAM-180 NCAM-140 NCAM-120

> Ig — Domane

N-Glykosylierungsstelle
NWWWWA PolySia

FNIII - Domane

m\'::l;: O Transmembrandomane

GPI - Anker

Abbildung 3: Isoformen von NCAM
Alle drei Isoformen kdénnen an N-Glykanen der fiinften und sechsten N-Glykosylierungsstelle
polysialyliert werden. Die FNIII-Domanen sind potentielle O-Glykosylierungsstellen. (Darstellung
modifiziert nach Kleene R., et al. [39])

1.2.2. Vorkommen und Funktionen von NCAM

NCAM ist der Haupttrager von a2,8-verknlpfter PolySia im Sauger. PolySia-NCAM
fordert die Plastizitdt durch Reduktion von Zell-Zell- und Zell-EZM (Extrazellulare
Matrix)-Kontakten, wodurch strukturelle Veranderungen und Zellmigrationen stattfinden
kénnen [19, 66-68].

Unpolysialyliert ist NCAM an der Signalibermittlung [69], am Transport von
synaptischen Vesikeln [70] und wie bereits erwahnt an Adhasionsprozessen beteiligt.
Polysialyliertes NCAM findet sich hauptsachlich im pranatalen und postnatalen Gehirn.
Ab dem achten Tag der Embryonalentwicklung (E8) lasst sich NCAM im Mausegehirn
nachweisen. Die NCAM-Expression steigt danach an und erreicht ihr Maximum in der
perinatalen bzw. frihen postnatalen Phase [71-73]. Das Gehirn befindet sich zu
diesem Zeitpunkt in seiner intensivsten Entwicklungsphase mit maximaler
Neurogenese und Zellmigration, starkem Axonwachstum und hoher synaptischer
Plastizitat [19, 74]. PolySia-NCAM kann in dieser Phase in fast allen Arealen

nachgewiesen werden. Mit der zunehmenden Reifung des Gehirngewebes wird die
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Menge immer geringer (s. Abb. 4) [75]. Im adulten Gehirn ist PolySia-NCAM nur in
einigen Arealen vorzufinden, namlich im Hippocampus, im Hypothalamus und im
Bulbus olfactorius. Auch im ausgereiften Zustand findet hier noch eine kontinuierliche
Neurogenese statt und es herrscht eine hohe Plastizitat [28-32]. Im Hippocampus sind
Situationen beschrieben, in denen der PolySia-NCAM Level ansteigt. Lernen und
Gedachtnistraining beeinflussen beispielsweise die PolySia-NCAM Konzentration
kurzfristig [76-79], diverse Krankheiten und chronischer Stress kdnnen fir einen
langerfristigen Anstieg sorgen [80, 81]. Schliefllich kommt es wahrend pathologischer
Situationen wie Ischamien, M. Alzheimer und Gehirnverletzungen zu einem
veranderten PolySia-NCAM-Level [19, 82-87]. Aulierdem konnte gezeigt werden, dass
PolySia an neuroprotektiven Prozessen beteiligt ist. Hyperthermie erhoht die
Expression von PolySia-NCAM im Hippocampus fir Uber eine Woche. Ein Fehlen von
PolySia-NCAM fihrte in den Versuchen zu vermehrten Zellschaden und Zelltod [88].

TN
I

Migration von

Vorlauferzellen ] \V
Axonwachstum Reparatur

Anzahl PolySia-positiver Zellen

1 IV
Synapsenreifung ZNS Plastizitat
Embryonale Phase = Neonatale Phase Adulte Phase

Abbildung 4: Schematisierte Darstellung der PolySia-Expression im Sauger in Abhangig-
keit zur Entwicklungsstufe (Darstellung modifiziert nach Rutishauer, U., [33])

NCAM ist ein entscheidender Faktor flr die Migration von neuronalen Vorlauferzellen.
Bei NCAM-Knock-out-Mausen, denen NCAM fehlt, findet keine Tangentialmigration
von Vorlauferzellen der subventrikularen Zone (SVZ) hin zum Bulbus olfactorius statt
[89-91]. Als Resultat besitzen diese Mause einen verkleinerten Bulbus olfactorius. Eine
andere Studie hat gezeigt, dass PolySia-NCAM als kontra-apoptotischer Faktor in

unreifen Neuronen der subventrikularen Zone fungiert. Der Verlust von PolySia, sowie
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die Inaktivierung von NCAM fiihrten zu einem verkirzten Uberleben von Neuronen
infolge einer erhdhten p75-Rezeptorexpression. Wahrscheinlich reguliert PolySia-
NCAM hier die p75-Rezeptor-Expression [92].

Des Weiteren wurde bewiesen, dass die Reduzierung der Polysialylierung von
Oligodendrozyten wahrend der Differenzierung und Entwicklung des Gehirnes
Voraussetzung fir eine effiziente Myelinisierung von Axonen durch reife
Oligodendrozyten ist. Bei ausbleibender Depolysialylierung zeigten sich
Axondegenerationen und Uberflissiges Myelin, da durch PolySia keine homophilen
NCAM-NCAM-Interaktionen zwischen Axon und der Myelinscheide moéglich waren [93-
96]. Diese Ergebnisse verdeutlichen wie komplex die Funktion Polysialylierung
eigentlich ist. Zu Beginn der Gehirnentwicklung beeinflusst PolySia die Maturation
positiv, gegen Ende eher negativ. Nur eine genaue Anpassung des
Polysialylierungsgrades an den jeweiligen Entwicklungsstand sorgt wahrscheinlich fur
eine suffiziente und physiologisch ablaufende Entwicklung.

Eine andere wichtige Rolle spielt PolySia-NCAM in der Tumorgenese. PolySia-NCAM
wird in einigen Tumoren wie z.B. dem Kkleinzelligen Bronchialkarzinom und dem
multiplen Myelom reexprimiert [97]. Durch die stark negativ geladene Oberflache
ermdglicht PolySia den Tumorzellen ein signifikant beschleunigtes Wachstum und eine
erhohte Metastasierungsrate [98]. Nicht polysialyliertes NCAM verlangsamt hingegen
die Tumorprogression und korreliert umgekehrt zur Malignitat [99].

Des Weiteren wird NACM auch im Zusammenhang mit psychischen Erkrankungen
beschrieben. So spielt eine Dysregulation von NCAM in der Pathophysiologie der
Schizophrenie eine wichtige Rolle. Die bisherigen Ergebnisse lassen darauf schlielen,
dass eine unibliche Polysialylierung von NCAM fir die Entstehung dieser Krankheit
mitverantwortlich ist [100-104]. Dazu passt, dass die morphologischen Veranderungen
im Gehirn von NCAM-Knock-out-Mausen denen von schizophrenen Patienten dhneln
[105-108]. Eine Dysfunktion der Polysialylierung wird ebenfalls bei der Pathogenese
der Epilepsie diskutiert [109].

1.2.3. Eigenschaften und Bindungsverhalten

NCAM ist ein Zelladhasionsmolekil und Regulator von vielfaltigen Prozessen. Um
seine Funktionen auszufiihren, muss es mit anderen Zellen interagieren kénnen. Dies
geschieht Uber Zell-Zell-Kontakte.

Homophile Bindungen zwischen zwei NCAM-Molekilen sind maoglich, indem die Ig-

ahnlichen Domanen miteinander interagieren [110, 111]. Hierbei sind cis-(NCAM-
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NCAM-Wechselwirkungen auf der Oberflache der gleichen Zelle) und trans-(NCAM-
NCAM-Wechselwirkungen zwischen zwei unterschiedlichen Zellen) Interaktionen
mdglich. Es konnte gezeigt werden, dass bei sehr starker Polysialylierung von NCAM
die homophile Bindung komplett inhibiert werden kann [18, 112], der Abstand zwischen
zwei Zellen vergroRert sich hierbei um mehr als 10 nm. Auch die durch andere
Zelladhasionsmolekule (L1-CAM und N-Cadherin) vermittelte Adhasion der
Zelloberflachen wird gestort bzw. aufgehoben [47, 113, 114].

Mittels heterophiler Bindung ist es NCAM moglich mit einer Vielzahl von Liganden zu
interagieren. So kann NCAM das neurale Wachstum induzieren, indem es an den
Fibroblasten-Wachstums-Faktor-Rezeptor-1 (FGFR-1) und den von Gliazellen
abstammenden neurotrophen Faktor (GDNF) bindet [115-117]. Des Weiteren kénnen
heterophile Bindungen durch Modulation der Adhasion von Chondroitin-Sulfat-
Proteoglykanen eine Verlangerung von Axonen bewirken [118-121].

Eine Besonderheit von NCAM ist die Dualitdt zwischen unpolysialylierter und
polysialylierter Form. Unpolysialyliertes NCAM fungiert als Adhasionsmolekdl, PolySia-

NCAM hingegen wahrscheinlich mehr als Signal- und Regulationsmediator [122].

1.3. Die Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV

Das menschliche Genom enthalt wahrscheinlich die genetische Information fir mehr
als 20 verschiedene Sialyltransferasen (ST). Sie werden in den unterschiedlichsten
Geweben und Zellen exprimiert und regulieren dort die zellularen Sialylierungsmuster
[123]. Die Expression eines jeden ST-Genes ist genau geregelt. Die Prasenz von
PolySia ist immer an eine Expression von ST8Siall und/oder ST8SialV geknipft,
wodurch anzunehmen ist, dass es sich bei ST8Siall und ST8SialV um die zwei

Schlisselenzyme fur die Synthese von PolySia handelt [124].

1.3.1. Struktur

ST8Siall und ST8SialV gehéren zur eukaryontischen Familie der Sialyltransferasen
(ST). Sie sind a2,8-Sialyltransferasen und haben, wie die anderen ST auch, eine
Transmembrandomane und sind an mehreren Stellen N-glykosyliert. Es gibt auch
a2,3-Sialyltransferasen und a2,6-Sialyltransferasen - sie benétigen Galaktose, N-
Acetylglucosamin und N-Acetylgalactosamin als Akzeptormolekil. Im Gegensatz zu
diesen ST bendtigen die a2,8-ST eine Sialinsaure als Akzeptormolekdil. Lokalisiert sind

sie beide im Golgi-Apparat der Zelle [123, 125]. Die Aminosauresequenzen von
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ST8Siall und ST8SialV stimmen zu 59% Uberein, der Aufbau und die Funktionsweise
ahneln sich sehr. Ein Unterschied ist, dass ST8Siall an 6 Asparaginresten N-
glykosyliert, ST8SialV nur an funf Stellen N-glykosyliert ist (siehe Abb. 5) [126-128].

ST8Siall
N-Glykan

1 2 3 4 5
vl [ esro s e v [ <

ST8SialVv

Abbildung 5: Primarstruktur der Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV

Die Sialytransferasen bestehen aus der Transmembrandoméne (TM), den Sialylierungsmotiven
L (large), S (small) und VS (very small), dem hochkonservativem Motiv-Ill (M-IIl), der
Polysialyltransferasendomane (PSTD) und den 5 bzw. 6 N-Glykanen.

Um Glykane sialylieren zu koénnen, missen die Sialyltransferasen an das
Akzeptormolekil binden. Dies geschieht Uiber das Sialylierungsmotiv S (SiaM-S) [129,
130]. Mit den Sialylierungsmotiven L und S koénnen die ST das Donorsubstrat
- aktivierte Sialinsduren - binden. Zuséatzlich besitzen beide ST noch das SiaM-VS,
dessen Histidin fur die katalytische Aktivitat der Transferasen essentiell ist [131]. Die
Funktion des hochkonservativen Motiv-IIl (M-lll) ist bisher noch unbekannt [132, 133].
Beide ST haben im Gegensatz zu allen anderen a2,8-ST eine Region mit 10 bis 15
basischen Aminosduren vor dem SiaM-S [134]. Die partielle Entfernung dieser Region
bzw. Ausschaltung von Aminosauren dieser Region ergab, dass die Polysialylierung
mit steigender Anzahl von entfernten Aminosauren abnimmt bzw. ganz verhindert
werden kann. Anzunehmen ist eine noétige Interaktion zwischen basischen AS und der
PolySia-Kette. Die Domane wird aus diesem Grund als Polysialyltransferasendomane

(PST-Domane) bezeichnet.

1.3.2. Polysialylierung von NCAM durch ST8Siall / -IV

Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass NCAM von beiden Sialyltransferasen (ST)
polysialyliert wird [135-138]. Bekannt ist, dass in PolySia-positiven Arealen mindestens

eines der Enzyme exprimiert wird [28, 72, 139-142]. Dies zeigt, dass die beiden ST
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unabhangig voneinander arbeiten konnen. Zusatzlich lassen bisherige Ergebnisse
darauf schlieBen, dass die Expression der beiden Transferasen unabhangig
voneinander reguliert werden kann [143-148].

Die Polysialylierung von NCAM beginnt im Mausegehirn im Durchschnitt am neunten
embryonalen Tag (E9), dies ist circa einen Tag nach Beginn der NCAM-Expression
[71-73]. Passend zum Beginn der PolySia-Expression lassen sich Transkripte der
beiden ST erstmalig um E8,5 nachweisen [71, 141]. Diese Ergebnisse verdeutlichen
die enge Beziehung zwischen NCAM, Sialyltransferasen und PolySia.

Die Expressionslevel der beiden Sialyltransferasen ST8Siall und IV unterscheiden sich
deutlich im zeitlichen Verlauf [141, 147]. Zwischen dem ersten und neunten
postnatalen Tag (P1-P9) ist das mRNA-Level fir ST8Siall deutlich héher als das fur
ST8SialV. Beide ST werden ab P1 herunter reguliert, um P9 erreichen sie identische
mRNA-Level, danach fallt das ST8Siall-Level unter das von ST8SialV ab [73, 141]. Die
Herunter-Regulation der beiden ST spiegelt sich in einer 70 %igen Abnahme des
PolySia-Levels wieder und korreliert mit der Reduktion von PolySia-NCAM zur
unpolysialylierten Form von NCAM (siehe Abb. 6).

Beide ST haben unterschiedlichen Einfluss auf den PolySia-Level und dadurch auf die
Menge an PolySia-NCAM. In ST8Siall-Knock-out-Mausen, in denen nur noch
ST8SialV exprimiert wurde, war die PolySia-Gesamtkonzentration im Vergleich zum
Wildtyp zwischen P1 und P17 deutlich erniedrigt - sie lag bei durchschnittlich 60 %. Im
Gegensatz dazu hat der Verlust von ST8SialV in ST8SialV-Knock-out-Mausen keinen
signifikanten Einfluss auf die PolySia-Konzentration wahrend der Gehirnreifung.
Lediglich im adulten Gehirn konnten leicht verminderte Level von PolySia gefunden
werden [73, 148]. Da die NCAM-Expression in beiden Knock-out-Mausen unbeeinflusst
war, zeigte sich im Falle der ST8Siall-Knock-out-Maus eine im Vergleich zum WT 50
%ige Abnahme von polysialylietem NCAM, wohingegen ST8Siall sogar in
Abwesenheit von ST8SialV in der Lage war den kompletten NCAM-Pool fast identisch
zum WT zu polysialylieren [149]. Dieses Ergebnis ist teilweise gegensatzlich zu
Ergebnissen von in vitro Studien, welche ST8SialV als das aktivere und flexiblere
Molekdil identifizierten [124].

In vitro kénnen sich die beiden Polysialyltransferasen selbst autopolysialylieren, obwohl
es keine Parallelen hinsichtlich der Aminosauresequenzen von NCAM und den

Polysialyltransferasen gibt [150].
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Abbildung 6: Expression von ST8Siall und IV im WT in Relation zum PolySia- und NCAM-
Level

Die Daten beziehen sich auf den Zeitraum P1-P21. PolySia- und NCAM-Level entsprechen der
rel. Protein-Konzentration, ST8Siall- und IV-Kurve beziehen sich auf die rel. mMRNA-Level. Bei
der PolySia- und NCAM-Kurve wurden die P1-Level als 100 % gesetzt, bei ST8Siall und IV
wurde das ST8SialV-Level auf 100 % gesetzt. Bei P9 sind die mRNA-Level beider ST identisch.
Die PolySia-Konzentration ist an das ST-Level gekoppelt, das NCAM-Level ist unabhangig.
(Darstellung modifiziert nach Oltmann-Norden, I., et al. [73] und Mihlenhoff, M., et al. [148])

1.3.3. Einfluss der Polysialyltransferasen auf Medizin und Technik

»10 sialylate, or not to sialylate: that is the question” [151] — Mit diesem provokanten
Titel wollte der Autor der Publikation unter anderem auf die Bedeutung der
Polysialinsauren bei Bakterien hinweisen. Wie bereits ausfiihrlich beschrieben, spielt
PolySia jedoch auch besonders fiir die Entwicklung und Reifung des Gehirns und
wahrend Reparaturprozessen eine entscheidende Rolle. Um den genauen Einfluss von
PolySia wahrend Reparaturprozessen zu untersuchen, wurden Schwann-Zellen
generiert, welche die Fahigkeit besitzen die Sialyltransferase ST8Siall zu exprimieren
[124].

Die ektopische Expression von PolySia verbesserte die Zellmobilitat in vitro [152] und
beschleunigte die Axonregeneration im Mausmodel in vivo nach spinalem Trauma
[153]. Dabei hatten die veranderten Schwann-Zelleigenschaften keine Auswirkungen

auf das Muyelinisierungspotential. Dies verdeutlicht, dass allein eine verbesserte
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Motilitdit von Schwann-Zellen die funktionelle Regeneration von beschadigtem
Nervengewebe begunstigt.

Eine andere Studie verdeutlichte zudem, dass PolySia die Heilung positiv beeinflussen
kann. Nach End-zu-Seit Anastomisierung von durchtrennten peripheren Mausenerven
zeigte sich eine deutlich schnellere Heilung bei der Gruppe, welcher ST8Siall-
transfizierte Schwann-Zellen im Anastomosenbereich zugesetzt wurden [154].
Hervorzuheben ist, dass ST8Siall und ST8SialV unterschiedliche Rollen bei der
Regeneration von peripheren Nerven spielen. Bei Single-KO-Mausen konnte
nachgewiesen werden, dass in Abwesenheit von ST8Siall die Anzahl und die GrolRe
von regenerierten Nervenfasern deutlich reduziert war. Im Gegensatz dazu war die
Regeneration bei ST8SialV-KO-Mausen zum WT erhoht [155].

1.4. ST8Siall-, ST8SialV- und NCAM-defiziente Mause

Die Deletion von NCAM wurde erstmalig 1994 durchgeflihrt. Das Resultat war die
NCAM-KO-Maus. Schon die erste Studie demonstrierte, dass die NCAM-KO-Maus ein
im Vergleich zum Wildtyp erniedrigtes Gehirngewicht und einen um ein Drittel
verkleinerten Bulbus olfactorius besitzt (s. Tab. 2) [91]. Weitere Forschungen zeigten,
dass PolySia-NCAM essentiell flr die Migration neuraler Vorlauferzellen von der
subventrikularen Zone (SVZ) zum Bulbus olfactorius ist [156-159]. Interessanterweise
weisen NCAM-KO-Mause bei der Reifung der Gro3hirnrinde oder des Kleinhirns keine

weiteren eindeutigen Migrations-Defekte auf [160].

NCAM-KO-Mause sind vollkommen lebensfahig und fruchtbar, obwohl NCAM viele
wichtige regulatorische und adhasive Funktionen zugeordnet werden. Die Deletion von
NCAM flhrte zu einem nahezu kompletten Verlust von PolySia und einem leicht
verringerten Gehirngewicht. Die Zytoarchitektur war bis auf wenige Ausnahmen normal
[91]. Wie schon zuvor beschrieben zeigten die NCAM-KO-Mause einen signifikant
verkleinerten Bulbus olfactorius. Dasselbe Ergebnis lie} sich bei Wildtyp-Mausen durch
eine EndoN-Injektion in die subventrikulare Zone erzielen, wodurch gezeigt werden
konnte, dass das Fehlen von PolySia, und nicht die Abwesenheit von NCAM, flr diese
strukturelle Stérung verantwortlich war [157].

Ein zweiter morphologischer Unterschied von NCAM-KO-Mausen zum WT war die
fehlende Myelinisierung von Moosfasern [90]. Auch dieser Defekt konnte im WT durch
EndoN-Injektion kopiert werden [161], was erneut zeigt, dass PolySia und nicht NCAM

den regulierenden Faktor darstellt (siehe Tab. 2).
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Neben den beschriebenen morphologischen Veranderungen wirkt sich das Fehlen von
NCAM auch auf Verhalten und Psyche aus. Im Menschen konnte eine Abnahme von
NCAM bei depressiven Patienten demonstriert werden [162]. Diese Beobachtung
konnte durch Versuche mit NCAM-KO-Mausen bestatigt werden. Auch in NCAM-KO-
Mausen wirkt sich das Fehlen von NCAM auf das psychische Verhalten aus. Es konnte
herausgefunden werden, dass NCAM-KO-Mause einen depressionsahnlichen
Phanotyp ausbilden [163]. Zudem weisen NCAM-KO-Mause beeintrachtigte
Lernprozesse, verstarkte interandrologe Aggressivitdt und angstdhnliches Verhalten
auf [91, 164, 165].

