JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
ﬁ GIESSEN

Christina Ulm

Identifizierung und Charakterisierung der
biologischen Funktion von PolySia-NCAM

in humanem Lungengewebe

INAUGURALDISSERTATION zur Erlangung des Grades eines Dr. biol. hom.
des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitdt Giefen




Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2012

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1" Edition 2012

© 2012 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

it i
VVB LAUFERSWEILER VERLA

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Identifizierung und Charakterisierung der
biologischen Funktion von PolySia-NCAM in

humanem Lungengewebe

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Dr. biol. hom.
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat GielRen

vorgelegt von

Christina Ulm

aus GielRen

GieRen 2012



Aus dem Biochemischen Institut des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat GieRen

Leiter: Prof. Dr. Klaus T. Preissner

Gutachter: Prof. Dr. Rudolf Geyer
Gutachter: Prof. Dr. Andreas Meinhardt

Tag der Disputation: 03.12.2012



»Wichtig ist, dass man nicht aufhort zu fragen.”
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1 Einleitung

Nach unserem heutigen Wissenstand spielen zellulare Interaktionen eine
entscheidende Rolle in einer Fille verschiedener biologischer, physiologischer
und pathologischer Vorgange, wobei mit der Zellmigration, Proliferation,
Embryogenese, Differenzierung, Apoptose und immunmodulatorischen Abldaufen
nur einige zu nennen sind. Diese spontan stattfindenden und fein regulierten
Prozesse basieren unter anderem auf einer funktionierenden Protein-Protein-
Wechselwirkung, die je nach Bedarf erfolgt oder durch Regulationsmechanismen
inhibiert werden kann. Hierbei wird jedoch nicht ausschlieBlich der mechanische
Zusammenhalt zwischen zwei Zellen gewahrleistet bzw. verhindert, sondern
auch Signaltransduktionsprozesse ins Zellinnere (iberwacht, die je nach
Anwesenheit eines passenden Liganden, teilweise unter Zuhilfenahme eines
Co-Rezeptors, eine Apoptose herbeifiihren, die Zellen dazu veranlassen sich zu
teilen oder sonstige transkriptionelle Vorgange beeinflussen kénnen. Diese
Mechanismen unterliegen einer hochfeinen Regulation, die sich Uber 400
Millionen Jahre Evolution etabliert hat.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit einer posttranslationalen Protein-
Modifikation, sowie die Auswirkung derer auf verschiedene immun-

modulatorische Vorgange in humanem Lungengewebe.

1.1 Polysialinsdure (PolySia)

1.1.1 Struktureller Aufbau

Bei der Polysialinsdure (PolySia) handelt es sich um ein Homopolymer aus
verknipften N-Acetylneuraminsduren (Neu5Ac), welches mehr als 50
Sialinsdurereste enthalten kann [Finne 1982; Galuska et al. 2006]. Sialinsduren
sind a-Ketosdauren und besitzen ein C9-Grundgeriist mit einer Carboxylgruppe in
C1-Position und einer Ketogruppe in benachbarter C2-Position (Abbildung 1)
[Angata und Varki 2002; Schauer 2004]. Mehr als 50 natirlich vorkommende



Neuraminsaure-Derivate konnten bislang identifiziert werden [Kelm und Schauer
1997; Angata und Varki 2002], wobei nur wenige davon als Baustein fir die
Polysialinsdure dienen. Neben der hier gezeigten N-Acetylneuraminsaure
(Abbildung 1) gehoren die N-Glykolylneuraminsaure (Neu5Gc) und die
Deaminoneuraminsdaure (KDN) zu den am haufigsten exprimierten
Strukturvarianten [Mihlenhoff et al. 1998]. PolySia taucht terminal als
posttranslationale Modifikation komplexer N-Glykane auf und wird vor allem auf
seinem Hauptakzeptormolekil, dem neuralen Zelladhdsionsmolekil NCAM (1.2),

detektiert.

1COOH
?:CFEOH g:CHzOH 1COOH

Abbildung 1 Strukturbeispiel a2,8-verkniipfter N-Acetylneuraminsaure-Einheiten

1.1.2 Biosynthese

1.1.2.1 Sialinsduren

Die Biosynthese von N-Acetylneuraminsdaure (Neu5Ac) bendétigt als
Ausgangssubstanz UDP-N-Acetyl-D-Glucosamin (UDP-GIcNAc), welches tber den
Kohlenhydratstoffwechsel der Zelle zur Verfligung gestellt wird. Es kommt
anschlielend zur Epimerisierung von UDP-GIcNAc zu N-Acetyl-D-Mannosamin
(ManNAc), welches anschlieRend in 6-Position phosphoryliert wird [Corfield et al.
1982]. Diese Schritte werden von dem Enzym  UDP-GIcNAc-2-
Epimerase/ManNAc-Kinase (GNE) katalysiert [Hinderlich et al. 1997]. ManNAc-6-
Phosphat wird unter gleichzeitigem Verbrauch von Phosphoenolpyruvat durch
die Neu5Ac-9-Phosphat-Synthase in Neu5Ac-9-Phosphat umgewandelt, und
durch Abspaltung der Phosphatgruppe entsteht Neu5Ac. Die Aktivierung aller
anderen Monosaccharide findet im Cytosol statt, die Aktivierung der Neu5Ac