ST8Siall- und ST8SialV-Single-KO-Mause - jeweils eine ST ist ausgeschaltet - weisen
einen normal entwickelten Bulbus olfactorius auf, was auf eine funktionierende
Migration schlieflen Iasst. Dies veranschaulicht, dass die neuralen Vorlauferzellen der
SVZ sowohl durch ST8Siall als auch durch ST8SialV polysialyliert werden kénnen
[166, 167]. Die Inaktivierung jeweils einer Sialyliransferase beeinflusst Lern-,
Gedachtnis- und Konditionierungsprozesse, welche mit der Funktion des Hippocampus
in Verbindung gebracht werden, unterschiedlich [166-168]. Dies lasst darauf schliel3en,
dass ST8Siall und ST8SialV unterschiedliche Rollen fir die neuronale Plastizitat
spielen.

Doppel-KO-Mause - beide ST sind gleichzeitig ausgeschaltet - zeigen einen
gravierenden Phanotyp. Neben einer hohen postnatalen Letalitat, nach vier Wochen
waren Uber 80% gestorben, finden sich auffallige Gehirnanomalien [106]. So
entwickeln sie einen Hydrocephalus, das Volumen der Capsula interna ist reduziert
und die vordere Kommissur und der kortikospinale Trakt sind fehlgebildet [106]. Diese
Phanotypen zeigten sich nicht in NCAM-, ST8Siall- und ST8SialV-Single-KO Mausen.
Wurde in Doppel-KO Mausen zusatzlich NCAM ausgeschaltet (Triple-KO Maus),
starben die Mause nicht und entwickelten keine schwerwiegenden Fehlbildungen [106].
Dieser Sachverhalt deutet darauf hin, dass unpolysialyliertes NCAM in PolySia-
defizienten M&ausen flur die beobachteten pathologischen Veranderungen verant-

wortlich sein muss.
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Tabelle 2: Phanotyp von NCAM-KO-Mausen

Phédnotyp Referenz
Leichteres Gehirngewicht
Kleinerer Bulbus olfaktorius [91]
Geringeres raumliches Lernvermdgen
Gesteigerte Aggressivitat unter Mannchen [169]
(7]
s
C§'> Angstlicheres Verhalten [164]
x
= ,
< Stérung des Wach-Schlaf-Rhythmus [69]
2
Veranderter Verlauf der Moosfasern im Hippokampus [170]
Delaminierte Moosfasern [171]
Vesikelbildung an den Synapsen der motorischen Endplatte
[172, 173]
verringert
1.5. SynCAM1
1.5.1. SynCAM und die Immunglobulinsuperfamilie

Die  Immunglobulinsuperfamilie  (IGSF), zu der auch das synaptische
Zelladhasionsmolekil (SynCAM) gehdrt, ist eine von vier unterschiedlichen Kategorien
an Zelladhasionsmolekilen. Bei den drei anderen handelt es sich um Integrine,
Selectine und Cadherine [174].

Das synaptische Zelladhasionsmolekil (engl. synaptic cell adhesion molecule)
SynCAM gehdért zu den Nectin-like-proteins (Necls). Insgesamt sind vier SynCAM-
Isoformen beschrieben (s. Tab. 3), welche sich auf Aminosauren-Level teilweise sehr
ahneln (SynCam2 vs 3 = 50%; SynCAM1 vs 3 bzw. 4 = 36%) [175].

Es existieren mehrere Synonyme fur SynCAM1 und die verschiedenen Nomenklaturen
sind verwirrend. Die zahlreichen Namen ergeben sich aus den unterschiedlichen
Eigenschaften und dem Sachverhalt, dass SynCAM1 in vielen Organen und Geweben

vorkommt (siehe Tab. 3).
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Urspringlich als IGSF4 bekannt, wurde SynCAM1 von mehreren unabhdngigen
Forschungsgruppen identifiziert und charakterisiert. Als Resultat der parallelen
Entdeckung wurde das Moleklil mit mehreren Namen bezeichnet [176]. So wurde
SynCAM1 als ein Tumorsuppressor von kleinzelligen Lungentumoren charakterisiert
und deshalb als TSLC1 (engl. tumor suppressor of lung cancer 1) benannt [177]. Eine
andere Gruppe, welche SynCAM1 als Adhasionsmolekiil zwischen Spermatogonien
(Vorlauferzellen von Spermien) und Sertolizellen (Stutz- und Versorgerzellen der
Spermatogonien) entdeckten, nannten es SgIGSF (engl. spermatogenic
immunoglobukin superfamily member) [178, 179]. Zusatzlich ist SynCAM 1 auch unter
den Namen Necl-2 [180, 181] und RA175 bekannt [182]. Die Human Genome
Organization (HUGO) benannte diese Gene in cell adhesion molecules (Cadms) um.
Cadms sind Ca*" unabhangige Immunglobulin (Ig)-dhnliche Adh&sionsmolekiile, die
homophil und heterophil interagieren kénnen und dadurch Zell-Zell-Adhasionen
bewirken. Sie bestehen alle aus einer extrazellularen Region mit drei Immunglobulin

ahnlichen Schleifen, einer transmembranaren- und einer zytoplasmatischen Region.

Tabelle 3: Nomenklatur der CADM — Genfamilie
Auflistung aller Proteine der vier CADM — Gruppen mit Hervorhebung des Schwerpunktes
dieser Arbeit (graues Feld)

Humanes Gen CADM1 CADM2 CADM3 CADM4

Mausgen Cadm1 Cadm2 Cadm3 Cadm4

SynCAMs SynCAM1 SynCAM-2 | SynCAM-3 SynCAM-4
Necl2 Necl3 Necll Necl4
IGSF4 IGSFAD IGSF4B IGSFAC

TSLL1 (TSLC 1 | TSLL2 (TSLC 1
SglIGSF

Alternative Gen- - like gene) - like gene)

und Proteinnamen

TSLC1 (Tumor
suppressor in

lung cancer)

RA 175

[177, 178, 180,
Referenzen [180] [180, 185] [180, 185]
183, 184]
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1.5.2. Struktur

Die Aminosauresequenzen von SynCAM1 aus Maus und Mensch sind zu 98%
identisch [175]. Der extrazellulare Teil von SynCAM1 setzt sich aus einer variablen,
einer konstanten und einer intermediaren Ig-Domane sowie einem NHy-terminalen
Signalpeptid zusammen (s. Abb. 7). An den drei Ig-Domanen befinden sich sechs
potentielle N-Glykosylierungsstellen, zwischen I-Typ Domaéne und
Transmembranregion liegen drei potentielle O-Glykosylierungsstellen.

Die extrazellulare Domane zeigt Ca® unabhingige homophile und heterophile
Adhasionsaktivitdt. Nach der C-terminalen Transmembrandomane folgt der
intrazellularer Anteil, welcher sich aus zwei Domanen zusammensetzt, einer FERM-
und einer PDZ-Bindungsdoméne. Die PDZ-Bindungsdomane kann mit anderen
Proteinen interagieren, indem sie sequenzspezifisch an kurze Peptide innerhalb
anderer Proteine bindet [175, 180, 182].

Potentielle N-Glykosylierungsstelle

®— Potentielle O-Glykosylierungsstelle

Abbildung 7: Schematische Struktur von SynCAM1

Das extrazellulare Segment enthalt ein NH,-terminales Signalpeptid (NH,) und drei Ig-
Domanen. Die zytoplasmatische Region besteht aus einer FERM- und PDZ-Bindungsstelle
(Darstellung modifiziert nach Maurel, P., et al. [186]; Fogel, A. |, et al. [187] und Rollenhagen,
M. et al [188]).

1.5.3. Vorkommen und Funktionen

Umfangreiche Studien haben gezeigt, dass SynCAM1 wahrend der Frihentwicklung
von Mausen in fast allen Epithelien (Haarfollikel, Lunge, Leber, Darm, Zunge,
olfaktorisches Epithel, Hinterhorn des Rlckenmarks, einige Bereiche des ZNS -
Kleinhirn, Thalamus, Cortex) exprimiert wird [184, 189, 190].

Im embryonalen ZNS ist SynCAM1 wahrend der Entwicklung in vielen Neuronen
verschiedener Nervenbahnen nachweisbar. Besonders hoch exprimiert wird SynCAM1
in thalamocortikalen Bahnen innerhalb der Capsula interna, in der Retina und dem
olfaktorischen System. In allen drei Bereichen findet sich eine Koexpression mit
NCAM. Im Rickenmark, ebenfalls einem Teil des ZNS, lasst sich SynCAM1 in Axonen
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der vorderen Kommissur (Nervenkreuzung von der rechten auf die linke Seite des
Rickenmarkes, bzw. anders herum) und dem Funiculus posterior (Hinterstrang - hier
befinden sich tberwiegend afferente Nervenbahnen) nachweisen [189].

Ahnlich zu NCAM lassen sich SynCAMs nach der Geburt hauptsachlich in Arealen
grolRer Plastizitat finden. SynCAM1 wird besonders im Hippocampus, SynCAM2, 3 und
4 im Gyrus dentatus, dem Bulbus olfactorius und dem Cortex exprimiert [187, 191].
Diese Beobachtungen lassen zusammen mit weiteren Adhasions- und Expressions-
profilen darauf schlielen, dass SynCAMs einen grolen Stellenwert bei der Vernetzung
und Verschaltung von Synapsen im ZNS haben [191]. Funktionsanalysen im ZNS
zeigen zusatzlich, dass SynCAM1 flr die Differenzierung und Reifung von Synapsen
zum exzitatorischen oder inhibitorischen Phanotyp verantwortlich ist [192]. Durch die
laterale Anordnung von SynCAM1 an Neuronen wird die Synapsengrofle
eingeschrankt. Dies indiziert, dass SynCAM1 nicht nur die Reifung initiieren, sondern
auch zur strukturellen Organisation von Synapsen beitragt [193]. SynCAM1 befindet
sich sowohl auf der pra- als auch der postsynaptischen Membran und induziert hier die
Differenzierung auf beiden Seiten [180, 187, 194]. Darlber hinaus konnte gezeigt
werden, dass SynCAM1 eine sowohl spontane wie auch eine geregelte
Transmitterausschittung initiieren und an Zonulae occludentes binden kann [194].
SynCAM1 ist damit, den calziumabhangigen [(-Neurexin-Neuroligin-Komplex
ausgenommen, das einzige Protein, welches alleine in der Lage ist eine funktionelle
synaptische Differenzierung von Neuronen zu induzieren. Es wird vermutet, dass diese
Reifung Uber die intrazellular gelegene PDZ-Domane ausgelést wird [180]. Im
Hypothalamus wird SynCAM1 in Astrozyten und GnRH-Neuronen exprimiert und
fordert die Zelladhasion zwischen beiden durch homophile Interaktionen [195]. Es wird
angenommen, dass SynCAM1 Uber diese Zell-Zell-Kontakte an der hypothalamischen
Kontrolle der weiblichen Pubertat beteiligt ist und damit eine wichtige Komponente im
genetischen Netzwerk wahrend der sexuellen Differenzierung darstellt [196, 197].

Auch im peripheren Nervensystem (PNS) kénnen SynCAMs nachgewiesen werden.
Sie werden von Neuronen und myelinisierenden Schwann-Zellen in sowohl
sensorischen wie auch motorischen peripheren Nerven exprimiert [189, 190, 198] und
fungieren dort als Mediatoren fiir Axon-Glia-Interaktionen entlang der Internodien [186].
Weitere Studien zeigten, dass Nervenfunktion und SynCAM1-Level in engem
Verhaltnis zueinander stehen. Nach Nervendurchtrennung bzw. Nervenquetschung
des Ischiasnerven (nervus ischiadicus) spiegelten abnehmende SynCAM1-Level den
Funktionsverlust bzw. die Zerstérung von Synapsen wider. Im Falle der Quetschung
konnten sich die Synapsen gut regenerieren, auch das SynCAM1-Level stieg hier

parallel zur sich erholenden Funktion des Nerven wieder an [199, 200].
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Wie bereits aufgefihrt, findet man SynCAM1 ebenfalls auRerhalb des Gehirnes in
diversen Organen und Geweben. Hier ubernimmt es die Funktion eines
Adhasionsproteins. Zuerst wurde SynCAM1 als Tumorsuppressor bei kleinzelligen
Lungentumoren beschrieben (TSLC1) [177]. Bei diesen Lungencarzinomen wird
SynCAM1 ausgeschaltet, somit kommt es durch fehlende SynCAM1-Bildung zu
Veranderungen der Zellpolaritdt und der Zell-Zell-Adhasion. Das Ergebnis ist die
ungehemmte neoplastische Tumorgenese mit frihzeitiger Metastasierung [201]. Auch
beim primaren Neuroblastom [202], dem primdren Mammakarzinom [203], dem
Hepatozellularen Karzinom (HCC) [204, 205] und dem Ameloblastom [206] bedingt
eine verminderte SynCAM1-Expression eine schlechte Prognose bzw. ein schlechtes
outcome.

Bei der adulten Form der T-Zell-Leukamie (ATL) hingegen scheint die erhdhte
SynCAM1-Expression ein wichtiger Faktor fir das Wachstum und die Metas-
tasierungsrate der ATL-Zellen zu sein. Eine erhdhte SynCAM1 Expression ging in vivo
mit erhohter Tumorformation und wesentlich aggressiverer Organinfiltration und
dadurch schlechterer Prognose einher [207]. Wie schon bei NCAM beschrieben, hat
PolySia negativen Einfluss auf Zell-Zell Kontakte und beginstigt dadurch die Migration
von Tumorzellen.

In den Hoden ist SynCAM1 fir die Adhasion von Spermatozyten und Spermatiden an
Sertoli-Zellen und die damit verbundene Differenzierung zu reifen Spermien absolut
notwendig [179, 208]. Mannliche SynCAM1-KO-Mause sind infertil, ihre Hoden wiegen
weniger und es kdnnen keine reifen Spermien im Samen gefunden werden [208].

In der Leber funktioniert SynCAM1 in Gallengangsepithelzellen als Adhasionsmolekdl,
welches postnatal wahrend der Gallengangsentwicklung/-formation exprimiert wird und
fur die richtige Entwicklung des Gallengangssystems eine entscheidende Rolle zu

spielen scheint [209].

1.5.4. Eigenschaften und Bindungsverhalten

Schon die Benennung als nectin like cell adhesion molecules impliziert die grof3e
Ahnlichkeit zur Gruppe der Nektine. Im Gegensatz zu Nektinen kénnen Necls
allerdings kein Afadin binden [210]. Afadin ist ein Nektin und Aktin bindendes Protein,
welches Nektine mit dem Aktinzytoskelet verbindet [211].

Starke und spezifische heterophile Interaktionen definieren jedes SynCAM-Mitglied
[187]. SynCAM1 kann sowohl homophile als auch heterophile Verbindung mit anderen
SynCAMs eingehen (s. Abb. 8). SynCAMs fungieren im PNS als Mediatoren fur Axon-
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Glia-Interaktionen entlang der Internodien. SynCAM3/4 Komplexe verbinden hier
Schwann-Zellen und Axone miteinander. Diese heterophilen Bindungen sind sehr stabil
[186, 212]. An Schmidt-Lantermann-Einkerbung hingegen finden sich ahnlich starke
heterophile SynCAM1/3 Komplexe. SynCAM4 spielt bei der Myelinisierung des PNS
eine Schlusselrolle [186]. Im ZNS bildet SynCAM1 mit SynCAM2 ein starkes
heterophiles Adhasionsparchen aus, welches funktionelle Synapsen organisiert und die
Neurotransmitter-Freisetzung an exzitatorischen Synapsen verstarkt. Diese Interaktion
wird mittels Glykosylierung beeinflusst, was zu der Vermutung fihrt, dass dieser
Adhasionskomplexes durch posttranslationale Modifikation reguliert wird [187]. Ein
vierter Adhasionskomplex wird durch das SynCAM2/4-Bindungspaar gebildet [191].

SynCAM1 liegt im deglykosylierten Zustand in zwei Varianten von jeweils ~48 und
~65 kDa vor [175, 187, 213]. Die hochglykosylierte Form des Proteins kann sogar ein

apparentes Molekulargewicht von tber 100 kDa aufweisen [187].

SynCAM2  SynCAM4

Potentielle N-Glykosylierungsstelle

®— Potentielle O-Glykosylierungsstelle

SynCAM1 SynCAM3

Abbildung 8: Heterophile Interaktionen der SynCAM-Familie

SynCAM 1/2-, 2/4- und 3/4-Komplexe bilden starke Adhéasionspaare aus. Der SynCAM 1/3-
Komplex weist eine schwachere Bindung auf. (Darstellung modifiziert nach Fogel, A. |., et al.
[187])
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2. Zielsetzung

Im postnatalem Gehirn von NCAM-KO-Mausen konnte trotz Fehlen von NCAM PolySia
detektiert werden [91]. Dies bedingt, dass mindestens ein weiteres Protein wahrend
der neuronalen Entwicklung polysialyliert werden muss. Aus diesem Grund war das
Hauptziel der vorliegenden Arbeit die Identifizierung und detaillierte Charakterisierung
eben dieses bzw. dieser bis dato unbekannten PolySia-Tragers bzw. Trager.

Mittels Immunprazipitation sollten alle polysialylierten Proteine aus postnatalen NCAM-
KO-Gehirnen aufgereinigt werden, um sie anschlielRend Uber Peptide mass fingerprints
identifizieren zu kdénnen. Nach erfolgreicher ldentifizierung sollten die Ergebnisse der
Datenbanksuche durch Antikérperfarbung gegen die gefundenen Proteine bestatigt
werden. Im Anschluss an die Identifizierung war die weitere Charakterisierung geplant.
Folgende Fragenstellungen waren bei der weiterfihrenden Charakterisierung von

besonderem Interesse:

¢ Wie lang sind die PolySia-Ketten in NCAM-KO-Mausen?

o Werden N- und/oder O-Glykane des polsysialylierten Proteines bzw. der
polysialylierten Proteine polysialyliert?

¢ Wo sind die polysialylierten Glykane im Protein lokalisiert?

o Kommt das Protein bzw. kommen die polysialylierten Proteine auch unter WT-
Bedingungen vor?

o Wie ist das Verhaltnis zwischen polysialylierter und unpolysialylierter Form?

Die erhaltenen Daten sollten dazu dienen, weitere Versuche zu dem bzw. den noch

unbekannten polysialylierten Protein(en) zu ermdglichen.
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3.1.

Material

Probenmaterial

Material

Fir diese Arbeit wurden murine Gehirne folgender Genotypen verwendet:

NCAM™* ST8Siall""*, ST8SialV*"*
NCAM™”, ST8Siall*"*, ST8SialV*"

= Wildtyp (WT)
= NCAM-KO
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Die Herstellung der Genotypen sowie die Genotypisierung der Mause wurde in der

Kooperationsarbeitsgruppe von Prof. Dr. Rita Gerardy-Schahn in der Abteilung

Zellulare Chemie, MH Hannover durchgefiihrt [91]. Die schon entnommenen und im

gefrorenen Zustand gelieferten Gehirne wurden bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert. Die Protokolle fir die Verwendung der Mause zu Forschungszwecken

entsprechen dem Deutschen Tierschutzgesetz und wurden von den zustandigen

Verantwortlichen bewilligt.
Fir die Versuche standen 46 NCAM-KO und 12 WT Mausegehirne zur Verfligung.

Eine genaue Auflistung Uber das Alter der Hirne und den Genotyp zeigen die folgenden

Tabellen.

Tabelle 4: WT Gehirne

S+/+ (12.12.05)
N+/+ (16.11.05)

Geburt Entnahme | Anzahl Genotyp PCR Nr. | Mating Genotyp Elterntiere
25.09.05 |26.09.05 7 6-12= 6-12 |C57B1/ | QP+/+, N+/+, S+/+
P2 P+/+, St/+, 615/1 | P+/+, N+/+, S+/+
N+/+ (4.-6.10.05)
13.10.05 |14.10.05 5 5-9 5-9 |C57B1/ | QP+/+, N+/+, S+/+
P1/P2 P+/+ (8.11.05) 615 & P+/+, N+/+, S+/+
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Tabelle 5: NCAM-KO-Gehirne
Geburt Entnahme | Anzahl Genotyp PCR Nr. | Mating Genotyp Elterntiere
16.01.05 |17.01.05 5 |1-5= 1-5 |TG4-22 |QP-/-, N-/-, S+/+
P1/2 P-/-, N-/-, S+/+ & P-/-, N-/-, S+/+
(P: 27.01.05)
(S: 21.03.05)
(N: 25.01.05)
6/7.02.05 |07.02.05 7 |1-7= 1-7 |Tgd-22 |QP-/-, N-/-, S+/+
P1/P2 P-/-, N-/-, S+/+ & P-/-, N-/-, S+/+
(P: 10.02.05)
(S: 23.03.05)
(N:14.02.05;
03.03.05)
01.03.05 |01.03.05 6 |1-6= 1-6  |Tgd-22 | QP-/-, N-/-, S+/+
P1 P-/-, N-/-, S+/+ 6. Wurf | 2 p-/- N-/-, S+/+
(P: 17.03.05)
(S: 21.03.05)
(N: 23.03.05)
21.04.05 |21.04.05 5 |1-5= 1-5 |Tgd-22 |QP-/-, N-/-, S+/+
P1 P-/-, N-/-, S+/+ 8. Wurf | 2 p-/- N-/-, S+/+
(P: 09.05.05)
(S: 12.05.05)
(N: 02.05.05)
21.04.05 [21.04.05 6 |1-6= 6-11 |Tgd-28 | QP-/-, N-/-, S+/+
P1 P-/-, N-/-, S+/+ 4. Wurf | 3 p-/- N-/-, S+/+
(P: 09.05.05)
(S: 12.05.05)
(N: 02.05.05)
10.06.05 |10.06.05 5 |1-5= 1-5 |Tg4-39 |QP-/-, N-/-, S+/+
P1 P-/-, N-/-, S+/+ 2. Wurf | 2 p-/- N-/-, S+/+
(P: 16.06.05)
(S: 20.06.05)
(N: 16.06.05)
21.06.05 [21.06.05 6 |1-6= 1-6  |Tgd-40 | QP-/-, N-/-, S+/+
P1 P-/-, N-/-, S+/+ 3. Wurf | 3 p-/- N-/-, S+/+
(P: 23.06.05)
(S: 27.06.05)
(N: 04.07.05)
30.10.05 |31.10.05 6 |1-6= 1-6  |Tg4-39 |QP-/-, N-/-, S+/+
P2 P-/-, N-/-, S+/+ & P-/-, N-/-, S+/+
(P: 08.11.05)
(S:12.12.05)

(N: 16.11.05)
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3.2 Antikorper

Primarantikorper

Maus Anti-PolySia (735)

Maus Anti-NCAM (H28)

Rabbit Anti-SynCAM1

Chicken Anti-SynCAM1

Sekundarantikorper

Anti-Mouse-HRP
Anti-Rat-HRP

Goat Anti-Rabbit-HRP

3.3. Enzyme

Endoneuraminidase N (EndoN)

PNGase F

Trypsin Gold

3.4. Gerate

Analysenwaagen AJ150, PB3000
Schittelinkubator ,Belly Dancer*

Vortexer

Material
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monoklonaler  Antikdrper, erkennt
02,8-verknupfte PolySia ab einer
Kettenlange von 8 Sialinsauren [214],
AG GS Hann

monoklonaler Antikorper [215], AG
GS Hann

polyklonaler Antikorper,
Sigma-Aldrich

monoklonaler Antikérper, MBL

Dako
Dako

Dako

stammt aus einem E. coli K1 Phagen
[216], AG GS Hann

Spaltet N-Glykane ab, Roche

Protease, Promega

Mettler Toledo
Stovall

IKA
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Magnetruhrer

Thermomixer

Speedvac RC 10.22
Tischzentrifuge

Kihlzentrifuge ,Universal 32-R®
Ultraschallbad TK 52
Ultraschallstab ,Sonifier*

Netzgerat
~Electrophoresis Power Supply EPS 3501 XL*

Elektrophoresekammer ,Mini-PROTEAN 3*
Blotkammer
Kuhlschrank

-20°C Gefrierschrank
-80°C Gefrierschrank
Blockthermostat
Eismaschine AF200
Microplate Reader
Reinstwasseranlage
pH-Meter

Scanner

HPLC

Ultraflex TOF/TOF Massenspektrometer mit
Lifteinheit

3.5. Verbrauchsmaterialien
Filme
Filterpapier ,Whatman-Paper*

Mikrotiterplatten

Hartenstein
Eppendorf

Jouan

Eppendorf

Hettich

Bandelin SONOREX
Branson

GE Healthcare

Bio-Rad

Kreutz Labortechnik
Bosch

Bosch, Liebherr
Sanyo

HLC

Scotsman
BIO-TEK
Millipore

Knick

Brother

Knauer

Bruker Daltonik

Kodak Biomax XAR film

Schleicher & Schuell

Roth

25
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Petrischalen Greiner
Pipettenspitzen Eppendorf
Polypropylenréhrchen Sarstedt

Polyvinyldifluorid (PVDF) -Membran GE Healthcare

Reaktionsgefafie (1,5 ml, 0,5 ml) Eppendorf
Zentricons (15 ml) Millipore
Molekulargewichtsmarker Bio-Rad

,Precision Plus Protein Standard Dual Color”
[kDa] 250; 150; 100; 75; 50; 37; 25

3.6. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, in p.a.-Qualitat
bzw. als Losungsmittel fir die HPLC bezogen.
Das im Labor verwendete Wasser wurde durch eine Elix UV5 Anlage vorgereinigt und

durch die Milli-Q Synthesis A10 Anlage (Millipore) analytisch rein aufgearbeitet.

2-Mercaptoethanol Sigma
Acrylamid ,Rotiphorese® Roth
Aprotinin Bayer
APS Serva
Avidin Fluka
BCA assay kit Pierce
Blockpuffer ,Roti-Block*® Roth

BSA (bovine serum albumin) Sigma
Chemiluminesce ,SuperSignal* Thermo
Chloroform Promochem
Di-Natriumhydrogenphosphat Roth
Magnetic Beads Protein A Invitrogen
Ethanol Merck
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Glycin Roth
Isopropanol Merck
lodacetamid Fluka
Kalium Merck
Leupeptin Sigma
Methanol Merck
Natriumazid Sigma
Natrium-Deoxycholat Merck
Natrium-Metaperjodat Sigma
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Phenylmethylsulfonylflurid (PMSF) Sigma
Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat Sigma
ProteaseMAX Surfactant Trypsin Enhancer Promega
Salzsaure (HCI) Merck
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Bio-Rad
TEMED Roth
Trifluoressigsaure (TFA) Pierce
Tris Roth
Triton X-100 Sigma
Tween-20 Sigma
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4. Methoden
4.1. Proteinanalytische Methoden
41.1. Aufarbeitung der Mausegehirne

Um das gesuchte Protein aus den NCAM-KO- bzw. WT-Mausegehirnen fur Tests und
Experimente zugangig zu machen, werden die entsprechenden Mausegehirne lysiert.
Die Gehirne werden bereits fertig prapariert und gefroren geliefert, sodass sie den nun

folgenden Arbeitsschritten ohne weitere Vorbereitungen zugefuhrt werden kénnen.

Lysepuffer:

20 mM Tris/HCI, pH 7,5
150 mM NaCl

5 mM EDTA

2,00 % (v/v) Triton X-100

1 mM PMSF

1TmM Aprotinin

1T mM Leupeptin

Die bei -80 °C gelagerten Gehirne werden einzeln in 2 ml Reaktionsgefalle Ubertragen
und mit 1 ml gekuhltem Lysepuffer versetzt. Fir die HPLC-Analysen wurden die Hirne
separat gewogen und lediglich in Tris/HCI (20 mM; pH=7,5) aufgenommen. In
Anschluss werden die Gehirne mit dem Ultraschallstab mit 30-40 Schuben bei
maximal mittlerer Stufe schonend homogenisiert. Um die Proteindenaturierung
zusatzlich mdglichst gering zu halten, wird eine gleichzeitige Kuhlung mit Eiswasser
durchgefiihrt. Im Anschluss werden die Lysate bei 4 °C G.N. im Uberkopfschiittler
inkubiert. Die Gehirne sind nun fertig lysiert und kdnnen nach dem Abzentrifugieren
(100.000 g; 1 h; 8 °C) der nicht in Losung gebundenen Bestandteile entweder

eingefroren oder direkt weiterverwendet werden.

4.1.2. Proteinbestimmung

Fur die Proteinbestimmung wird das BCA assay kit [Pierce] verwendet und nach
Herstelleranweisung vorgegangen. Als Standard wird die mitgelieferte BSA-L6sung der

Konzentration 2 mg/ml benutzt. Es wird eine 8-Punkt-Kalibration von 0 bis 750 ug/ml
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BSA erstellt. Jeweils 25 ul der einzelnen Standards werden als Doppelbestimmung und
25ul der Proben als Dreifachbestimmung in eine 96-Wellplatte pipettiert. Danach
werden 200 ul Working-Reagenz in jedes Well dazu gegeben, die Wellplatte fir 30 sek
geschuttelt und bei 37 °C fur 30 min inkubiert. Nach kurzem Abkihlen wird die
Absorption mit dem Microplate Reader bei 562 nm gemessen.

Mit Microsft-Excel wird eine Eichgerade erstellt und mit deren Hilfe die Konzentration

der Proben berechnet.

4.1.3. SDS-Gelelektrophorese

Das Prinzip aller elektrophoretischen Protein-Trennmethoden beruht auf der
Wanderung der Proteine in einem elektrischen Feld. Die Proteine erhalten durch
Zusatz der negativen Detergenz SDS alle die gleiche negative Ladung und wandern im
elektrischen Feld in Richtung der Anode. GroRe Molekile werden im
Acrylamidnetzwerk starker retardiert als kleine, wodurch die gréRenabhangige
Trennung gewahrleistet werden kann.

Als Tragermaterial fir die Gelelektrophorese wurde Polyacrylamid in den

Konzentrationen von 8,5 bzw. 10 % fur das Trenngel und 4 % fiur das Sammelgel

verwendet.

Acrylamidstamml6sung 30 % Acrylamid (gebrauchsfertig von Roth)
Trenngelpuffer 36,3 g Tris-HCI / 100 ml Lésung, pH=8,8
Sammelgelpuffer: 6,0 g Tris-HCI / 100 ml Lésung, pH=6,8
SDS-Lésung 10 % SDS (w/v) (Sodium dodecyl! sulfate)

Ammoniumperoxodisulfat-Lésung | 0,01 g AMPS / 100 pl H,O, immer frisch ansetzen
(AMPS):

Laufpuffer fur Elektrophorese: 15 g Tris-HCI + 72 g Glycin /5000 ml H,O

TEMED N,N,N",N’-Tetraethylethan-1,2-diamin

Far zwei Gele mit 8,5 %igem Acrylamidgehalt werden 3,5 ml Acryl-amidstammlésung,
3 ml Trenngelpuffer, 120ul 10 %ige SDS-Lésung und 5,5 ml H,O gemischt und fir

2 min im Ultraschallbad entgast.
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Fir zwei Gele mit 10 %igem Acrylamidgehalt werden 4,1 ml Acrylamidstammlésung,
3 ml Trenngelpuffer, 120ul 10 %ige SDS-L6sung und 4,9 ml H,O benutzt.

Nach dem Entgasen werden 120 uyl AMPS-Lésung und 12 pl TEMED [Roth]
hinzugegeben, gut vermischt und das gesamte Gemisch sofort bis zu einem Abstand
von 1,5 cm zum oberen Rand zwischen die Scheiben gegossen. Anschlieliend wird
das Gemisch mit Aqua bidest Uberschichtet und fir 45 min bei RT auspolymerisieren
gelassen. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert ist, wird das Wasser mit einem
Filterpapier abgesaugt.

Fir das Sammelgel mit 4 %igem Acrylamidgehalt werden 6,1 ml H,O mit 1,3 ml
Acrylamidstammlésung, 2,5 ml Sammelgelpuffer und 100 pl 10 %ige SDS-Lésung
gemischt und 2 min. im Ultraschallbad entgast. AnschlieRend werden 100 pl AMPS
und 10 pyl TEMED dazu gegeben. Das Sammelgelgemisch wird auf das Trenngel
gegossen und der Kamm fir zehn Probentaschen eingesetzt. Nach einer
Polymerisierungszeit von 45 min werden die Kdmme vorsichtig entfernt und die Gele in
die Elektrophoresekammer gesetzt. Die innere Kammer wird bis zum Rand mit
Laufpuffer beflllt, die duRere Kammer nur soweit, dass der Draht bedeckt ist. Jetzt
werden mit einer 100 pl Pipette die Probentaschen mittels des in der inneren Kammer
befindlichen Laufpuffer gespilt und von Gelresten befreit. Die Proben werden mit
zweifachem Laemmli Sample Buffer [BioRad] versetzt, fir 10 min bei 60°C erhitzt und
danach abzentrifugiert. Im Anschluss werden jeweils 10 uyl Probe, sowie 5 ul des
Standards pro Tasche aufgetragen. Bei Stufe 1 werden die Proben bei 50 Volt flr 15

min aufgetrennt, im Anschluss wird Stufe 2 bei 150 Volt fur ca. 40 min eingeschaltet.

4.1.4. Western Blot

Unmittelbar nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgt der Transfer der im Gel
getrennten Proteine auf eine proteinbindende Membran. Dieser Prozess wird als
Western Blot (Immuno-Blot) bezeichnet. Hierbei wird eine Kopie des Gels produziert,
wobei die Proteine auf dem Filter immobilisiert werden. Unter geeigneten Bedingungen
bleibt beim Transfer sowohl die Immunreaktivitat als auch die funktionelle Aktivitat der
Proteine, z.B. deren enzymatische Aktivitat, bestehen. Fur die Wahl des
Membranmaterials stehen Nitrozellulose (NC) und Polyvinylidenfluorid (PVDF) zur
Verfigung. PVDF besitzt eine sehr hohe Proteinbindekapazitat, eine hohe
Reil¥festigkeit und zudem ein gutes Signal-Hintergrund-Verhaltnis mit Chemi-
lumineszenz-Detektionssystemen. Die Proteine werden durch das Anlegen einer

Spannung aus dem Gel auf die Membran Uberfuhrt. Der Transfer erfolgt senkrecht zur


http://www.bio-rad.com/prd/de/DE/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&isFromSearch=true&productID=161-0737&vertical=LSR&parentCategoryGUID=52962317-e81f-45ee-b430-dd3d6fe23d7d
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Trennrichtung, wodurch das Muster der getrennten Proteine auf der Membran genau
der des Trennmusters im Gel entspricht. Da die Proteine nach dem Transfer fir die
Behandlung mit verschiedenen Liganden, Antikdrpern, Lectinen oder Enzymsubstraten
zuganglich sind, erlaubt der Einsatz der Blotting-Technik nicht nur auf einfache Weise
qualitative und quantitative Bestimmungen einzelner Proteine in einem komplexen
Gemisch anderer Proteine, sondern auch deren |dentifikation.

Zur Durchflihrung des elektrophoretischen Transfers gibt es mit dem Wet- bzw. Tank-
Blot und dem Semi-Dry-Blot zwei Verfahren, die gleichberechtigt nebeneinander
existieren. In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich das Semi-Dry-Verfahren mit PVDF-
Membran angewandt. Die Blotapparatur besteht aus zwei horizontalen, parallel

zueinander liegenden Kohlenstoffelektroden.

Transferpuffer:
39 mM Glycin
48 mM Tris

20 % (v/v) Methanol
1,85 % (w/lv) SDS

Zur Vorbereitung werden pro Gel vier Whatman-Filterpapiere in Transferpuffer
eingeweicht. Die PVDF-Membran wird 2 min in 100 % Methanol und anschlief3end in
Transferpuffer inkubiert. Die Elektroden werden mit Transferpuffer befeuchtet, die Gele
vorsichtig von der Glasscheibe gelést und eine Minute in Transferpuffer inkubiert.
Anschliel3end werden die zuvor beschriebenen Komponenten in folgender Reihenfolge
geschichtet: zwei Whatman-Filterpapiere, PVDF-Membran, Gel und zum Abschluss
erneut zwei Whatman-Filterpapiere. Mit einer kleinen Rolle werden mdgliche
Luftblasen vorsichtig ausgerollt. Nach aufsetzen des Kathodendeckels werden die Gele
bei 1 mA / cm? 90 min geblottet.

Nach dem Blot wird die PVDF-Membran . N. bei 4 °C in Rotiblockldsung (Roth)

inkubiert, danach kann sie fur die Immunfarbung verwendet werden.

Zum Nachweis der Enzym-Antigene wird ein von Hawkes et al. entwickelter Immuno-
assay angewandt [217], der auf dem Einsatz von zwei verschiedenen Antikérpern
beruht. Ein an den zweiten Antikdrper gekoppeltes Enzym sorgt nach Zugabe des
entsprechenden Substrates durch Chemilumineszenz bzw. eine Farbreaktion fir die

Sichtbarmachung des Antigens.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Antikorperfarbung

Antigen

.::.l \ PVDF-Membran

Zu Beginn wird die am Vortag geblottete Membran 3 x in Roti-Block auf dem
Probenschuttler fir 10 min gewaschen. Die Inkubationszeiten der ersten Antikérper
betragt 2 h bei Raumtemperatur (RT) auf dem Probenschittler, danach wird die
Membran 3 x in Roti-Block fur jeweils 10 min auf dem Probenschuttler gewaschen. Die
Inkubationszeit der zweiten Antikorper betragt 1 h bei RT auf dem Probenschdttler.
Danach wird die Membran 2 x mit Roti-Block und 2 x mit PBS-Tween-Waschpuffer fir
jeweils 10 min auf dem Probenschittler gewaschen. Das Bindevermdgen der
2. Antikorper wird mit Chemilumineszenz detektiert. Hierzu wird der Blot fur 5 min mit
vorher frisch zubereitetem Supersignalsubstrat [Pierce, Rockford, lllinois] bedeckt,
danach wird das Uberflissige Substrat abgegossen und der Blot in eine aufgeklappte
Polypropylenfolie gelegt. Nun wird die Membran in eine Filmentwicklerkassette gelegt
und kann in der Dunkelkammer entwickelt werden. Je nach Signalintensitat dauert die
Belichtung zwischen 10 s und 10 min. Nach der Belichtung wird der Streifen mittels

Filmentwicklerldsung entwickelt, anschliel3end erfolgt die Fixierung.

4.1.5. Silberfarbung

Eine sensitive Methode, welche auch geringste Proteinmengen im Gel nachweisen

kann, ist die Silberfarbung. Fir die Silbergelfarbung werden folgende Loésungen

benutzt:

Fixierlésung: Waschldsung:
500 ml EtOH 500 ml EtOH
100 ml Essigsaure (HAc) 500 ml H,O
400 ml H,0O

0,5 ml Formaldehyd (37 %)

Sensitividsung: Farbeldsung:
0,1 g N328203 x5 Hzo 0,4 g AgNO;;

500 ml H,O 200 ml H,O
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0,15 ml Formaldehyd (37 %)

Entwicklerldsung: Stopplésung:
0,15 g Na,CO3 60 ml HAc
0,001 g NaS,03 x 5 H,0 220 ml EtOH
250 ml H,O 220 ml H,O

0,125 ml Formaldehyd (37 %)

Die Gele werden hierzu direkt nach der Gelelektrophorese . N. in Fixierlésung bei RT
auf dem Probenschuttler inkubiert, dann 2 x 25 min in Waschlésung gewaschen und
anschlieffend 1 min mit der Sensitividsung inkubiert. AnschlieRend wird 3 x fir 20 s mit
Aqua bidest gespullt. Jetzt wird das Gel 20 min mit Farbelésung auf dem
Probenschuttler inkubiert. Nach erneutem dreifachem Spullen mit Aqua bidest erfolgt
das Entwickeln mittels Entwicklerldsung unter optischer Kontrolle (bis die Banden gut
sichtbar sind). Nach 20 s Waschphase mit Aqua bidest wird das Gel 10 min in die

Stopplésung gelegt und nachfolgend mit Wasser gewaschen.

4.1.6. Immunoprazipitation mittels Magnetic Beads

41.6.1. Antikorperkopplung an Magnetic Beads (MB)

Um das gesuchte Protein identifizieren zu kénnen, muss zunachst eine Aufreinigung
bzw. Isolierung durchgefiihrt werden. Um das Volumen mdoglichst klein zu halten,
werden Magnetic Beads (Invitrogen, Carlsbad, Californien) benutzt. An die MB wird im
ersten Schritt der monoklonale Antikérper (mAk) -735, welcher spezifisch an PolySia

bindet, gekoppelt.

41.6.1.1. Magnetic Beads — Tosyl aktiviert (kovalent)

Hydrophobe Magnetic Beads sind stark magnetische einheitlich groRe Polymerpartikel
mit einem Durchmesser von 2,8 ym, welche mit p-Toluol-sulfonyl Gruppen beschichtet
sind. Die Oberflache der Tosylgruppen ermdéglicht die direkte kovalente Bindung von
Proteinen oder Peptiden Uber primdre Amino- oder Sulphydrylgruppen (s. Abb. 10).