durch die CMP-Neu5Ac-Synthetase hingegen im Kern [Kean 1991]. Aktiviertes



CMP-Neu5Ac wird dann Uber den CMP-Neu5Ac-Golgi-Transporter in den
Golgi-Apparat transportiert und dort mit Hilfe von Sialyltransferasen auf
naszierende Glykokonjugate U(ibertragen [Harduin-Lepers et al. 2001]. Die
Aktivitat der GNE und damit die Aktivitat der gesamten Sialinsaurebiosynthese
wird durch das Endprodukt CMP-Neu5Ac in einem sogenannten ,feedback”-

Mechanismus reguliert [Kornfeld et al. 1964].
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Abbildung 2 Sialinsdure-Biosynthese

Schematisches Diagramm der Sialinsdure-Biosynthese angefangen von UDP-N-Acetyl-D-
Glucosamin (UDP-GIcNAc), welches im Zuge des zelluldren Kohlenhydratstoffwechsels zur
Verfligung gestellt wird, via der Aktivierung im Zellkern hin zum Transport in den Golgi-
Apparat, wo der Transfer auf Glykokonjugate stattfindet. Der Weg endet mit dem
vesikularen Transport von sialylierten Glykokonjugaten zur Plasma Membran.

ManNAc, N-Acetyl-D-Mannosamin; GNE, UDP-GIcNAc-2-Epimerase/ManNAc-Kinase;
Neu5Ac, N-Acetylneuraminsdure. Blaues Quadrat, N-Acetylglucosamin; griner Kreis,
Mannose; gelber Kreis, Galactose; violette Raute, N-Acetylneuraminsaure. Glykanstruktur
erstellt mit Hilfe [Ceroni et al. 2008].

1.1.2.2 PolySia
Die Biosynthese von PolySia wird durch zwei Polysialyltransferasen, die durch
eine hohe Homologie zueinander charakterisiert sind, katalysiert, ST8Siall und

ST8SialV. Diese gehoren zur Sialyltransferasen-Familie der Vertebraten und sind



im Golgi-Apparat der Zelle lokalisiert [Harduin-Lepers et al. 2001; Angata und
Varki 2002]. Beide Enzyme sind fir die Biosynthese von Polysialinsduren
verantwortlich. Neben den a2,8-Sialyltransferasen, zu denen ST8Siall und
ST8SialV gehoren, gibt es noch verschiedene a2,3-Sialyltransferasen und a2,6-
Sialyltransferasen. Die a2,8-Sialyltransferasen bendtigen einen terminalen
Sialinsdure-Rest als Akzeptormolekil fir die aktivierte Sialinsdure, bei den
anderen beiden Unterfamilien dienen Galactose, N-Acetylglucosamin und
N-Acetylgalactosamin als Akzeptormolekiile.

Bei allen Sialyltransferasen der Vertebraten handelt es sich um Golgi-assoziierte
Typ lI-Transmembranproteine.  Sie  setzen sich aus einer  kurzen
cytoplasmatischen und einer langen, in das Lumen reichenden Domane
zusammen. Diese wiederum besteht aus einer Stammregion und der
katalytischen Domane, die drei Bereiche umfasst: Sialylmotiv L (long), S (small),
VS (very small)[Datta und Paulson 1995; Datta et al. 1998]. Die Motive L und S
sind fiir das Binden der aktivierten Sialinsaure verantwortlich. Weiterhin besitzen
alle Sialyltransferasen eine Transmembrandomane und sind an mehreren Stellen
N-glykosyliert [MUhlenhoff et al. 2001].

Eine Besonderheit der beiden Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV ist die
Anwesenheit einer sogenannten  Polysialyltransferasendomane  (PSTD)
[Nakata et al. 2006]. Diese Region ist reich an basischen Aminosauren, die eine
Interaktion mit der PolySia-Kette erst ermdglichen. So sind die beiden Enzyme
zwar typische Mitglieder der Sialyltransferasen-Familie, jedoch einzigartig in ihrer
Fahigkeit, PolySia zu synthetisieren. Alle anderen a2,8-Sialyltransferasen kénnen
Glykokonjugate lediglich di- (ST8Sial, ST8SiaV und ST8SiaVI) bzw. oligosialylieren
(ST8Sialll und ST8SiaV) [Angata et al. 2000; Sato et al. 2000]. Die strukturelle
Voraussetzung der Polysialylierung durch eine der beiden Polysialyltransferasen
sind, wie bereits oben angesprochen, terminale Sialinsauren, die in einer a2,3-
oder einer a2,6-glykosidischen Bindung mit einer Galaktose verbunden sind.
Diese subterminale Galaktose liegt haufig £1,4-verknlipft an einem
N-Acetylglucosamin der zentralen Pentasaccharid-Struktur MansGIcNAc, eines