Uber diesen Mechanismus erfolgt die Kopplung von Antikérpern an die MB.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Kopplung von Magnetic Beads und
Antikorpern

Kopplung von 735-Ak an Magnetic Beads

Kopplungspuffer A: 0,1 M Na-Phosphatpuffer pH = 7,4
2,62 g NaH,PO,4 x H,O (MW: 137,99)
14,42 g Na (MW: 177,99)
mit H,O auf 1 L auffillen

Kopplungspuffer B: 0,1 M Boratpuffer pH = 9,5
6,183 g H3BO; (MW: 61,83)
In 800 ml H,O I6ésen und mit 5 M NaOH auf pH = 9,5
einstellen
mit H,O auf 1 L auffillen

Kopplungspuffer C: PBS pH =7,4
80 ml Kopplungspuffer A
0,88 g NaCl
100 mg BSA
mit Kopplungspuffer A auf 100 ml auffillen

Kopplungspuffer D: 0,1 % BSA 0,2 M Tris / HCI pH = 8,5
8 ml 1M Tris/HCI pH = 8,5
40 mg BSA
Mit H,O auf 40 ml auffillen
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Die Antikorper werden auf die entsprechende Konzentration ankonzentriert und in
Kopplungspuffer C gelést. Um die Anti-PolySia-Ak (735) an die Magnetic Beads
koppeln zu kdnnen, missen sie zuerst in Kopplungspuffer B (K-Puffer B) Uberflihrt
werden. Dieser Vorgang erfolgt mittels 3,5 kD Dialyseeinheiten. Die Antikbrper werden
5 h bei RT dialysiert. Jetzt wird die gewunschte Menge an MB in ein fur die Menge
entsprechendes Lowbind-Reaktionsgefall (500-2000 ul) dberfihrt. Mit einem
passenden Magneten werden die MB an den Rand des Reaktionsgefalles gezogen
und die Flussigkeit mit einer Pipette vorsichtig abgenommen. Im Anschluss werden die
Magnetic Beads mittels des Antikérpergemisches maoglichst schnell resuspendiert. Das
Gesamtgemisch wird nun bei 37 °C im Drehschuttler fir 24 h inkubiert, um eine
maximale Kopplung von Antikérpern und MB zu erreichen. AnschlieRend wird 2 x mit
K-Puffer C fir 5 min bei RT schittelnd gewaschen. Um die eventuell nicht besetzten
Tosylgruppen zu blockieren, werden die MB bei 37 °C in K-Puffer D 4 h Uber Kopf
schuttelnd gereinigt. Nach Blockung wird erneut 2 x mit K-Puffer C wie oben
beschrieben gewaschen. Zur Lagerung werden die MB in K-Puffer C gegeben. Bei
langerer Lagerung wird 0,02 % Sodiumazid dazugegeben, um einer moglichen Pilz-

oder Bakterienbesiedlung vorzubeugen.

4.1.6.1.2. Magnetic Beads — Protein A

Die Protein A gekoppelten Magnetic Beads (Dynabeads Protein A, Invitrogen) sind
magnetische Partikel, an welche ein Protein der Groflie 40-60 kDa gekoppelt ist. Dieses
Protein stammt urspriinglich aus der Zellwand des Bakteriums Staphylococcus aureus
und ist in der Lage Immunglobuline durch Interaktion mit der schweren Kette zu
binden. An dieses Protein A wurde der entsprechende SynCAM1-Antikérper gebunden

und der Komplex mit dem Gewebelysat inkubiert.

Kopplung von SynCAM1-Ak an Magnetic Beads

Waschpuffer 1:

20 mM Tris/HCI pH=8,0
150 mM NaCl

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

Waschpuffer 2:
20 mM Tris/HCI pH=8,0
150 mM NaCl
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Eluierpuffer:
100 mM Triethylamin

150 mM NaCl

Vor dem erstmaligen Gebrauch werden die MB im Originalgefa® resuspendiert. 50 pl
davon werden in ein neues Reaktionsgefal® Uberflhrt. Nach Anlagerung an den
Magneten kann der Uberstand entnommen werden. Die MB werden je 2 x mit
Waschpuffer 1 und 2 x mit Waschpuffer 2 gewaschen. Die gereinigten MB werden im
Anschluss in 90 pl Waschpuffer 2 resuspendiert, 10 ul unverdiinnte Antikérperldsung
hinzugeflgt und unter Rotation fur 1 h inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Wiederholung

der vorgenannten Waschprozedur.

4.1.6.2. Immunprazipitation (IP) mit Magnetic Beads — Tosyl aktiviert

Dieser Schritt dient der Isolation des gesuchten polysialylierten Proteins aus dem
Gesamtgehirnlysat.

Allgemein ist eine Immunprazipitation eine bioanalytische Methode zur Isolation eines
bestimmten Antigens aus einer Vielzahl von sich in Losung befindlichen Antigenen.
Dieses Antigen kann ein Protein oder ein Peptid sein. In der Regel ist der Antikorper
dabei in vitro an ein festes Substrat gekoppelt und bindet Gber seine Affinitat an ein
bestimmtes Antigen.

Die Immunprazipitationen in dieser Arbeit wurden ausschlieBlich mit Magnetic Beads
(siehe vorheriger Abschnitt) durchgefuhrt. Fur die Isolation wird das Gehirnlysat zu den
MB dazugegeben, damit die mit Antikdrper beschichteten MB polysialylierte Glyko-
proteine binden kénnen. Mit Hilfe eines Magneten kénnen dann die MB, welche das

gesuchte Protein gebunden haben, vom Restlysat getrennt werden.

Waschpuffer 1:

20 mM Tris/HCI pH=8,0
150 mM NaCl

0,5 % (viv) NP40

Waschpuffer 2:
20 mM Tris/HCI pH=8,0
150 mM NaCl
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Eluierpuffer:
100 mM Triethylamin

150 mM NaCl

Die hier beschriebene Methode wurde berwiegend jeweils mit 10 NCAM-KO-Gehirnen
durchgefuhrt. Im Falle einer Immunprazipitation mit mehr oder weniger Hirnen wurde
analog verfahren.

Die 10 NCAM-KO-Gehirne werden nach vorhergehendem Protokoll lysiert und G. N. bei
4 °C im Drehschittler inkubiert. Am nachsten Tag werden die 10 Hirne bei 4 °C und
100.000 g fur 1 h zentrifugiert. Folgend werden alle 10 Uberstadnde zusammen in ein
15 ml Reaktionsgefal® pipettiert. Nach dem Vertexen werden 50 ul als Probe "D0"
entnommen.

Die zuvor 2 x in Waschpuffer B gelésten MB werden zu den ca. 10,5 ml Lysat gegeben
und das Gemisch . N. bei 4 °C im Uberkopfschiittler inkubiert.

Die Volumina eines jeden Arbeitsschrittes werden in separaten Reaktionsgefafien
(15 ml) aufbewahrt. Dies gewahrleistet eine optimale Qualitatskontrolle. Hierzu werden

die Reaktionsgefalte nach dem aufgefiihrtem Schema vorbereitet:

Tabelle 6: ReaktionsgefaR-Schema fiir die Inmunprazipitation

Proben-Nr. |Beschriftung Volumen
1 Lysat (n x IP) Gesamtes Lysat
2 D1 Datum, 1. WP-1 9,0 ml
3 D1 Datum, 1. WP-2 9,0 ml
4 D1 Datum, 1. WP-3 9,0 ml
5 D1 Datum, 2. WP-1 9,0 ml
6 D1 Datum, 2. WP-2 9,0 ml
7 D1 Datum, 2. WP-3 9,0 ml
8 Datum, Eluat 1 1,8 mlin 2 ml RG
9 Datum, Eluat 2 1,8 mlin 2 ml RG
10 Datum, Eluat 1 50 plin 500 yl RG
11 Datum, Eluat 2 50 ulin 500 ul RG
12 Waschen 2 X WP 2 zum saubern der MB
13 D1 Datum, 1. WP-1 50 pl in 500 pl RG
14 D1 Datum, 1. WP-2 50 plin 500 pl RG




Methoden 38

AnschlieRend folgt der erste Waschzyklus. Das Lysat wird mit Hilfe des Magneten in
das Lysat-Reaktionsgefal® Gberfihrt. Nun werden die MB 3 x mit 9 ml Waschpuffer 1
vorsichtig gewaschen. Schaumbildung ist zu vermeiden. Die jeweiligen Waschreste
werden in den Reaktionsgefallen Nr. 2-4 aufbewahrt. Auch von diesen Proben werden
jeweils 50 yl abgenommen und in die Reaktionsgefale 13 und 14 gegeben.

Im Anschluss wird ein zweites Mal gewaschen. Der Ablauf ist mit dem ersten
Waschzyklus nahezu identisch, einziger Unterschied ist, dass anstelle von
Waschpuffer 1 jetzt Waschpuffer 2 benutzt wird. Die Waschreste werden in den
Reaktionsgefalien 5-7 aufbewahrt.

Die an die MB gebundenen Proteine kénnen dann eluiert, d.h. von den MB geldst
werden. Hierzu werden 1,8 ml Eluierpuffer zu den MB pipettiert, behutsam geschuittelt
und das Protein enthaltende Eluat in Reaktionsgefal® Nr. 8 (zuvor mit 200 pl 1 M
Tris/HCI pH = 8,0 befiillt) gegeben. Erneut werden 50 pl zur Uberpriifung abpipettiert
und in Reaktionsgefal® Nr. 10 aufbewahrt. Um sicher zu sein, dass sich alle Proteine
geldst haben, folgt ein zweiter Eluiervorgang.

Um die MB von dem basischen und damit schadigenden Triethylaminpuffer zu
reinigen, folgt ein dritter Waschschritt, bei dem die MB 2 x mit 9 ml Waschpuffer 2
gewaschen werden. Hierdurch werden sie regeneriert.

Folgt eine erneute Aufreinigung von polysialylierten Proteinen, so wird das Lysat aus
dem Lysat-Reaktionsgefall wieder zu den MB pipettiert und G. N. im Drehschattler bei
4 °C inkubiert. Die Testproben, die Eluate und die Waschpuffer werden mit Stickstoff
eingefroren und bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert.

Insgesamt werden die MB 3 x an das Hirnlysat, welches aus 2 x 10 und 1 x 15
Mausegehirnen besteht, gekoppelt. Dieser Prozess dauert von der Vorbereitung der
Hirne bis zum 4. Eluiervorgang jeweils 4 Tage.

Nach der durchgefiilhrten Immunprézipitation folgt die Uberpriifung und weitere
Verwertung der eluierten Proteine mittels Gelelektrophorese, Western Blot, Silbergel

und Massenspektrometrie.

4.1.6.3. Immunprazipitation (IP) mit Magnetic Beads — Protein A

Nach der Kopplung der SynCAM1-Antikérper wird der resultierende MB-Protein-A-
Antikdrper-Komplex mit dem vorbereiteten Gewebelysat flir mindestens 1 h inkubiert.
Nach den Waschschritten erfolgt die abschlieRende Eluierung, bei der Antigen und
Antikérper von den MB getrennt werden. Der Eluierpuffer hat dabei ebenfalls einen

basischen Charakter, der die reversible Bindung, sowohl des Antikérpers als auch des
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Antigens 16st. Das gewonnene Eluat wird auf ReaktionsgefalRe verteilt, mit Stickstoff

versetzt und in der speedvac trocken gezogen.

4.1.6.4. Ankonzentrierung der immunprazipitierten Gehirnlysate

Durch den nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritt werden die Eluate gepoolt und
das gesuchte Protein ankonzentriert. Es werden 15 ml Zentricons mit einer Filtergrofle
von 10 kD verwendet.

Als Vorbereitung werden die Eluate bei 4 °C im Wasserbad aufgetaut und zwei
Zentricons werden mit 14 ml Tris / HCI-Puffer (50 mM; pH=8,0) bei 4000 x g und 4 °C
vorzentrifugiert.

Die Zentricons werden nun mit den Eluaten befullt. Dabei ist darauf zu achten, dass
maximal jeweils 14 ml in das Zentricon gefullt werden. Die Zentricons werden solange
bei 3500 x g und 4 °C zentrifugiert bis nur noch ca. 200 pl im Zentricon verbleiben.
Nach jedem Lauf werden die Zentricons mit Tris/HCL-Puffer auf 14 ml aufgefullt.

Direkt im Anschluss werden die resultierenden Proben kurz gevirlt, in Reaktionsgefalie

pipettiert, danach mit Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

4.2. Enzymverdau

421. Abspaltung von PolySia mittels Endoneuraminidase N

Endoneuraminidase N (EndoN) ist ein Enzym, das hochspezifisch Polysialinsduren
degradiert [216]. Hierdurch Iasst sich zum einen Uberprifen, ob der PolySia-Antikérper
735 spezifisch an PolySia bindet (Negativkontrolle), zum anderen lasst sich aber auch
die Groe von Proteinen durch die Abspaltung der Zuckerreste in der anschlieRenden
Gelelektrophorese genauer bestimmen, da nun die langen heterogenen Polysialin-
ketten das Molekulargewicht nicht mehr beeinflussen. Um das Gehirnlysat mit EndoN
zu verdauen, werden zu jeweils 100 pl Probe je 2 ul EndoN gegeben und das Gemisch
U. N. bei 8 °C im Schittler inkubiert. Nach dem Verdau kann die Probe fur weitere

Analysen direkt weiterverwendet werden.

4.2.2. Enzymatische Freisetzung von N-Glykanen durch PNGaseF

Um herauszufinden, ob die Polysialinsduren an N-Glykanen oder O-Glykanen
gebunden sind, wird das gesuchte Protein mit PNGaseF behandelt. Die Freisetzung
von N-Glykanen unter Erhalt des reduzierenden Endes kann sowohl enzymatisch als
auch auf chemischem Wege erfolgen. Fur die enzymatische Abspaltung werden die

beiden N-Glykosidasen PNGaseF und A verwendet, die als rekombinante Enzyme
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kommerziell erhaltlich sind. Zur chemischen Freisetzung von N-Glykanen wird die
Hydrazinolyse angewendet.

In dieser Arbeit wird ausschliel3lich PNGaseF fir die Freisetzung verwendet. Damit das
Enzym arbeiten kann, muss die Probe in Natrium-Phosphat-Puffer vorliegen. Dies kann
erreicht werden, indem die urspringliche Probe lyophilisiert und anschlieRend in
Natrium-Phosphat-Puffer (50 mM) aufgenommen wird. Bei einem Volumen von 50 pl
werden dann 5 pl Denaturierungspuffer dazu pipettiert und das ganze 10 min bei
100 °C gekocht. Anschlieliend werden 5,5 ul 10 %iges NP40 dazugegeben und die
Probe abgeklhlt. Zuletzt werden 10 pul PNGaseF (Roche), dies entspricht 5000 Units,
dazu pipettiert und G. N. bei 37 °C im Drehschuttler inkubiert. Zuletzt erfolgt die Zip-Tip

Aufreinigung, dann kénnen die Proben weiterverwendet werden.

4.2.3. Tryptischer Verdau von Proteinen im Gel

Fir den In-Gel-Verdau werden kaufliche Gele benutzt (10%; BioRad). Der tryptische
Verdau muss je nach GréRRe des Gelstlickes angepasst werden.

Nach der Elektrophorese wird der gewlinschte Bereich aus dem Gel mit Hilfe eines
Skalpells ausgeschnitten, in ein mit 100 pyl Aqua bidest gefilltes LoBind-
Reaktionsgefal tUberfuhrt und 10 min unter Schutteln gewaschen. Das Wasser wird

ausgetauscht und der Vorgang wiederholt. Am Ende wird das Wasser abpipettiert.

Waschvorgang:

Zu dem Gelstiick werden 100 pyl 50 mM NH4HCO3-Puffer und ACN in einem Verhaltnis
von 1:1 gegeben und das Gemisch 15 min bei RT geschittelt. Danach wird der
Uberstand abgenommen, das Gel mit 50 pl Acetonitril (AcN) bedeckt und fir 1 min
geschrumpft. AnschlieBend wird der Uberstand abgenommen und das Gel mit 50
NH4HCO;-Puffer rehydriert. Nach 5 min werden 50 pl AcN zugegeben, 15 min inkubiert
und der Uberstand abgenommen. Der letzte beschriebene Zyklus wird noch einmal
wiederholt, dann wird das Gelstiick wieder mit AcN geschrumpft, der Uberstand

abgenommen und das Gel in der SpeedVac getrocknet.

Reduktion und Alkylierung:

Das Gelstlick wird nun mit 50 pl DTT (10 mM in 50 mM NH4HCOg3-Puffer) 30 min bei
RT inkubiert, der Uberstand abgenommen und sofort mit 50 pl Jodacetamid (55 mM in
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50 mM NH4HCOs-Puffer) bei RT im Dunkeln inkubiert. Dann wird der Uberstand
abgenommen und mit 100 yl 50 mM NH;HCOg;-Puffer unter Schiitteln fir 15 min
gewaschen. Der Uberstand wird abgenommen und 100 ul 50 mM NH4HCOs-Puffer und
AcN in einem Verhaltnis von 1:1 zugegeben. Erneut wird 15 min unter Schitteln
gewaschen, danach wird das Gel mit 50 pul AcN bedeckt, 1 min geschrumpft, der

Uberstand abpipettiert und anschlieend in der SpeedVac getrocknet.

Verdau nach Promega mittels ProteaseMAX Surfactant Trypsin Enhancer:

FUr den Verdau der eluierten und ankonzentrierten Proteine wird ProteaseMAX
Surfactant Trypsin Enhancer (Promega) benutzt. ProteaseMAX Surfactant |6st Proteine
und ermoglicht einen verbesserten Verdau mit Proteasen wie Trypsin oder
Chymotrypsin. Fur den In-Gel Verdau verbessert ProteaseMAX Surfactant zusatzlich
die Ausbeute von Peptiden. Besonders lange Peptide, die unter normalen
Bedingungen in der Gelmatrix gehalten wurden, 16sen sich nun besser.

Die Funktion von ProteaseMAX Surfactant beruht auf dem Prinzip, dass die
Proteinspaltstellen fir die Proteasen besser zuganglich gemacht werden, welche durch
Proteinfaltung normalerweise schlecht erreichbar sind. Hierdurch kann die normale
Verdauzeit bei Trypsin von 12 h auf 3 h reduziert werden.

Zu dem getrockneten Gelstlick werden 20 pl Trypsin (12 ng / pl) in 0,025 %
ProteaseMAX Surfactant /| 50 mM NHsHCO; pipettiert und das Gel fir 10 min
rehydriert. Danach wird das Ganze mit 10 pl 0,025 % ProteaseMAX Surfactant /| 50 mM
NH4HCO; Uberschichtet und 3 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem Verdau wird das
LoBind-Reaktionsgefal® 10 s zentrifugiert, um mdgliches Kondensat von den Wanden
zu lésen. Nun werden 10 pl 0,01 % ProteaseMAX Surfactant in NANOpure Wasser
dazugegeben und die Peptide bei mittlerer Vortexgeschwindigkeit 5 min lang extrahiert.
Die so extrahierten Peptide werden in ein neues Reaktionsgefal® Gberfuhrt. Zu dem
verbliebenen Gelstlick werden 20 ul 0,01 % ProteaseMAX Surfactant | 1 % TFA
gegeben und der Extraktionsvorgang wie zuvor beschrieben wiederholt. Die so
extrahierten Peptide werden zu denen aus der ersten Extraktion dazupipettiert und fur
2 min bei RT inkubiert.

Peptid-Entsalzung:

Um die Menge an Degradierungsprodukten zu reduzieren, wird eine Aufreinigung
mittels 10 pl Zip-Tip Pipettenspitzen (Omnix), beschichtet mit C-18 Material,
durchgeflhrt.
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Zuerst werden die Zip-Tips nach folgendem Protokoll gereinigt:

3 x 80 % AcN
3 x60 % AcN
3 x40 % AcN
10 x 0,1 % TFA

Jetzt wird die Probe nach dem folgenden Protokoll langsam 10 x aspiriert und
extrahiert, dann kurz gevirlt. Dieser Vorgang wird 4 x wiederholt. Um Uberschussiges
Salz und Verunreinigungen zu entfernen, werden 10 x 0,1 % TFA aspiriert und in das

anfangliche Probenreaktionsgefald gegeben. Das Eluieren wird wie folgt durchgefihrt:

1 x40 % AcN
1 x60 % AcN
1 x 80 % AcN

Diese insgesamt ca. 30 yl Volumen werden in einem neuen LoBind-Reaktionsgefafy
gesammelt, gevertext, kurz anzentrifugiert und mdglichst schnell auf das Target

aufgetragen.

4.2.4. Tryptischer Verdau von gelésten Proteinen

Der tryptische Verdau geloster Proteine dient der Probenaufbereitung flr
massenspektroskopische Untersuchungen. Die entsprechende Probe sollte in
NH,HCO;-Puffer geldst sein (100 mM; pH = 8,0). In den folgenden Schritten wird
jeweils immer das Ausgangsvolumen der Probe von den entsprechenden Ldésungen
dazugegeben.

Zuerst erfolgt die Carbamidomethylierung, bei 50 uyl Probenvolumen werden ent-
sprechend der Volumenaquivalenz 50 ul DTT (10 mM in 50 mM NH,;HCO,-Puffer) dazu
pipettiert und 30 min bei 50 °C inkubiert. Im Anschluss werden 50 pl lodacetamid (45
mM in 50 mM NH;HCO;-Puffer) dazugegeben und im Dunkeln bei 18°C fir 30 min
inkubiert. Fur den Verdau wird dann das Trypsin (ca. 1:1000) zur Probe dazu pipettiert
und U.N. inkubiert. Am nachsten Tag wird der Verdau dann mittels 2,3 yl PMSF fir 1 h
bei 37 °C abgestoppt. Der tryptische Verdau ist abgeschlossen, die Probe kann nun

der massenspektroskopischen Untersuchung zugefuhrt werden.
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4.3. Massenspektrometrie

4.3.1. MALDI-TOF-MS (/MS) Analysen

Die Massenspektrometrischen Analysen wurden mit einem Ultraflex TOF
Massenspektrometer (Bruker-Daltonik, Bremen, Deutschland), ausgestattet mit einem
Stickstofflaser und einer LIFT-MS/MS Einheit, durchgefuhrt. Das Massenspektrometer
wurde im positiven Reflektormodus betrieben, Fragmentanalysen mittels Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) wurden nach Laser-induzierter lonisation (LID)
ausgeflhrt.

Als Software wurde FlexControl Version 3.0 von Bruker Daltonics benutzt. Die externe
Kalibrierung erfolgte mittels eines Peptid-Kalibrierungsstandards (Bruker-Daltonik).

Fir die Messungen wurden 1 ul entsalzene Peptide aus dem In-Gel Verdau auf ein
vorgespottetetes Anchorchip Target (PAC, Bruker-Daltonik) aufgetragen. Nach dem
Trocknen wurde der Spot mit 10 yl 20 mM Ammoniumphosphatpuffer / 0,1 % TFA
gewaschen. Die isolierten polysialylierten Glykopeptide wurden auf ein Stainless Steal
Target in 1 pyl Wasser gemischt und mit 1 pl Matrix (10 mg / ml 2,5-
Dihydroxybenzolsaure in 50 % ACN, 1 % O-Phosphorsaure) jeweils vor und nach
Deglykosylierung mit PNGaseF aufgetragen.

Insgesamt wurden in den positiven MS und MS/MS Modi zwischen 500 und 5000

Schusse aufaddiert.

4.3.2. Auswertung und Datenbanksuche

Zur Auswertung der erhaltenen Daten wurde die Software FlexAnalysis 3.0 von Bruker
Daltonik benutzt. Hier wurden die detektierten Signale annotiert.

Fir die Suche der Peptid-Fingerprints wurden die MALDI-MS(/MS) Daten (ber die
Mascot data search (MSDS) database (200608313239079 Sequenzen) mit Hilfe des

Mascot Programmes (http://www.matrixscience.com) bei folgenden Einstellungen

benutzt: Begrenzung auf mus musculus; Peptidmassentoleranz 25 ppm; bis zu eine
fehlerhafte Spaltung erlaubt; als feste Modifikation wird berlcksichtigt: Cysteine
Carbamidomethylierung; als variable Modifikation wird berticksichtigt: Methionine
Oxidation.

Fur die Identifikation der polysialylierten N-Glykosylierungsstellen wurde die
Massentoleranz auf 15 ppm erniedrigt und potentielle Deaminierungen von Asparagin

und Glutamin als erlaubte Modifikationen eingestellt.


http://www.matrixscience.com/
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4.4. High Pressure Liquid Chromatography

a-Ketocarbonsauren kénnen durch 1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol (DMB)
fluoreszenzmarkiert und anschlieBend mittels High  Performance Liquid
Chromatography (HPLC) detektiert werden. In einer Eintopfreaktion werden Oligo- und
PolySia-Ketten unter sauren Bedingungen vom Glykokonjugat abgespalten und im
Anschluss mittels DMB das reduzierende Ende markiert. Die resultierenden DMB-
markierten Oligo- und PolySia-Ketten werden anschlieend nach Anzahl der
Sialinsauren mittels Anionenaustauscher-Chromatographie aufgetrennt. Hierdurch
kann nicht nur die Anwesenheit von Oligo- und PolySia nachgewiesen, sondern auch
eine Aussage Uber die Lange der Ketten gemacht werden. Unvermeidlich ist bei dieser
Methode jedoch die teilweise auftretende hydrolytische Spaltung interner

Sialylverbindungen, die aufgrund der sauren Bedingungen erfolgt.

441. Kettenlangen- / Gesamt-PolySia-Bestimmung
DMB-Puffer:

9mM Na-Hydrogensulfit

500 mM Mercaptoethanol

20 mM TFA

+1,2mg DMB / ml DMB-Puffer

Zur Vorbereitung werden jeweils ein WT- bzw. NCAM-KO-Gehirn abgewogen und 500
gl 20 mM  Tris/HCI (pH=7,5) dazugegeben. Die Gehirne werden nun mit der
Ultraschallsonde homogenisiert. Jetzt werden die Konzentrationen durch Zupipettieren
von Lysepuffer angepasst. Im Anschluss erfolgt eine Chloroform-Methanol-Extraktion,
durch die Lipide und wassrige Bestandteile entfernt werden kdénnen. Hierzu werden
1000 pI Chloroform-MeOH (1:2) zu jedem Gehirnlysat gegeben, das Gemisch
geschuttelt und bei 14000 rpm bei 4 °C fir 20 min abzentrifugiert. Es bildet sich ein
Proteinpellet, der Uber- und Unterstand wird abpipettiert. Nun werden 500 ul Wasser
dazugegeben und das Pellet wird mittels Ultraschallsonde rehomogenisiert. Im
Anschluss erfolgt eine erneute Zugabe von Chloroform-MeOH (1:2), es schlie3t sich
eine erneute Abzentrifugation an (14000 rpm, 4 °C, 20 min). Der Uber- und Unterstand
wird abermals abpipettiert. Es werden 500 pl EtOH (80 %) zum Pellet hinzugegeben
und dieses mit dem Ultraschallstab homogenisiert. Das Gemisch wird nun in der
Speedvac lyophilisiert. Wenn die Probe trocken ist, werden 120 pyl DMB-Puffer und
120 ul Tris / HCI (20 mM, pH=8,0) dazugegeben und bei 4°C fir 48 h im Schuttler
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inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wird die Reaktion fir 20 min abgedunkelt, im Anschluss
mit 60 pul NaOH (1 N) abgestoppt. Hiernach wird die Probe abzentrifugiert (14000 rpm,
30 min). Der Uberstand kann nun mittels HPLC gemessen werden. Das HPLC-System
ist mit einer DNAPac PA-100 Saule ausgestattet, der Fluoreszensdetektor ist auf 372
nm Extinktion und 456 nm Emission eingestellt. MilliQ-Wasser und 4 M
Ammoniumazetat (E2) werden als Eluat in folgenden Gradienten-Konzentrationen
verwendet:

Tomin=0 % (V/V) E2; T15min=8 % (V/V) E2; T4omin=12 % (VIV) E2; T160min=23 % (v/v) E2. Die
Saule wurde mit 100 % (v/v) E2 fr 10 min gewaschen. Der Standard wurde aus einer
10 ug / ml Colominsaure-Standardiésung 1:400 in einem DMB-Tris/HCI Gemisch (v/v)

verdunnt.
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5. Ergebnisse

5.1. Proteinbestimmung

Fir vergleichende Analysen zwischen WT- und NCAM-KO-Mausen musste die
Proteinkonzentration der Proteinextrakte ermittelt werden. Durch die Bestimmung und
die anschlieBende Anpassung der Konzentrationen konnten identische Protein-
konzentrationen fir SDS-Gelelektrophoresen verwendet werden. Durch diesen Schritt
kénnen die erhaltenen Ergebnisse in Beziehung zum WT gesetzt und mit diesem
verglichen werden. Fur die Bestimmung wurden die gefrorenen Mausegehirne mit
Lysepuffer versetzt und mit der Ultraschallsonde bei Kuhlung homogenisiert.
Abschlielend wurden unlésliche Bestandteile abzentrifugiert. Mittels BCA assay kit
wurden die Konzentrationen des Standards und der Proben im Micro Plate Reader bei
einer Wellenlange von 562 nm gemessen. Die Proteinkonzentration wurde

anschlieRend per Standardreihe berechnet (siehe Abb. 11).
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Abbildung 11: Beispiel einer Kalibriergrade zur Bestimmung der Proteinkonzentration
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5.2. Nachweis von PolySia in NCAM-KO-Mausen

Mittels eines Anti-PolySia-Antikdrpers konnten schon Cremer et al. sehr geringe
Mengen von PolySia im Gehirn von NCAM-KO-Mausen nachweisen [91]. Der erste
Schritt dieser Doktorarbeit bestand in der Bestatigung dieses Ergebnis und der
Uberprifung, ob sich auch in unseren NCAM-KO-Mausegehirnen PolySia nachweisen
lasst. Zudem sollte zur Absicherung gezeigt werden, dass die NCAM-KO-
Mausegehirne kein NCAM enthalten.

Zu diesem Zweck wurden je ein WT- und NCAM-KO-Gehirn mit Lysepuffer versetzt
und nach Protokoll mittels Ultraschallsonde homogenisiert. Die Proben wurden danach
geteilt und jeweils eine mit Endoneuraminidase N (EndoN) versetzt. EndoN degradiert
a2,8-verknupfte PolySia, sodass Ketten von maximal sieben Sialinsduren entstehen
[218]. Der verwendete Antikorper gegen PolySia mAk 735 bendtigt eine minimale
Sialinsaurekettenlange von acht Sialinsdureresten um binden zu kénnen. Folglich kann
er nach EndoN-Behandlung keine PolySia mehr detektieren. Dieser Schritt dient als
Negativkontrolle. Er soll zeigen, dass der verwendete Anti-PolySia-Antikorper
spezifisch an PolySia bindet.

Jeweils 10 uyl Probe wurden pro Tasche aufgetragen. Aufgrund des anzunehmenden
grolien Mengenunterschiedes von PolySia im WT und der NCAM-KO-Maus wurde die
WT Probe 1:10 verdunnt. Daraus resultiert eine effektive Menge an Gehirnlysat pro
Bande von 4 ug beim WT und 40 ug bei der NCAM-KO-Maus. Dieses Vorgehen
vereinfacht die Entwicklungsprozedur durch Vermeidung einer zu starken
Uberbelichtung des WT. Nach der Elektrophorese erfolgte der Proteintransfer auf eine
PVDF-Membran, welche anschlieRend mit dem PolySia spezifischen Antikérper 735
aus der Maus gefarbt wurde. Dieser mAk 735 wurde anschlielend von einem
Meerrerrich-Peroxidase gekoppelten Anti-Maus Sekundarantikérper aus der Ziege
erkannt und mit Chemilumineszenz-Detektion entwickelt.

Der Western Blot in Abbildung 12 zeigt eindeutig die Existenz von PolySia im Gehirn
von NCAM-KO-Mausen und bestatigte die bereits bestehenden Ergebnisse [91]. Trotz
der 10-fachen Verdinnung des WT zeigt sich eine deutliche Mehrbelichtung der WT
Bande im Verglich zur NCAM-KO-Bande. Beim WT liegt die signalgebende Bande
zwischen 200 und 260 kDa. Diese relativ undeutliche und diffuse Bande resultiert aus
den zwei unterschiedlich stark polysialylierten Isoformen NCAM-140 und -180 und ist
typisch fur polysialylierte Proteine, die mittels Gelelektrophorese aufgetrennt werden.
Im Gegensatz zum WT zeigt sich bei der NCAM-KO-Maus eine Bande bei
100 - 120 kDa. Auch diese Bande ist verhaltnismaRig diffus, was auf eine unterschied-

liche Polysialylierung des gesuchten Proteins hindeutet. Beide Signale waren nicht
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mehr erkennbar nachdem PolySia mittels EndoN degradiert wurde. Dies zeigt, dass
das Immunsignal spezifisch war.

Durch den Western Blot in Abbildung 13 konnte bestéatigt werden, dass in den
gelieferten NCAM-KO-Gehirnen kein NCAM exprimiert wurde. Die Banden der NCAM-
KO-Maus zeigten weder vor noch nach der Behandlung mit EndoN ein Signal.

Im Gegensatz hierzu finden sich beim WT deutliche signalgebende Banden. Ohne
EndoN stellt sich ahnlich wie in Abbildung 12 nur eine Bande dar. Sie zeigt die beiden
unterschiedlich stark polysialylierten Isoformen NCAM-140 und -180. Nach EndoN-
Behandlung sind zwei scharfe Banden bei ~140 und ~180 kDa zu erkennen. Diese
entsprechen den unpolysialylierten Isoformen NCAM-140 und -180.

Durch diese zwei Western Blots konnte somit die Existenz von PolySia in der NCAM-
KO-Maus bestatigt werden. Zudem wurde gezeigt, dass die untersuchten Genotypen

kein NCAM exprimieren.

Anti-PolySia
WT NCAM-KO
EndoN - + - +

250 kDa -

150 kDa -

100 kDa - .

Abbildung 12: SDS-Gel und Western Blot von Wildtyp- (WT) und NCAM-KO-Mause-
gehirnen

Der Anti-PolySia-mAk 735 zeigt PolySia als breite diffuse hochmolekulare Bande. Die Gehirne
wurden mit und ohne (+/-) EndoN behandelt.
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Anti-NCAM
WT NCAM-KO
EndoN - + - +
250 kDa - .
-
150 kDa - "
100 kDa -

Abbildung 13: SDS-Gel und Western Blot von Wild-Typ- (WT) und NCAM-KO-Mause-
gehirnen

Der Anti-NCAM-mAK H28 zeigt, dass bei der NCAM-KO-Maus kein NCAM vorhanden ist. Die
Gehirne wurden mit und ohne (+/-) EndoN behandelt.

5.3. Charakterisierung der PolySia in NCAM-KO-Mausen

Nachdem gezeigt wurde, dass auch in NCAM-KO-Mausen PolySia synthetisiert wird,
sollten weitere Analysen durchgefiihrt werden. Es sollte zum einen bestimmt werden,
wieviel PolySia im Gehirn von NCAM-KO- im Vergleich zu WT-Mausen gebildet wird
und zum anderen herausgefunden werden, wie lang die synthetisierten PolySia-Ketten
sind.

Fir die Klarung dieser Fragen wurde die ,milde“ DMB-HPLC Methode eingesetzt. In
zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass sich diese Methode sehr gut zur
qualitativen und quantitativen Charaterisierung von PolySia eignet [23, 149, 219].

Fir die Analyse wurden die mittels Chloroform-Methanol-Extraktion entfetteten
Gehirnhomogenate der WT- und NCAM-KO-Gehirne mit DMB-Puffer versetzt und die
freigesetzten und floureszenzmarkierten PolySia-Ketten mittels Anionenaustausch-
chromatographie nach der Lange der Sialinsaureketten aufgetrennt. Far die
quantitative Bestimmung der Menge an PolySia wurden 9 % des Gesamtgehirn-
homogenates eines Gehirnes, dies entspricht 7 mg Gehirngewebe, injiziert. Um die
maximale detektierbare Kettenlange zu bestimmen, wurden 86 % des Aliquots, dies

entspricht 69 mg Gehirngewebe, verwendet.
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Abbildung 14: DMB-HPLC Analysen von WT- und NCAM-KO-Mausegehirnen

(A) Kettenlangenbestimmung aus 90 % des Aliquots. Die Nummern entsprechen der
Kettenlange. (B) Maximale detektierbare Kettenlange von WT (~62) und NCAM-KO (~44). (C)
PolySia Ketten mit mehr als 8 Sialinsduren wurden aufaddiert, um den Gesamtgehalt an
PolySia zu errechnen. Im Vergleich zum WT finden sich im NCAM-KO-Gehirn nur ~3,5 %
PolySia.

Anhand der erhaltenen Ergebnisse (s. Abb. 14) zeigte sich, dass die Menge an PolySia
im Gehirn der NCAM-KO-Maus erniedrigt ist.

Im Vergleich zum WT (auf 100 % gesetzt) enthalt die NCAM-KO-Maus ~3,5 % soviel

PolySia (siehe C). Die Analysen zur Bestimmung der Kettenlangen ergaben, dass beim
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WT Kettenlangen von bis zu 62 Sialinsduren detektierbar waren, bei der NCAM-KO-
Maus waren Kettenlangen bis 44 Sialinsduren nachweisbar (siehe B). Dies macht

einen Unterschied von 18 Sialinsdureresten.

5.4. NCAM-KO Kinetik-Test

Die bisherigen Versuche wurden alle mit frischen NCAM-KO-Gehirnlysaten
durchgefuhrt, die Proben bzw. Gehirne immer direkt nach dem Lysieren der jeweiligen
Analyse zugeflihrt. Wahrend der geplanten Immunprazipitation mussten die Lysate
uber einen Zeitraum von jeweils zwei bis drei Tagen inkubiert werden. Hier stellte sich
die Frage, ob beispielsweise Sialidasen PolySia abbauen und somit die PolySia-
Konzentration sinkt.

Aus diesem Grund wurde eine Testreihe durchgefuhrt und ein NCAM-KO-Gehirn nach
Protokoll lysiert und auf sechs Proben mit gleichem Volumen aufgeteilt. Diese wurden
anschlieflend im Thermomixer bei 37 °C inkubiert. Die Temperatur von 37 °C wurde
gewahlt, um mogliche Bindungsbriiche oder PolySia-Zerfalle zu beschleunigen.
Hierdurch konnten die Zeitintervalle im Sinne eines Zeitraffers verkirzt bzw. simuliert
werden.

Alle 30 Minuten wurde eine Probe aus dem Thermomixer enthommen und gekihlt
gelagert. Die Proben wurden im Anschluss nach bereits beschriebenem Protokoll auf
ein Gel aufgetragen, geblottet und per Chemilumineszenz entwickelt. Der Westen Blot
(s. Abb. 15) zeigt ein nahezu unverandertes PolySia-Signal bei allen Proben, die

Bindung zwischen PolySia-Ketten und dem gesuchten Protein ist stabil.
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Anti-PolySia
NCAM-KO
Zeitinmin| O | 30 | 60 | 90 | 120 | 150

250 kDa —

Abbildung 15: Besténdigkeitspriifung des polysialylierten Proteins

Fir den Western Blot wurde ein NCAM-KO-Gehirn lysiert und auf sechs Reaktionsgefalle
aufgeteilt. Diese wurden bei 37 °C fur 30, 60, 90, 120 und 150 Minuten inkubiert. Die
resultierenden Proben wurden per Elektrophorese aufgetrennt und mit mAk 735 angefarbt und
mit Chemilumineszenz entwickelt.

150 kDa —

120 kDa —

100 kDa -

5.5. Immunprazipitation

Bis zu diesem Zeitpunkt konnte gezeigt werden, dass ein Protein bzw. mehrere
Proteine in der NCAM-KO-Maus polysialyliert vorkommen. Zusatzlich haben die
Western Blot Analysen gezeigt, dass das neue Protein vermutlich kleiner bzw. gleich
110 kDa sein musste. Durch die HPLC Ergebnisse konnte belegt werden, dass die
PolySia im Vergleich zum WT nahezu identische Kettenlangen erreicht, jedoch der
Gesamtgehalt an PolySia stark erniedrigt ist.

Fur diese bisherigen Analysen wurde das Gesamtgehirnlysat verwendet. In diesem
Lysat geldst befinden sich alle Proteine aus dem Mausegehirn. Dieser Zustand macht
die ldentifikation eines einzelnen Proteins ohne weitere Hinweise auf das gesuchte
Protein nahezu unmaoglich.

Fur eine erfolgreiche ldentifikation musste das gesuchte Protein also aus der Vielzahl
von sich im Hirnlysat befindlichen Proteine isoliert werden. Um dies bewerkstelligen zu
kénnen, wurde der PolySia-Trager mittels Anti-PolySia-mAKk isoliert.