di-, tri- oder tetraantennaren N-Glykans vor (Abbildung 3) [Liedtke et al. 2001;



von Der Ohe et al. 2002; Wuhrer et al. 2003; Hildebrandt et al. 2008].
Die weitere Verknipfung der Neu5Ac-Untereinheiten erfolgt in a2,8-
glykosidischer Bindung. Dabei kann die entstehende PolySia-Kette aus liber 60

Untereinheiten bestehen [Galuska et al. 2008].
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Abbildung 3 Schematische Darstellung eines polysialylierten N-Glykans

Die Abbildung zeigt ein diantenndres N-Glykan vom komplexen Typ mit einer naszierenden
PolySia-Kette. Die Glykanstruktur wurde mit Hilfe des Softwareprogrammes
»Glykoworkbench” erstellt [Ceroni et al. 2008].

Die beiden Polysialyltransferasen besitzen neben ihren katalytischen Fahigkeiten
gegenlber  anderen Glykoproteinen auch die Befdhigung zur
Autopolysialylierung. Dabei Ubertragen die Transferasen PolySia auf die im
Enzym selbst vorliegenden N-Glykane [Miuihlenhoff et al. 1996]. Bei
durchgefihrten In-vitro-Studien mit |6slichen Formen der Transferasen zeigte
sich, dass die Polymerisationseffizienz von ST8Siall geringer war (40
Sialinsdurereste), als die von ST8SialV (60 Sialinsdurereste) [Kitazume-Kawaguchi
et al. 2001; Angata et al. 2002], die beiden Transferasen unabhéngig
voneinander, je nach Entwicklungszustand und Bedarf, exprimiert werden
konnen und eine bestmogliche Polysialylierung nur erreicht werden kann, wenn

beide Transferasen synergistisch zusammenarbeiten [Angata und Fukuda 2003].



1.1.3 Biologische Funktion

Polysialinsaure besitzt aufgrund ihrer groRen Anzahl an deprotoniert
vorliegenden Carboxylgruppen der einzelnen Neuraminsaure-Untereinheiten
eine hohe negative Ladung, was das PolySia-Molekiil aufgrund der
resultierenden Hydrathille als eine volumindse, hydrodynamische Modifikation
eines Proteins erscheinen lasst. Die negative Gesamtladung des Molekiils flhrt
zu einer elektrostatischen AbstoBung polysialylierter Proteine, die PolySia eine
Funktion als Negativregulator der Zelladhdsion einbrachte und somit Zell/Zell-
Interaktionen entgegenwirken kann [Rutishauser et al. 1988; Fujimoto et al.

2001] (Abbildung 4).

NCAM-vermittelte Zelladhasion Polysialyliertes NCAM

Abbildung 4 Einfluss von PolySia auf Zelladhasionsvorgange

(A) Dargestellt sind NCAM/NCAM-Interaktionen, die sowohl in cis (griiner Kreis), als auch in
trans (roter Kreis) erfolgen kénnen. (B) Durch seine negative Gesamtladung und seine
hydrodynamisch, volumindse Struktur verhindert PolySia die NCAM-vermittelte
Zelladhdsion. Modifiziert nach [Gascon et al. 2007].

Neben dem Einfluss auf die Funktion von NCAM ist PolySia auch an weiteren
zelluldren Vorgangen beteiligt: So interagiert das Molekil beispielsweise mit
Glutamatrezeptoren. Die Wirkung von Glutamat wird dadurch bei dem NMDA
(N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor Subtyp abgeschwacht und im Gegensatz dazu
am AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic  acid)-Subtyp

verstarkt [Vaithianathan et al. 2004; Hammond et al. 2006]. Des Weiteren wird



durch die Bindung von BDNF (brain-derived neurotrophic factor) an PolySia und
die daraus resultierende Konzentrierung des Wachstumsfaktors an der
Zelloberflache dessen Wirkung potenziert [Miller et al. 2000; Vutskits et al.
2001].