Fir die Immunprazipitation wurden Magnetic Beads verwendet. An die MB wurde der

monoklonale Anti-PolySia-Antikorper 735 irreversibel gekoppelt.
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Die gekoppelten MB wurden nun zu den vorher lysierten Gehirnen gegeben. Insgesamt
wurden 35 NCAM-KO-Gehirne, aufgeteilt auf drei Aliquots, immunprazipitiert. Nachdem
die Antikoérper an das Antigen PolySia gebunden hatten, konnten sie mitsamt dem
gesuchten Protein durch einen Magneten vom Gesamtlysat getrennt werden. Mittels
basischem Eluierpuffer (pH=14) wurde dann der Komplex zwischen Antikérper und
gesuchtem Protein wieder getrennt, wodurch im Endeffekt das gesuchte Protein isoliert
werden konnte. Die Eluate wurden direkt mit Stickstoff gefroren und bei -80 °C
gelagert. Um die Verunreinigung so gering wie mdglich zu halten, wurde vor dem
zweifachen Eluieren mit zwei verschiedenen Waschpuffern je dreimal gewaschen.
Diese Form der Immunprazipitation wurde in unserer Arbeitsgruppe zum ersten Mal
durchgefuhrt. Aus diesem Grund war eine genaue Qualitatskontrolle notwendig, um
verlasslich zeigen zu kdnnen, dass diese Methode unter den gewahlten Bedingungen
funktioniert. Zu diesem Zweck wurden bei jedem Schritt der Isolation Proben
entnommen und diese nach jeder der drei zeitlich separierten Aufreinigungen

analysiert. Zur Analyse wurden Western Blots und Silbergele angefertigt.
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Abbildung 16: Kontroll - Western Blot nach der ersten Immunprazipitation
Verwendet wurde der Anti-PolySia mAk 735. Lysat O entspricht der PolySia Konzentration im
Gesamtgehirnlysat vor Immunprazipitation. Die Lysat-Banden 1-3 zeigen die Anfarbung von
PolySia im Gehirnlysat nach jedem Aufreinigungsschritt. Die Eluat-Banden zeigen die
qualitativen PolySia-Konzentrationen in den Eluaten der jeweiligen Durchgange.
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Um zu zeigen, dass das gesuchte Protein mittels MB isoliert werden konnte, wurden
Proben der Lysate und Eluate mittels Elektrophorese aufgetrennt und geblottet. Im
Anschluss wurde mit dem Anti-PolySia-Antikérper mAk 735 angefarbt. Dieser mAk 735
wurde anschlieBend von einem Anti-Maus Sekundarantikérper erkannt und mit
Chemilumineszenz-Detektion entwickelt (s. Abb. 16). Die Bande 1 zeigt die PolySia im
Ausgangslysat nach Homogenisierung. Lysat 1, 2 und 3 (Bande 2-4) zeigen die
PolySia im Gesamtlysat jeweils nach dem ersten, zweiten und dritten Durchgang der
ersten Aufreinigung. Wie zu erwarten, ist die PolySia-Konzentration im Rohlysat am
héchsten und nimmt mit jedem Durchgang ab. Auch kann man erkennen, dass der
Grolteil der PolySia schon nach den ersten beiden Durchgangen aus dem Lysat
entfernt werden konnte. Um zu belegen, dass sich diese PolySia auch wirklich in den
Eluaten befindet und nicht bei den Waschvorgangen ausgespilt wurde, wurden die
Eluate ebenfalls aufgetragen. Es zeigt sich eine starke PolySia-Farbung in den jeweils
ersten Eluaten des ersten und zweiten Zyklus (Bande 5-6). Dieses Ergebnis korreliert
mit der zuvor beschriebenen Abnahme von PolySia in den Gesamtlysaten (Bande 1-4).
Die nur noch geringe Anfarbung von PolySia in den Eluaten der nachfolgenden
Durchgange (Bande 7-10) lasst sich dadurch erklaren, dass die MB bereits nach zwei
Durchgangen ihr Maximum erreicht haben. Die PolySia-Konzentration in den
nachfolgenden Lysaten ist danach zu gering flr die Beads, sodass nur noch kleine

Mengen gebunden werden.

Mithilfe eines Silbergels (s. Abb. 17) wurde Uberprift, wie hoch die Verunreinigung mit
Fremdproteinen in den Eluaten ist und wie gut die Waschpuffer diese
Verunreinigungen entfernen. Schon die jeweils ersten Waschpuffer (Bande 7-9) der
jeweiligen Durchgange entfernen nahezu alle sichtbaren Verunreinigungen, sodass
fast keine Verunreinigungen in den jeweils zweiten Waschpuffern (Bande 10-12)
verbleiben. Passend dazu lassen sich keine Verunreinigungen in den Eluaten
anfarben. Die Ergebnisse aus Western Blot und Silbergel belegen somit die Effizienz
der durchgefuihrten Immunprazipitation mittels MB. Es konnte eine hohe Ausbeute bei

sehr geringer Verunreinigung erzielt werden.

Zusatzlich zeigten die Kontrollen, dass sich das gesuchte Protein mittels Silbergel nicht
nachweisen lie3. Retrospektiv lag dies wahrscheinlich an der geringen Menge und an
dem Sachverhalt, dass glykosylierte Proteine mittels Silbergel nur schwer anzufarben

sind.
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Abbildung 17: Kontroll-Silbergel nach der ersten Imnmunprazipitation
Durch den ersten Waschpuffer (Bande 7) konnte der Hauptteil der Verunreinigungen entfernt
werden. Als Resultat zeigen die Eluate (Bande 1-6) nur minimale Verunreinigungen.

In analoger Weise wurde die Aufreinigung noch zweimal durchgeflihrt und kontrolliert.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass keine relevanten Verunreinigungen
detektiert und die polysialylierten Proteine mit dem beschriebenen Versuchsaufbau

isoliert werden konnten.

5.6. Ankonzentrierung der Eluate

Insgesamt wurden durch die Immunprazipitation 35 Mausegehirne mittels Magnetic
Beads aufgereinigt. Das Volumen eines Eluat-Reaktionsgefalles (Eluat-RG) betrug ca.
1,8 ml, insgesamt ergaben die 24 Eluat-RG somit ein Volumen von ca. 44 ml. Da das
gesuchte polysialylierte Protein in sehr geringer Konzentration vorliegt, war eine
Ankonzentrierung der Immunpréazipitate erforderlich. Diese wurde mittels 15 ml
Zentricons mit einer FiltergrofRe von 10 kDa durchgeflihrt. Das Prinzip beruht darauf,
dass der Puffer den Filter des Zentricon passieren kann, jedoch Proteine grofer
~10 kDa, also auch das gesuchte polysialylierte Protein mit einer vermuteten Gréle

von ~100 kDa, zurtckgehalten werden und somit ankonzentriert werden kénnen. Nach
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einem Spuldurchlauf, bei dem die Zentricons mit Tris/HCI befillt wurden, wurden sie
schrittweise nach dem unten abgebildeten Schema (s. Tab. 7) mit den Eluaten befullt
und bei 4 °C abzentrifugiert. Durch die Ankonzentrierung konnte das Volumen von
44 ml auf 200 ul in RG-A (sehr hohe PolySia-Konzentration), 200 pl in RG-B (mittlere
PolySia-Konzentration) und 260 pl im PNGaseF-RG (niedrige PolySia-Konzentration
mit PNGaseF-Puffer) reduziert werden. Aus dem PNGaseF-RG wurden nun noch
200 pl fur einen PNGaseF-Verdau mit anschlieRendem Western Blot entnommen, aus

RG-B wurden 20 pl fur eine Silbergelfarbung enthommen.

Tabelle 7: Schema der Ankonzentrierung

Lauf-Nr. Zentricon A - Eluate Zentricon B - Eluate
1 1. Lauf: Eluat 1 - 1.Durchgang 1. Lauf: Eluat 1 - 3.Durchgang
1. Lauf: Eluat 1 - 2.Durchgang 1. Lauf: Eluat 1 - 4.Durchgang
1. Lauf: Eluat 2 - 1.Durchgang
2. Lauf: Eluat 1 - 1.Durchgang 1. Lauf: Eluat 2 - 2.Durchgang
1. Lauf: Eluat 2 - 3.Durchgang
3. Lauf: Eluat 1 - 1.Durchgang 1. Lauf: Eluat 2 - 4.Durchgang
3. Lauf: Eluat 1 - 2.Durchgang 2. Lauf: Eluat 1 - 2.Durchgang
auf ca. 14ml mit Tris/HCI auffillen
2 die RG von Lauf 1 mit Tris/HCI 2. Lauf: Eluat 1 - 3.Durchgang
spulen und ins Zentricon geben 2. Lauf: Eluat 1 - 4.Durchgang
. . 2. Lauf: Eluat 2 - 1.Durchgang
auf ca. 14ml mit Tris/HCI auffillen 2. Lauf: Eluat 2 - 2.Durchgang
2. Lauf: Eluat 2 - 3.Durchgang
2. Lauf: Eluat 2 - 4. Durchgang
3. Lauf: Eluat 1 - 3.Durchgang
3 auf ca. 14ml mit Tris/HCI auffillen 3. Lauf: Eluat 1 - 4.Durchgang
3. Lauf: Eluat 2 - 1.Durchgang
3. Lauf: Eluat 2 - 2.Durchgang
3. Lauf: Eluat 2 - 3.Durchgang
3. Lauf: Eluat 2 - 4.Durchgang
auf ca. 14ml mit Tris/HCI auffillen
4 auf ca. 14ml mit Tris/HCI auffillen die RG von Lauf 1 bis 3 mit
Tris/HCI spulen und ins Zentricon
geben (14ml)
5 auf ca. 14ml mit Tris/HCI auffillen die RG von Lauf 1 bis 3 mit Tris/HCI
spllen und ins Zentricon geben
(14ml)
6 die ca. 200yl Ankonzentrat in von den 200pl Ankonzentrat 50pl

LoBind-RG (500ul) Gbertragen — RG-A

auf ca. 14ml mit Na/Phosphat auffiillen

in Zentricon A Ubertragen

auf ca. 14ml mit Tris/HCI auffillen
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7 auf ca. 14ml mit Na/Phosphat auffillen | auf ca. 14ml mit Tris/HCI aufflllen
8 die ca. 260l Ankonzentrat in die ca. 200ul Ankonzentrat in LoBind
LoBind-RG (500ul) Gbertragen -RG(5004l) iibertragen — RG-B
— PNGaseF-RG
5.7. Identifikation der PolySia-Trager

Vorversuche haben gezeigt, dass die Identifikation des gesuchten Proteins aufgrund
seiner sehr geringen Konzentration erheblich erschwert wurde. Kleinste Verun-
reinigungen mit Fremdproteinen (Keratin der Haut) reichten schon aus, um die
Identifikation unméglich zu machen. Aus diesem Grund wurden die folgenden Schritte
unter sehr sauberen Bedingungen durchgefuhrt. Die Einmalhandschuhe wurden
regelmafig gewechselt und vor jedem Schritt desinfiziert, die Pipettenspitzen und
Eppendorf-Reaktionsgefalle wurden unter aulerster Vorsicht ausgepackt und
verwendet. Zudem wurden industriell hergestellte Verbrauchsmaterialien wie z.B. Gel
und SDS-Puffer verwendet, um mdglichen Verunreinigungen bei der eigenen
Herstellung vorzubeugen.

Fur die Identifikation wurden 25 % (50 ul) von RG-A, welches die hdchste PolySia-
Konzentration enthielt, verwendet. Nach dem Lyophilisieren wurde die Probe in 20 pl
SDS-Puffer aufgenommen, von denen dann 18 ul auf die erste Spur und 2 pl auf die
zweite Spur eines 10 % gekauften SDS-Gels aufgetragen und eine Elektrophorese
durchgeflhrt wurde. Hiernach wurden die erste und zweite Spur mittels Skalpell
getrennt und jeweils separaten Arbeitsschritten zugefihrt.

Die zweite Spur wurde geblottet, mit mAk 735 (Anti-PolySia) und Sekundarantikérper
angefarbt und mittels Chemilumineszenz entwickelt. Als Ergebnis zeigte sich, dass das
gesuchte polysialylierte Protein im Bereich zwischen 100 und 150 kDa lag. Dieses
Wissen wurde nun genutzt, um eben diesen Bereich aus der mittlerweile Coomassie-
fixierten ersten Bande auszuschneiden.

Das mit einem Skalpell ausgeschnittene Gelstiick wurde im Anschluss einem
tryptischen In-Gel Verdau mit vorhergehender Reduktion und Carbamidomethylierung
unterzogen. Um eine moglichst grolRe Ausbeute an Peptiden zu erzielen, wurde
aulRerdem das zu diesem Zeitpunkt neue ProteasMax-Surfactant verwendet. Mit dieser
Detergenz-Ldsung konnte in Vorversuchen eine wesentlich verbesserte Signalqualitat
in der Massenspektrometrie erzielt werden. Im Anschluss an den tryptischen Verdau
wurde die resultierende Probe einer Aufreinigung mit Zip-Tip Pipettenspitzen, welche

mit C-18 Material beschichtet waren, unterzogen.
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Ein Teil der Probe wurde darauffolgend direkt auf ein vorgespottetes anchorship Target
aufgetragen, der Rest wurde eingefroren und bei -80 °C gelagert. Fir die MALDI-TOF-
MS(/MS) Analysen wurden jeweils 500-5000 Schiisse aufaddiert und ausgewertet. Die
Analyse der resultierenden Peptide mittels peptide mass fingerprint und
Fragmentationsanalyse resultierte in der Identifikation von SynCAM1.

Die in Abbildung 18 dargestellte Mascot Datensuchen des dargestellten fingerprints
ergab einen signifikanten Score von 78. Der Score fur fingerprints ist der negative
dekadische Logarithmus der Wahrscheinlichkeit mit welcher das observierte Ergebnis
zufallig aufgetreten ist, in diesem Fall ist p < 0,05. Fir den abgebildeten fingerprint
bedeutet dies, dass ein Score von > 62 ein signifikantes Ergebnis darstellen wirde.

Um das Ergebnis zu bestatigen und abzusichern wurden Fragmentierungsanalysen der
zwei Peaks mit der hdéchsten Intensitat durchgefihrt (2805,49 bzw. 2888,43). Die
dazugehdrigen Spektren sind in Abbildung 19 dargestellt. Die ebenfalls abgebildete
Mascot Datensuche bestatigte erneut die Identifikation durch einen signifikanten Score
von 186. Der Score bei Lifts errechnet sich analog zu dem bei fingerprints. Bereits ab
einem Score von > 29 wiirde ein signifikantes Ergebnis vorliegen.

Durch die massenspektrometrischen Analysen konnte somit zum ersten Mal ein
zweites polysialyliertes Protein neben NCAM im juvenilen Mausegehirn nachgewiesen

werden.
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Abbildung 18: Identifikation des polysialylierten Proteins mittels Massenspektrometrie

Das immunprazipitierte polysialylierte Protein wurde im 10 %igen SDS-Gel separiert und ein
Gelstiick (80-125 kDa) wurde ausgeschnitten. Nach Reduktion, Carbamidomethylierung und
tryptischem Verdau wurden die resultierenden Peptide mit MALDI-TOF-MS analysiert. Die
Datensuche des peptide fingerprint ergab signifikant SynCAM1 als das gesuchte Protein. Die
zwei fett dargestellten Peaks wurden fir anschlielende Lift-Analysen verwendet.
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Abbildung 19: Identifikation des polysialylierten Proteins mittels Massenspektrometrie

Lifts der in Abbildung 20 dargestellten (A) 2888,43 m/z und (B) 2805,49 m/z Peaks. (C) Die
kombinierte Fragmentationsanalyse aus (A) und (B) ergab signifikant SynCAM1 als das
gesuchte Protein.
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5.8. Nachweis von PolySia-SynCAM1 mittels Western Blot

Zur Bestatigung und Absicherung der massenspektrometrischen Ergebnisse wurde ein
Western Blot mit Antikérperfarbung gegen SynCAM1 angefertigt. Zu diesem Zweck
wurden die mit mAk 735 immunprazipitierten Proteine nach bekanntem Protokoll auf
ein Gel aufgegeben, geblottet und mittels Anti-SynCAM1 Antikérper vor und nach
EndoN Verdau angefarbt. Anschlieend wurde mit Chemilumineszens angefarbt und
der Western Blot entwickelt.

Wie in Abbildung 20 zu erkennen ist, wurde ohne EndoN Verdau eine breite Bande mit
einer Masse von 90-120 kDa angefarbt. Dies korreliert mit den bisherigen Ergebnissen
der Anti-PolySia Western Blots. Nach PolySia Abspaltung mittels EndoN verbreitert
sich das Signal und mehrere Banden mit apparenten Molekularmassen zwischen 80-
110 kDa kdnnen unterschieden werden. Dies begrindet sich durch die heterogene
Glykosylierung von SynCAM1 an dessen N- und O-Glykanen sowie durch das
Vorliegen von verschieden Isoformen [175, 187].

Durch den Western Blot konnte bestatigt werden, dass es sich bei dem angefarbten
Protein um den gesuchten PolySia-Trager handelt. Zum einen befindet sich SynCAM1
vor der PolySia-Abspaltung genau in dem vorher angenommenen Bereich, zum
anderen zeigt sich ein Shift nach PolySia-Entfernung mit erkennbarem Bandenmuster,
ahnlich dem NCAM Muster im Wildtyp.

Anti-SynCAM nach
IP Anti-PolySia

NCAM-KO
EndoN - +
250 kDa -
150 kDa -
100 kDa - ~ ’
75 kDa -

Abbildung 20: Western Blot gegen SynCAM1 nach Immunprazipitation mit mAk 735

Ohne EndoN-Verdau (-) zeigt sich eine breite Bande zwischen 90-120 kDa. Nach EndoN-
Verdau (+) verringert sich die GréRe und mehrere Banden zwischen 85-110 kDa kdnnen
unterschieden werden.
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5.9. SynCAM1 wird an N-Glykanen polysialyliert

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es sich bei SynCAM1 um das gesuchte Protein
handelt, welches im postnatalen NCAM-KO-Mausegehirn polysialyliert wird, sollte
untersucht werden, ob die Polysialylierung an N- und/oder an O-Glykanen stattfindet.
Zu diesem Zweck wurde das PolySia-SynCAM1 aus der vorher beschriebenen
Immunprazipitation (PNGaseF-RG) lyophilisiert und mit N-Glykosidase F (PNGaseF)
verdaut. Wie schon beschrieben, ist das Enzym PNGaseF in der Lage, verknupfte N-
Glykane freizusetzen. Nach dem Verdau wurden die Proben elektrophoretisch
aufgetrennt, geblottet und mit mAk 735 und Sekundarantikdrper angefarbt. Im
Anschluss wurde mittels Chemilumineszenz entwickelt.

Wie in Abbildung 21 zu erkennen ist, zeigt sich ohne PNGaseF-Verdau, wie schon in
vorherigen Western Blots gezeigt, eine breite Bande (Schmier) zwischen 90-135 kDa.
Nach PNGaseF-Behandlung ist nahezu keine Anfarbung mehr zu detektieren. Dieser
Sachverhalt lasst darauf schlieflen, dass die PolySia Ketten nahezu vollstandig an N-
Glykane gebunden waren. Es ist anzunehmen, dass die schwache Restbande im
Bereich von ~100 kDa aus einem unvollstdndigen PNGaseF-Verdau resultiert, da
dieses Enzym am besten an Peptiden arbeitet.

Die parallele Anfarbung des immunprazipitierten SynCAM1 aus RG-B mit Anti-
SynCAM1-Antikdrpern (Abbildung 22) bestatigt diese Vermutung. Ohne PNGaseF-
Behandlung stellt sich die schon bekannte breite Bande um 100 kDa dar, der Western
Blot zeigt aber zusatzlich, dass die Abspaltung der N-Glykane vom PolySia-SynCAM1
in zwei prominenten Banden resultiert. Die beiden Banden haben Molekilmassen von
~48 und ~65 kDa. Diese Massen passen zu den bisher beschriebenen Massen der
unglykosylierten und ausschlieRlich O-glykosylierten SynCAM1 Varianten [175, 187,
213].

In Kombination konnte also sowohl Uber die Negativkontrolle mittels Anti-PolySia-
Antikorper in Abbildung 21, als auch Uber die Positivkontrolle durch Anti-SynCAM1-
Farbung in Abbildung 22 gezeigt werden, dass die PolySia des PolySia-SynCAM1

nahezu vollstandig an N-Glykanen gebunden ist.
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Anti-PolySia nach
IP Anti-PolySia

NCAM-KO
PNGaseF - +
150 kDa -
100 kDa -
75 kDa -

Abbildung 21: Anti-PolySia Western Blot nach PNGaseF-Verdau und IP Anti-PolySia

Zur Anfarbung wurde der Anti-PolySia-mAk 735 verwendet. SynCAM1 wurde ohne (-) und mit
(+) PNGaseF-Verdau aufgetragen. Ohne Verdau zeigt sich die klassische breite Bande
zwischen 100-135 kDa, nach Verdau wird nur eine schwache Bande angefarbt.

Anti-SynCAM1 nach
IP Anti-PolySia

NCAM-KO
PNGaseF | - +
250 kDa -
150 kDa -
100 kDa - .
75 kDa -

-
50 kDa - 5

Abbildung 22: Anti-SynCAM1 Western Blot nach PNGaseF-Verdau und IP Anti-PolySia
Mittels mAk 735 immunprazipitiertes SynCAM1 wurde mit Anti-SynCAM1-Antikérper angefarbt.
Ohne Verdau (-) zeigt sich die typische breite Bande, nach Verdau (+) zeigen sich zwei
prominente Banden mit Massen von ~48 und ~65 kDa.
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5.10. Identifizierung der polysialylierten N-Glykosylierungsstelle

Nachdem gezeigt wurde, dass die PolySia nahezu ausschliellich an N-Glykane des
SynCAM1 gebunden war, sollte im nachsten Arbeitsschritt untersucht werden, welche
N-Glykosylierungsstelle bzw. -stellen polysialyliert wurde bzw. wurden. Zu diesem
Zweck wurde zu Beginn eine Datenbanksuche auf www.uniprot.org durchgeftihrt. Die
Suche ergab, dass SynCAM1 sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen besitzt
(s. Abb 23), welche an den Positionen 70, 104, 116, 168, 307 und 320 liegen. Der
nachste Schritt bestand darin, einen tryptischen Verdau mit SynCAM1 zu simulieren.
Dieser lieferte die Massen derjenigen tryptischen Peptide, welche die mdglichen N-
Glykosylierungsstellen enthielten (s. Tab. 8). Der theoretische Verdau zeigte, dass
zwei der sechs Glykosylierungsstellen an Schnittpunkten des Trypsins lagen. Folglich
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass durch die sterische Inhibition der PolySia-
Kette an einer dieser beiden Glykosylierungsstellen eine unvollstandige Spaltung durch
Trypsin stattfindet. Bei Auftreten wirden langere Peptide detektiert werden.

Zur Bestimmung wurde eine erneute Immunprazipitation durchgefihrt. Diesmal wurden
allerdings nur vier NCAM-KO-Mausegehirne verwendet. Diese wurden nach
bekanntem Protokoll lysiert und mit lodacetamid carbamidomethyliert. Das Lysat wurde
danach mit Ammoniumbicarbonat-Puffer verdinnt und die Proteine mit Trypsin
verdaut. Das Trypsin wurde nach dem Verdau mit Phenylmethylsulfonylfluorid
inaktiviert und die resultierenden Peptide mit einer P4-Biogel Saule entsalzen. Im
Anschluss wurden die Peptide zu den mit mAK 735 gekoppelten Magnetic Beads
gegeben und inkubiert. Das Eluieren wurde nach bekanntem Protokoll durchgefihrt,
die isolierten Peptide auf zwei Proben aufgeteilt und lyophilisiert.

Die PolySia-Glykopeptide der Proben wurden durch eine milde Hydrolyse mit
Essigsaure desialyliert. Im Anschluss wurden die Peptide von einer Probe mit
PNGaseF nach bekanntem Protokoll deglykosyliert. Die deglykosylierten Glykopeptide
wurden mit C-18 OMIX-Tip Pipettenspitzen entsalzen.

Die isolierten Peptide wurden nun auf ein stainless steel Target in 1 yl Wasser mit 1 pl
Matrix aufgetragen. Die aufgenommenen MALDI-TOF-MS Spektren vor und nach
PNGaseF-Verdau sind in Abbildung 24 A dargestellt. Nach Entfernung der N-Glykane
mittels PNGaseF lie3 sich nur ein zusatzliches Signal bei m/z 1377,7 detektieren.
Dieses Signal korrespondiert mit einem deglykosylierten tryptischen SynCAM1 Peptid,
welches sich in der dritten N-Glykosylierungsstelle (Asnqs) befindet. Durch den
PNGaseF-Verdau wurde das glykosylierte Asn zu Asp konvertiert.

Zur Bestatigung dieses Ergebnisses wurde ein Lift dieses Peptides durchgefihrt
(Abbildung 24 B). Die MALDI-TOF-MS/MS Analyse bestatigte die Sequenz des zuvor
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beschriebenen Peptides als V41,SLTDVSISDEGR/,4. Dieses Resultat demonstriert,
dass SynCAM1 an N-Glykanen bei Asn44¢ polysialyliert wird. Zudem konnte durch den
vor der Immunprazipitation durchgefihrten tryptischen Verdau gezeigt werden, dass
wohl keine weiteren Proteine Trager von N-Glykan gebundener PolySia in postnatalen
NCAM-KO-Gehirnen sind.

10 20 30 40 50 60
MASAVLPSGS QCAAAAAVAA AAAPPGLRLR LLLLLLSAAA LIPTGDGONL FTKDVTVIEG
70 80 90 100 110 120
EVATISCQVN KSDDSVIQLL NPNRQTIYFR DFRPLKDSREF QLLNEFSSSEL KVSLTNVSIS
130 140 150 160 170 180
DEGRYFCQLY TDPPQESYTT ITVLVPPRNL MIDIQKDTAV EGEEIEVNCT AMASKPATTI
190 200 210 220 230 240
RWEKGNKELK GKSEVEEWSD MYTVTSQLML KVHKEDDGVP VICQVEHPAV TGNLQTQRYL
250 260 270 280 290 300
EVQYKPQVHI OMTYPLQGLT REGDAFELTC EAIGKPQPVM VTWVRVDDEM PQHAVLSGPN
310 320 330 340 350 360
LEINNLNKTD NGTYRCEASN IVGKAHSDYM LYVYDPPTTI PPPTTTTTTT TTTTTTILTI
370 380 390 400 410 420
ITDTTATTEP AVHDSRAGEE GTIGAVDHAV IGGVVAVVVE AMLCLLIILG RYFARHKGTY
430 440 450
FTHEAKGADD AADADTAIIN AEGGONNSEE KKEYFI

Abbildung 23: Aminosauresequenz von SynCAM1

SynCAM1 besteht aus 156 Aminosduren und hat eine Masse von 49,788 kDa. Die gelb
hervorgehobenen Bereiche zeigen die sechs potentiellen N-Glykosylierungsstellen bei Position
70, 104, 116, 168, 307 und 320.
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Tabelle 8: SynCAM1-Peptidmassen nach simuliertem tryptischen Verdau
Die gelb hervorgehobenen Massen und die jeweils korrespondierende Aminosaureposition
zeigen die potentiellen N-Glykosylierungsstellen. (Quelle: www.expasy.org)

Masse | Position Modifikationen Peptidsequenz
AHSDYMLYVYDPPTTIPPPT
5626.7520 | 325-376 TTTTTTTTTTTTILTHTDT
TATTEPAVHDSR

Cys_CAM: AGEEGTIGAVDHAVIGGVVA

3462.9214 | 377-411 | o, 3519.9429 |, o GLLILGR

28313060 | 125-148  ¥o-CAM' 28884175 YFCQLYTDPPQESYTTITVL VPPR

2805.4756 | 239-261 YLEVQYKPQVHIQMTYPLQG LTR
Cys_CAM:

2676.3160 | 262-285 270 2733.3374 EGDAFELTCEAIGKPQPVMV TWVR

2636.2542 | 157-181 %’;—CAM: 2693.2756  DTAVEGEEIEVNCTAMASKP ATTIR
Cys_CAM:

2605.2674 | 215-238 223 2662.2889 EDDGVPVICQVEHPAVTGNL QTQR

2565.2765 | 286-308 VDDEMPQHAVLSGPNLFINN LNK

2476.0706 | 427-451 GADDAADADTAIINAEGGQN NSEEK

2276.0461 193-211 SEVEEWSDMYTVTSQLMLK

1904.9633 54-71 g%/ s_CAM: 1961.9848 DVTVIEGEVATISCQVNK

1470.7547 72-84 SDDSVIQLLNPNR

1412.7420 | 100-111 FQLLNFSSSELK

1376.7016 = 112-124 VSLTNVSISDEGR

1053.5000 @ 418-426 GTYFTHEAK

974.5339 149-156 NLMIDIQK

920.4506 316-324 g1y g_CAM: 977.4720  CEASNIVGK

827.4410 85-90 QTIYFR

826.3690 309-315 TDNGTYR

775.4461 91-96 DFRPLK

750.4144 48-53 QNLFTK

571.2762 453-456 EYFI

556.2878 | 412-415 YFAR


http://www.expasy.org/tools/findmod/findmod_masses.html#Others
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Abbildung 24: Identifikation der N-Glykosylierungsstelle

(A) MALDI-TOF-MS Spektren von immunprazipitierten polysialylierten Glykopeptiden vor (-) und
nach (+) PNGaseF-Verdau. Monoisotopische Massen der pseudomolekularen lonen [M+H]"
sind angegeben. Unbekannte Verunreinigung ist angegeben (*). (B) MALDI-TOF-MS/MS
Spektrum des in (A) dargestellten 1377,7 m/z Peaks.

5.11. SynCAM1 wird auch im Wildtyp polysialyliert

Alle bisherigen SynCAM1-Experimente wurden ausschlief3lich an NCAM-KO-Mausen
durchgeftihrt. Dies lie® die Frage offen, ob es sich bei der Polysialylierung von

SynCAM1 in der NCAM-KO-Maus lediglich um einen kompensatorischen
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Mechanismus aufgrund des fehlenden NCAM handelte. Um diese Frage beantworten
zu koénnen, wurde nun die Polysialylierung von SynCAM1 im perinatalen Wildtyp
Mausegehirn untersucht.

Der erste Versuch bestand aus der Anfertigung eines vergleichenden Western Blots
zwischen WT- und NCAM-KO-Maus. Zu diesem Zweck wurden je ein WT- und NCAM-
KO-Mausegehirn nach Schema lysiert und das resultierende Homogenat mittels
Elektrophorese und Westen Blot weiter verwendet. Im Unterschied zu den bisherigen
Experimenten (s. Abb 12) wurde diesmal die zehnfache Menge des WT-Gehirnlysates
auf das Gel aufgetragen. Unter diesen Konditionen zeigte sich nicht nur das
dominierende hochmolekulare PolySia-Signal im Massenbereich von PolySia-NCAM,
sondern ebenfalls ein Signal im Massenbereich von 110 kDa, also im Bereich des
PolySia-SynCAM1 (s. Abb. 25).

Um zu beweisen, dass es sich bei dieser Bande wirklich um PolySia-SynCAM1 handelt
und nicht um ein Zerfallsprodukt, welches bei der Lysierung des WT-Gehirnes anfallt,
wurde eine Immunprazipitation mit Anti-SynCAM1-Antikorpern durchgefiihrt. Hierzu
wurden Anti-SynCAM1-Antikérper an Magnetic Beads gekoppelt. Dieser Schritt erfolgte
ahnlich zu der Kopplung von mAk 735 an MB, diesmal jedoch mit Protein A
gekoppelten MB (vgl. Methodenteil).

Fur die eigentliche Immunprazipitation wurden gleiche Mengen von WT- und NCAM-
KO-Gehirnlysat aus je einem perinatalen Gehirn verwendet, jeweils 60 mg vom
Nassgewicht. Die Wasch- und Eluierprozeduren wurden analog zur Isolation mit mAk
735 MB durchgefiihrt. Die so erhaltenen Immunprazipitate von WT- und NCAM-KO-
Maus wurden auf jeweils zwei Reaktionsgefalle aufgeteilt und je einer von beiden
Genotypen wurde einem EndoN-Verdau unterzogen. Alle vier Proben wurden im
Anschluss per Elektrophorese aufgetrennt, geblottet und mit Anti-PolySia-mAk 735
visualisiert.

Der dazugehorige Western Blot (s. Abb. 26) zeigt, dass sich sowohl im perinatalen
Wildtyp- als auch im NCAM-KO-Gehirn vergleichbare Mengen an PolySia-SynCAM1
detektieren lassen. Die angefarbten Banden liegen im Massenbereich von 90-140 kDa.
Insgesamt demonstrieren diese Daten, dass SynCAM1 ein neuer, NCAM-
unabhangiger PolySia-Trager ist, da er sich identisch zur NCAM-KO-Maus auch im WT

nachweisen lasst.
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Anti-PolySia

WT
NCAM-KO

250 kDa -

150 kDa -

100 kDa -

Abbildung 25: Nachweis von PolySia-SynCAM1 in WT- und NCAM-KO-Maus

Western Blot vom WT- und NCAM-KO-Gehirn mittels mAk 735 mit 10-facher Menge an WT-
Lysat. Neben der typischen PolySia-NCAM-Bande zeigt sich beim WT jetzt auch eine Bande im
Bereich des PolySia-SynCAM1 ahnlich zur NCAM-KO-Maus.

Anti-PolySia nach
IP Anti-SynCAM
WT NCAM-KO
EndoN - + - +

250 kDa -

150 kDa -

100 kDa - . '

75 kDa -

Abbildung 26: Nachweis von PolySia-SynCAM1 im WT

Nach Immunprazipitation mittels Anti-SynCAM1-Antikérper von WT- und NCAM-KO-Maus
wurde mit mAk 735 gegen PolySia angefarbt. Vor EndoN-Verdau (-) zeigen sich nahezu
identische Banden im Bereich zwischen 90 und 140 kDa bei WT- und NCAM-KO-Maus.
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5.12. Bestimmung des Anteils an polysialylierten SynCAM1

In den bisherigen Versuchen wurde ausschlieRlich der polysialylierte SynCAM1-Pool
untersucht und analysiert. Offen blieb noch die Frage, wie grol3 das Verhaltnis
zwischen polysialyliertem und nicht-polysialyliertem SynCAM1 ist. Die schon
durchgeflihrten Versuche hatten gezeigt, dass PolySia-SynCAM1 in sehr geringer
Konzentration vorlag. Aus diesem Grund war unsere Vermutung, dass nur ein geringer
Anteil des Gesamtpools an SynCAM1 polysialyliert sein kdnnte.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde eine erneute Immunprazipitation
durchgeflihrt, bei der ein NCAM-KO Gehirn nach Protokoll lysiert und mit an Anti-
PolySia-mAk 735 gekoppelten Magnetic Beads inkubiert wurde. Durch diesen Schritt
sollte erreicht werden, dass der gesamte polysialylierte SynCAM1-Pool aus dem
Gesamtlysat entfernt wurde. Jeweils Proben des Gesamtgehirnlysates vor (-) und nach
(+) Immunprazipitation wurden auf drei verschiedene Gele aufgetragen und geblottet.
Im Anschluss wurde mit Anti-PolySia-, Anti-SynCAM- und Anti-SynCAM1-Antikorpern
angefarbt. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 27 und 28 dargestellt.

Abbildung 27 zeigt, dass nach Immunprazipitation keine PolySia mehr detektierbar ist,
wahrend sich vor der Isolation die typische PolySia-SynCAM1 Bande darstellt. Dieser
Schritt diente der Kontrolle, da er beweist, dass der gesamte PolySia-SynCAM1-Pool
durch die Isolation aus dem Gesamtgehirnlysat entfernt wurde. Schlussfolgernd
befindet sich also nur noch unpolysialyliertes SynCAM1 im immunprazipitierten
Gehirnlysat.

Fur die Western Blots in Abbildung 28 wurden zwei verschiede Antikdrper verwendet.
Zum einen ein Anti-SynCAM-Antikorper (A), welcher alle SynCAM-Isoformen bindet,
zum anderen ein spezifisch an SynCAM1 bindender Anti-SynCAM1-Antikorper (B).
Durch dieses Vorgehen kann gezeigt werden, dass nur SynCAM1 und keine anderen
Isoformen polysialyliert werden. In (A) werden mehrere Banden angefarbt, sowohl vor
als auch nach Immunprazipitation. Im Bereich von 90-120 kDa war nach Isolation eine
Abnahme der Intensitat erkennbar und die restlichen Banden waren unverandert. In (B)
war hauptsachlich nur eine Bande im Bereich von 90-120 kDa detektierbar, welche
derjenigen aus (A) sehr stark ahnelt. Auch hier war eine leichte Abnahme der Intensitat
erkennbar. Aufgrund der geringen Intensitatsunterschiede zwischen den Banden vor
und nach Isolation konnte gezeigt werden, dass nur ein kleiner Anteil des SynCAM1-
Pools polysialyliert wird. Durch den spezifisch gegen SynCAM1 gerichteten Antikérper
in (B) wurde zudem bestatigt, dass nur SynCAM1 im perinatalen NCAM-KO-

Mé&usegehirn polysialyliert wird.
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Anti-PolySia
NCAM-KO
IP: Anti-PolySia | - +

250 kDa -
150 kDa -

100 kDa - .

75 kDa -

50 kDa -

Abbildung 27: Anfarbung von PolySia vor (-) und nach (+) Immunprazipitation

Verwendet wurde das Gesamtgehirnlysat vor und nach IP, welches mit mAk 735 angeféarbt
wurde. Vor IP zeigt sich die typische PolySia-SynCAM1-Bande, nach IP ist keine PolySia
detektierbar.

A B
Anti-SynCAM Anti-SynCAM1
NCAM-KO NCAM-KO
IP: Anti-PolySia | - + IP: Anti-PolySia | - +
250 kDa - 250 kDa -
150 kDa - 150 kDa -

100 kDa - i b 4 100 kDa - .
75 kDa - 75 kDa -
o

e —
50 kDa - 50 kDa -

Abbildung 28: Anfarbung von (A) SynCAM und (B) SynCAM1 vor (-) und nach (+)
Immunprazipitation

Verwendet wurde das Gesamtgehirnlysat vor und nach IP. In (A) wurde der gesamte
SynCAM-Pool und in (B) wurde spezifisch SynCAM1 angefarbt. Es zeigt sich eine leichte
Abnahme der SynCAM1-Bande in beiden Fallen.
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6. Diskussion

6.1. SynCAM1 ist ein Zielobjekt der Polysialylierung

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das synaptische Zelladhdsionsmolekdil
SynCAM1 ein Zielobjekt fur die Polysialylierung im sich entwickelnden Mausegehirn
darstellt. Wie schon Cremer et al. 1994 [91] konnte auch in dieser Arbeit PolySia im
Gehirn von NCAM-KO-Mausen nachgewiesen und dadurch das vorbestehende
Ergebnis bestatigt werden (s. Abb. 12).

Bei einer Proteingréfie von circa 100 kDa konnte mit einer hohen Wahrscheinlichkeit
davon ausgegangen werden, dass es sich nicht um PolySia-NCAM (~200 kDa)
handeln konnte. Eine negative Anti-NCAM-Farbung bestatigte, dass keine der
beschriebenen NCAM-Isoformen in den verwendeten Mausen aktiv war (s. Abb. 13).
Zudem lie3 die qualitative Auswertung der Western Blots vermuten, dass es sich im
Vergleich zum WT in der NCAM-KO-Maus nur um geringe Mengen an PolySia handelt.
Hinweis darauf war die 10 x héhere Konzentration, mit der das Lysat der NCAM-KO-
Mause aufgetragen werden musste. Nur so waren deutliche und verwertbare Banden

in der Chemolumineszenz-Detektion zu detektieren.

In der quantitativen Analyse mittels HPLC bestatigte sich diese Hypothese (s. Abb. 14).
Die Gesamtmenge an PolySia entsprach nur ca. 3,5 % der Menge an PolySia, welche
im WT detektierbar war. Dabei zeigten die Versuche mittels HPLC aber auch, dass die
PolySia-Kettenlangen des NCAM-KO-Gehirnes nahezu der Lange von PolySia-NCAM
entsprechen kdnnten, vorausgesetzt man nimmt an, dass die maximal detektierbaren
Langen der PolySia-Ketten mit zunehmender Menge an Ausgangsmaterial zunehmen.
FUhrt man sich also vor Augen, dass die Detektion von langen PolySia-Ketten stark
von der aufgegebenen Menge an Material (Gehirnlysat) abhangig ist, so relativiert sich
der Unterschied [220]. Mit diesem Hintergrundwissen ist sogar anzunehmen, dass die
synthetisierten PolySia-Ketten von WT- und NCAM-KO-Gehirn gleiche Langen
besitzen kénnten.

Durch eine Immunprazipitation mittels Magnetic Beads gelang es schliellich
ausreichende Mengen an polysialyliertem Protein bzw. PolySia-SynCAM1
aufzureinigen. Auf eine klassische Ligandenchromatographie (z.B. mit Saccharose)
wurde verzichtet, da flr die Aufreinigung mit diesem Ansatz deutlich grolere
Gesamtvolumina und damit auch grofRere Mengen an Immunprazipitat und Antikérper

bendtigt worden waren.
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Fiar die Immunprazipitation des gesuchten Proteins aus dem Gesamtgehirnlysat

wurden Tosyl aktivierte MB verwendet. Dies hatte folgende Grinde:

e Tosyl-aktivierte MB bieten den Vorteil, dass sie mehrfach verwendet werden
kénnen, da der Antikorper (in diesem Fall mAk 735) kovalent und damit irreversibel
gebunden wird. Dies macht sie kosteneffizienter und die Handhabung wird
vereinfacht.

e Ein weiterer wichtiger Vorteil der Tosyl-aktivierten MB ist, dass sie durch die
irreversible Bindung nicht das Eluat verunreinigen bzw. in den Versuchen (z.B.

Western Blot) nicht das Signal des gesuchten Proteins Gberlagern.

Fir die spatere Immunprazipitation mittels spezifischem SynCAM1-Ak wurden

hingegen Protein A gekoppelte MB verwendet, die Grinde hierfur waren:

e Protein A gekoppelte MB binden spezifisch den Fc-Teil der gekoppelten Antikérper.
Hierdurch wird eine hohere Rate an intakten Antikérpern und dadurch eine gréRere
Ausbeute des immunprazipitierten Antigenes (in diesem Fall SynCAM1) erreicht.

e Die Verunreinigung durch die mit-eluierten Antikorper spielte keine Rolle und
beeinflusste die weiteren Forschungen nicht.

¢ Diese Aufreinigung wurde nur einfach durchgefihrt, der Verlust der Antikérper beim

Eluieren war deswegen ohne Bedeutung.

Der nachste Schritt bestand darin, das aufgereinigte Protein mittels Massen-
spektrometrie zu identifizieren. Grundsatzlich sind Membranproteine mit klassischen
Proteomics-Applikationen schwer zu identifizieren. Hier ergaben sich die meisten
Probleme. Das Hauptproblem dieser Forschungsarbeit lag letztendlich jedoch darin,
dass das gesuchte Protein selbst nach der Immunpréazipitation und Ankonzentrierung
von 35 NCAM-KO-Gehirnlysaten in einer sehr niedrigen Konzentration vorlag. Dieser
Sachverhalt bedingte das daraus resultierende Problem: Bereits kleinste
Verunreinigungen sorgten daflr, dass das gesuchte Protein massenspektrometrisch
nicht mehr detektiert werden konnte.

Die storenden Verunreinigungen, vor allem Keratin, wurden durch sauberes Arbeiten
und industriell hergestellte Verbrauchsmaterialien (gekaufte Gele, unbenutzte
Chemikalien) versucht auf ein Minimum zu reduzieren. Da der Fakt der niedrigen
Konzentration des gesuchten Proteins aufgrund einer beschrankten Menge an NCAM-
KO-Gehirnen (N=35) nicht verbessert werden konnte, mussten die Versuche bzw.
Methoden optimiert werden. Diese Vorgehensweise sollte eine maximale Ausbeute an

Material flr die Massenspektrometrie generieren.
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Die erste Idee war, die Proteine mittels Silbergel aufzutrennen, die entsprechende(n)
Bande(n) dann auszuschneiden und nach tryptischem Verdau mittels MALDI-TOF zu
identifizieren (nicht dargestellt). Nach zweimaligem Ausprobieren zeigte sich, dass
diese Methode nicht zur Identifikation fihren wirde. In den Massenspektrogrammen
konnten nur Verunreinigungen detektiert werden. Wahrscheinlich lag dies an der durch
die Silberfarbung verursachten Quervernetzung der Proteine untereinander, die einen
tryptischen Verdau und die Herauslésung der Proteine aus dem Gel behinderte bzw.

unmoglich machte.

Auf eine Trennung der gesuchten Proteine mittels 2D-Elektrophorese (2DE) wurde aus

nachfolgend erklarten Grinden verzichtet:

e Die meisten integralen Membranproteine kdnnen nicht bzw. nur schwer mittels 2DE
aufgetrennt werden, sondern prazipitieren irreversibel im |IEF-Gel [221]. Da auch
NCAM ein Membranprotein ist, war mit einer hohen Wahrscheinlichkeit davon
auszugehen, dass das gesuchte Protein ebenfalls ein Membranprotein ist.

o Aufgrund der heterogenen Polysialylierung des gesuchten Proteins und der
dadurch unterschiedlichen elektrischen Ladungen hatte eine isoelektrische
Fokussierung eine weitere Auftrennung der sowieso schon geringen Menge des
gesuchten Proteins bedeutet.

o Die 2DE ist eine Methode mit nur maRiger Reproduzierbarkeit [222]. Der Ansatz
dieser Arbeit erforderte jedoch Methoden, welche zuverlassig ahnliche Ergebnisse

lieferten.

Deswegen wurde eine weitere Strategie entwickelt, bei der die Verunreinigung minimal
war und das Protein anders als bei der Silberfarbung nur minimal verandert wurde.
Mittels Gelelektrophorese wurde das polysialylierte Protein in zwei Spuren getrennt.
Eine Spur wurde fir einen Western Blot mit Anti-PolySia-Ak (735) und
Chemolumineszenz-Entwicklung benutzt und diente zur Identifikation des Bereiches in
dem das gesuchte Protein im Gel lag. Dieser Grélenbereich wurde aus der zweiten
inzwischen Coomassie-gefarbten Spur ausgeschnitten und nach tryptischen Verdau
mittels ProteasMax-Enhancer und Zip-Tip-Aufreinigung im MALDI-TOF gemessen.
Resultierend konnte SynCAM1 sowohl durch die MALDI-TOF-MS-Analyse als auch in
der anschlieBRenden Fragmentationsanalyse (MALDI-TOF-MS/MS) (s. Abb. 18 u. 19)
identifiziert werden. Die Ergebnisse waren eindeutig signifikant. Um die massen-
spektrometrischen Ergebnisse zu bestatigen, wurden im Anschluss Immunfarbungen
mit SynCAM-Antikorpern durchgeflihrt (s. Abb. 20-22). Zum einen wurde ein SynCAM-

Ak benutzt, welcher an alle SynCAM-Isoformen bindet, im anderen Fall wurde ein
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SynCAM1 spezifischer Ak verwendet. Zudem wurde eine erneute Immunprazipitation,
diesmal mit SynCAM1 Magnetic Beads, durchgefiuihrt, um eindeutig sicherzugehen,
dass es sich bei SynCAM1 um das polysialylierte Protein handelt. Alle Ergebnisse
bestatigten die vorherigen Resultate und zeigten, dass die anderen Isoformen sehr
wahrscheinlich nicht oder nur sehr gering polysialyliert vorlagen. Die Ergebnisse der
Western Blots zeigten zudem, dass nur ein geringer Anteil des SynCAM1-Pools im

Gehirn polysialyliert wurde.

Da die Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV die Fahigkeit besitzen sich in
vitro selbst zu polysialylieren [150], bestand bis zur Identifikation von PolySia-
SynCAMT1 trotz eigentlich nicht passender Molekulgréen die Moglichkeit, dass es sich
bei dem gesuchten Protein nur um autopolysialylierte Fragmente von ST8Siall und
ST8SialV  handelte. Mit dem Nachweis von PolySia-SynCAM1  mittels

Massenspektrometrie konnte diese Hypothese wiederlegt werden.

Z & Position 1 (AS 70)

V-type
Position 2 (AS 104)

WAV AV aVavavavavy vy

Position 4 (AS 168) Position 3 (AS 116)

C2-type 1

C2type 2
Position 5 (AS 307)
Position 6 (AS 311)

:D Ig-dhnliche Doméne

Potentielles N-Glykan

Abbildung 29: Schematische Darstellung von SynCAM1 und seiner potentiellen N-
Glykosylierungsstellen

Die Abbildung zeigt eine PolySia-Kette an der dritten Position der ersten Ig-Doméane. Insgesamt
besitzt SynCAM1 sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen
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Im Anschluss stellte sich die Frage, an welcher Stelle bzw. welchen Stellen SynCAM1
polysialyliert wird. Die Datenbanksuche ergab, dass SynCAM1 sechs potentielle N-
Glykosylierungsstellen besitzt. Um die Bindungsstelle(n) zu identifizieren, wurde
PolySia-SynCAM1 tryptisch verdaut und jeweils vor und nach PNGaseF-Verdau mittels
Massenspektrometrie gemessen (s. Abb. 24 u. Tab. 8). Nach Verdau zeigte sich eine
zusatzliche Masse bei m/z 1377. Die anschlieRende Fragmentierungsanalyse
bestatigte, dass es sich um die dritte N-Glykosylierungsstelle der ersten Ig-Domane
handelte. Nicht auszuschlieRen ist jedoch, dass weitere N-Glykosylierungsstellen
polysialyliert werden, die angewandten Methoden jedoch nicht sensitiv genug waren,
um diese zu identifizieren. Fir diesen Fall ist allerdings anzunehmen, dass die Menge

der PolySia an diesen Glykosylierungsstellen sehr gering ist.

Nur 12 Aminosauren entfernt liegt die zweite N-Glykosylierungsstelle, welche essentiell
fur eine homophile Interaktion von zwei SynCAM1-Molekulen ist. Aus diesem Grund
liegt es nahe, dass die homophile Interaktion von SynCAM1 &hnlich wie bei NCAM
durch die Polysialylierung inhibiert wird. Um diese mogliche Beeinflussung des
SynCAM1-Bindungsverhaltens durch PolySia zu untersuchen, wurde weiterfiihrend ein
Bead-Aggregationsassay bei unserem Kooperationspartner in Hannover durchgeflihrt
(s. Abb. 30). Im Falle einer Nicht-Polysialylierung konnte eine starke Aggregation durch
homophile SynCAM1-Interaktionen demonstriert werden. Nach einer in vitro
Polysialylierung durch die Polysialyltransferase ST8Siall oder IV konnte die
Aggregation inhibiert bzw. vollstandig aufgehoben werden, sodass nur noch
Monobeads sichtbar waren. Die Entfernung von PolySia durch EndoN-Zugabe flihrte
wiederum zu einer starken Aggregation zwischen den SynCAM1-Molekilen. Dieses
Experiment zeigte, dass die Polysialylierung von SynCAM1 die homophilen
Interaktionen einschrankt bzw. verhindert. Dies Iasst vermuten, dass die PolySia eine
regulierende Rolle in der Modulation von SynCAM1-Interaktionen spielt. Ferner kénnte
durch die Polysialylierung von SynCAM1 die Kommunikation zwischen NG2-Zellen und
Neuronen reguliert werden. Dies ist anzunehmen, da bekannt ist, dass PolySia die
Offnungswahrscheinlichkeit von AMPA-Typ-Glutamatrezeptoren, jene Rezeptoren,

durch die NG-Zellen synaptischen Input erhalten, steigert.

Um aber letztendlich sicherzugehen, dass die Polysialylierung von SynCAM1 nicht nur
ein Artefakt nach dem KO von NCAM ist, sollte Uberprift werden, ob PolySia-
SynCAM1 auch im perinatalen Gehirn von WT-Mausen exprimiert wird. Hierfur wurde
die gesamte SynCAM-Fraktion aus WT- und NCAM-KO-Mausen mittels Immun-
prazipitation isoliert und fur einen Western Blot gegen PolySia verwendet (s. Abb. 26).

Dieser zeigte, dass SynCAM1 auch im Wildtyp polysialyliert wird und die Menge mit
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der von NCAM-KO-Mausen vergleichbar war. Somit wird SynCAM1 auch unter

normalen physiologischen Bedingungen polysialyliert.

.
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. W)

+ ST8Siall + ST8Siall + endoN

B

+ STaSialv + ST8SialV + endoN

Abbildung 30: in vitro Polysialylierung von SynCAM1 im Bead-Aggregationsassay

In vitro Polysialylierung von SynCAM1 mittels ST8Siall und ST8SialV. (A) Die homophilen
SynCAM1-Bindungen werden durch Polysialylierung aufgehoben. Fluoreszierende Protein-A
Beads wurden mit aufgereinigten SynCAM1-Fc-Chimaren bzw. mit isolierten Fc-Fragmenten
zur Kontrolle beladen. Das ausgepragte SynCAM1-Clustering konnte durch ST8Siall- und
ST8SialV-Polysialylierung komplett aufgehoben werden. Nach PolySia-Entfernung mittels
EndoN-Zugabe konnte dieser Effekt vollstandig riickgangig gemacht werden. (B) Prospektives
Model zur Veranschaulichung der Aufhebung von homophilen SynCAM1-Bindungen durch
PolySia [223].

Doch welche Zellen im postnatalen murinen Gehirn exprimieren polysialyliertes
SynCAM1? Dieser Fragestellung sind ebenfalls unsere Kooperationspartner aus
Hannover nachgegangen. Die Versuche zeigten, dass PolySia-SynCAM1 exklusiv auf
einer Untergruppe von NG2-Zellen exprimiert wurde (s. Abb. 31). Diese Gliazellen

unterscheiden sich in ihren Oberflachenmarkern und Funktionen von reifen
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Oligodendrozyten, Astrozyten und Mikroglia und machen bis zu 5-10% aller Glia im
sich entwickelnden und reifen ZNS aus. Sie sind im gesamten unreifen und reifen
Gehirn in der grauen und weillen Substanz verstreut und werden als multipotenter
Vorlauferpool angesehen, welcher sich in jedem Alter zu Oligodendrozyten, Astrozyten
und Neuronen entwickeln kann. Aus diesem Grund werden sie auch als
oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) bezeichnet [224-230]. Eine Gemeinsamkeit
der OPCs ist, dass sie das Proteoglykan NG2 exprimieren, welches zur Identifikation
genutzt wird. Studien konnten zeigen, dass bestimmte neuronale Vorlauferzellen in der
SVZ neben NG2 auch PolySia-NCAM koexprimieren [229, 231]. Ein moglicher Ansatz
fur weitere Projekte konnte hier aus Studien bestehen, welche prifen, ob eine
synchrone Expression von PolySia-SynCAM1 und PolySia-NCAM auf diesen NG2
Zellen nachgewiesen werden kann. Des Weiteren ware die Erforschung von NCAM-

SynCAM1-Interaktionen ein interessanter Ansatz.

A Ncam--St8sia2--St8siad--

Abbildung 31: PolySia-SynCAM1 wird auf NG2-Zellen exprimiert

(A) zeigt reichlich PolySia (angefarbt mit mAb 735; griin). Die Negativkontrolle in der Triple-KO-
Maus zeigt keine Anfarbung. (B) Die VergroRerung des markierten Bereiches aus A zeigt die
Besiedlung mit PolySia (mAb 735; griin) und SynCAM1 (mAb 3E1; rot). (C) Besiedlung mit
PolySia (griin) und NG2 (NG2-Ab). Die Zellkerne sind blau angefarbt [223].
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Bemerkenswerterweise kann eine Untergruppe der NG2-Zellen die prasynaptische
Spezialisierung zu Neuronen beglnstigen, was zu einer einzigartigen Verbindung
zwischen NG2-Zellen und Neuronen flhrt [232].

Ferner hat PolySia das Potential die Kommunikation zwischen NG2-Zellen und
Neuronen zu regulieren, da bekannt ist, dass PolySia die Offnungswahrscheinlichkeit
von AMPA-Typ Glutamat-Rezeptoren, jene Rezeptoren, durch die NG-Zellen
synaptischen Input erhalten, steigert [233-235]. Diese Studien zeigen auch, dass der
Effekt altersabhangig ist und hauptsachlich im frihen postnatalen Hippokampus
detektiert werden kann, genau der Region in der auch SynCAM1 exprimiert wird. Da
AMPA-Rezeptoren wichtige Rollen bei der synaptischen Plastizitdt zugeschrieben

werden, kénnte Uber diesen Mechanismus eine Regulation erfolgen.

Daruber hinaus fihrt eine Aktivierung der Glutamat-Rezeptoren auf NG2-Zellen zu
einer Hemmung der Zellproliferation. Ein Dauerstimulus kann die Degeneration der
betroffenen  Zellen bedeuten [236, 237]. PolySia koénnte somit eine
Proliferationshemmung der NG2-Zellen bewirken und somit am ehesten negativen
Einfluss auf die Regeneration von Hirnlasionen haben. Unterstitzt werden diese
Theorien durch Ergebnisse welche zeigen, dass eine Reduktion von PolySia zu einer
vermehrten Differenzierung von OPCs fiihrt und dadurch eine beschleunigte initiale

Remyelinisierung registriert werden kann [238].

Der wirkliche Einfluss bzw. die Funktion von polysialyliertem SynCAM1 auf NG2-Zellen
und auch das mdgliche Vorhandensein von polysialylierten SynCAM1 auf anderen
Zelltypen sowie deren pathologische Relevanz bedarf jedoch noch weiterfihrenden
Studien.

Basierend auf den beschriebenen Ergebnissen dieser Arbeit konnten weiterfihrende
Forschungen unserer Gruppe und unserer Kooperationspartnern von der MHH zeigen,
dass murines SynCAM1 anscheinend ausschlieBlich von der Polysialyltransferase
ST8Siall polysialyliert wird [188]. Dies demonstriert wie spezifisch und selektiv die
Polysialylierung ist. Innerhalb dieser Studie konnte auch gezeigt werden, dass alle acht
wahrend dieser Zeit transkribierten Isoformen polysialyliert werden, fir eine
funktionierende Polysialylierung aber mindestens die erste und zweite Ig-Domane
vorhanden sein mussen. Diese Ergebnisse untermauern die Vermutung, dass die
Polysialylierung von Molekillen, unabhangig davon ob physiologisch oder pathologisch,

im Gehirn oder in anderen Koérperabschnitten, sehr selektiv abzulaufen scheint.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass SynCAM1 neben dem seit langem
bekannten NCAM ein neues Ziel der Polysialylierung im perinatalen Mausegehirn
darstellt. Mittels verschiedener biochemischer Methoden gelangen die Identifikation der
Glykosylierungsstelle, eine quantitative Beurteilung der gebundenen PolySia sowie der

Nachweis, dass PolySia-SynCAM1 die Adh&sion zwischen neuronalen Zellen reguliert.
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7. Zusammenfassung

Sialinsduren lassen sich als posttranslationale Modifikationen in fast allen Glyko-
konjugaten von Vertebraten in Form von Monosialinsduren nachweisen. Im Gegensatz
hierzu wurde Polysialinsdure (PolySia), ein lineares Homopolymer aus a2,8-
verknupften N-Acetylneuraminsaureresten, an lediglich vier Glykoproteinen beob-
achtet, wobei das neuronale Zelladhasionsmolekul (NCAM) das Bedeutendste ist. Die
Polysialylierung von NCAM beeinflusst essentielle Funktionen, beispielsweise die
Synaptogenese, das neurale pathfinding und die synaptische Plastizitat. Folglich
lassen sich die hdchsten PolySia-Level wahrend der Gehirnentwicklung und -reifung
nachweisen. Des Weiteren spielt PolySia-NCAM eine Rolle in pathologischen Pro-
zessen wie der Tumorgenese (Glioblastom, multiples Myelom), der Schizophrenie und
neuronalen Reparaturprozessen. Die Tatsache, dass ein vollstidndiges Fehlen bei
Knock-out-Mausen zu einem frihen Tod fuhrt, unterstreicht die Bedeutsamkeit von

PolySia in Vertebraten.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass neben NCAM auch das synaptische
Zelladhasionsmolekul SynCAM1 im perinatalen Mausegehirn polysialyliert wird. Bei
SynCAM1 handelt es sich ebenfalls um ein Adhasionsprotein, welches die Gehirn-
reifung und insbesondere die Synaptogenese beeinflusst. SynCAM1 ist auch in
weiteren Organen, bzw. Geweben (Hoden, Lunge und Leber) beschrieben und an
wichtigen physiologischen Regulationsmechanismen, u.a. in der Tumorgenese des
Mammakarzinoms, des Hepatozellularen Karzinoms sowie des kleinzelligen

Bronchialkarzinoms beteiligt.

Fur die Identifikation des potentiellen polysialylierten Proteins wurden Gehirnlysate von
postnatalen NCAM-Knock-out-Mausen verwendet. Das durch Immunprazipitation
isolierte Protein konnte mittels Massenspektrometrie als SynCAM1 identifiziert werden.
Die Ergebnisse zeigen, dass SynCAM1 sowohl in Abwesenheit, als auch physiologisch
in der Gegenwart von NCAM in vivo polysialyliert wird und somit davon ausgegangen
werden kann, dass es an der Gehirnentwicklung beteiligt ist. Weiterfiihrende Versuche
zeigten, dass die PolySia bei SynCAM1 an N-Glykanen der ersten IG-Doméane

gebunden ist und sich aus mehr als 40 Sialinsauren zusammensetzen kann.

Dies ist die erste Arbeit, welche polysialyliertes SynCAM1 als einen weiteren Trager
von PolySia wahrend der neuronalen Entwicklung nachweisen konnte. Weitere

Forschungsarbeiten sind aber nétig, um die genaue funktionelle Rolle von
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polysialyliertem SynCAM1 innerhalb und vielleicht auch aufierhalb des neuronalen

Systems zu charakterisieren.
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8. Summary

Sialic acids are found as post-translational modifications in nearly all glycoconjugates
of vertebrates and mostly occur as monosialyl units. In contrast, polysialic acid
(polySia), a linear homopolymer of a2,8-linked N-acetylneuraminic acid, was only
detected in four glycoproteins and the neural cell adhesion molecule (NCAM)
represents its main carrier. The polysialylation of NCAM affects essential functions
such as synaptogenesis, neural pathfinding and synaptic plasticity. Consequently, the
highest levels of polySia can be detected during brain development and maturation.
Furthermore, polysialylated NCAM plays a role in pathological processes like
tumorgenesis (glioblastoma, multiple myeloma), schizophrenia and neuronal repair
processes. The fact that a complete absence in knockout-mice leads to an early death

highlights the importance of polySia in vertebrates.

The present thesis showed that the synaptic cell adhesion molecule SynCAM1 is
polysialylated besides NCAM in the perinatal mouse brain. SynCAM1 is an adhesion
protein, which affects the brain maturation and particularly the synaptogenesis.
SynCAM1 is also described in other organs (testes, lung and liver) and is involved in
physiological key mechanisms including the tumorgenesis of breast cancer, the

hepatocellular carcinoma and small cell lung cancer.

For the identification of further potential polysialylated proteins brain lysates of
postnatal NCAM-knockout-mice were used. The polySia carrier was isolated by
immune-precipitation and generated tryptic peptide mass fingerprint led to the
identification of SynCAM1. The results showed that SynCAM1 is polysialated both in
the absence and in the presence of NCAM in vivo. Thus, the polysialylated form of
SynCAM1 may influence the brain development. Further experiments showed that
polySia was linked to N-glycans of the first IG-domain and consisted of more than 40

sialic acid residues.

This is the first study, which described polysialylated SynCAM1 as a further target of
polysialylation during the neural development. However additional studies are needed
to characterize the precise function of polySia-SynCAM1 in the neural system and

other physiological processes.
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