Die Zahl der bisher in vivo nachgewiesenen polysialylierten Molekiile beschrankt
sich abgesehen von NCAM auf vier weitere: Das Membranprotein CD36 aus der
Familie der Scavenger-Rezeptoren, welches beim Menschen in der Muttermilch
vorkommt und im Gegensatz zu NCAM an O-Glykanen polysialyliert wird
[Yabe et al. 2003]. Der Rezeptor Neuropilin-2, der auf dendritischen Zellen zu
finden ist und demnach wohl Aufgaben im Rahmen des menschlichen
Immunsystems erfllt, ist ebenfalls Trager von PolySia. Hier ist bisher unklar, an
welcher Stelle das Molekil polysialyliert wird [Curreli et al. 2007] Ein weiteres
PolySia-tragendes Glykoprotein ist die a-Untereinheit eines spannungs-
abhangigen Natriumkanals [Zuber et al. 1992] in murinen Gehirnen. Das vierte
polysialylierte Molekil wurde in unserem Labor nachgewiesen. Es handelt sich
um das synaptische Zelladhdsionsmolekil SynCAM [Galuska et al. 2010]. Im
Folgenden wird jedoch nur auf das neurale Zelladhdsionsmolekil NCAM und

dessen Polysialylierung ndher eingegangen (1.2).

1.2 Neurales Zelladhdsionsmolekiil - NCAM

1.2.1 Struktureller Aufbau

Die erste Beschreibung des Phanomens der Zelladhasion erfolgte bereits Anfang
des 20 Jahrhunderts [Wilson 1907]. Etwas spater stieg man vertieft in die
Erforschung der CAMs (cell adhesion molecules) ein, um alsbald das
Ca’*-unabhingige neurale Zelladhisionsmolekiil NCAM als ersten Vertreter der
Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) zu identifizieren [Jorgensen und Bock 1974;
Rutishauser et al. 1976].

Die IgSF umfasst mehr als 100 Mitglieder und stellt die groRte Familie strukturell-

verwandter Zelladhdsionsmolekile dar [Brummendorf und Rathjen 1995].



Drei weitere groRe Familien werden von den Cadherinen, den Selektinen sowie

der Familie der Integrine gebildet.

Die Gemeinsamkeit aller Vertreter der IgSF ist das Vorhandensein mindestens
einer Immunglobulin-dhnlichen Domane im extrazelluliren Raum. Bei NCAM
besteht dieser Bereich aus finf Ig-Domanen gefolgt von zwei Fibronektin-IlI-
dhnlichen Domadnen [Cunningham et al. 1987]. NCAM wird von nur einem Gen
codiert, welches beim Menschen auf Chromosom 11 [Nguyen et al. 1986]
lokalisiert ist und durch alternatives SpleiBen der pra-mRNA theoretisch tiber 190
Transkripte zuldsst. Auf Proteinebene werden die drei Hauptisoformen
entsprechend ihrer apparenten molekularen Massen in NCAM-180, NCAM-140
und NCAM-120 eingeteilt. Bei den beiden Isoformen NCAM-140 und NCAM-180
handelt es sich um single pass-Transmembranproteine, die sich durch die Lange
ihrer intrazellulairen Domanen unterscheiden, diese besteht bei NCAM-140 aus
120 Aminosauren (AS) und bei NCAM-180 aus 385 AS. NCAM-120 hingegen ist
mit einem Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-Anker mit der Zellmembran
verbunden [Hinsby et al. 2004]. Zusatzlich zu den drei membranstiandigen
NCAM-Isoformen existiert noch eine weitere Form, die in diesem
Zusammenhang zu erwadhnen ist. Letztere ist jedoch nicht mit der Zellmembran
verankert und wird deshalb als 16sliches NCAM bezeichnet (Abbildung 5). Diese
I6sliche Form entsteht entweder durch alternatives SpleiBen und dem
Vorhandensein eines zusatzlichen Exons, was dazu fuhrt, dass NCAM gar nicht
erst in die Membran eingebaut wird [Bock et al. 1987], durch enzymatische
Spaltung der GPl-verankerten NCAM-120-Isoform, wobei postuliert wird, dass
eine Phosphatidyl-Inositol-spezifische Phospholipase C die Verbindung zwischen
GPI-Anker und Zellmembran |6st, oder durch proteolytische Spaltung des
extrazelluldren Anteils von einer der drei Hauptisoformen von NCAM [Olsen et
al. 1993; Secher 2010]. Abhangig von dem jeweiligen Freisetzungsmechanismus
weisen die l6slichen NCAM-Isoformen apparente Molekulargewichte von

110-190 kDa auf. Trotz eingehender Untersuchungen konnten der Ursprung



I6slicher NCAM-Fragmente und die fir die Abspaltung verantwortlichen

Proteasen bisher nicht vollstandig aufgeklart werden.

I6sliches polysialyliertes
NCAM-180 NCAM-140 NCAM-120 NCAM-110 NCAM-180

< Immunglobulin-dhnliche
Domaéne

I Fibronektin Typ Il -
ahnliche Doméane

@ GPI-Anker

. N - Glykan

Polysialinséure

Abbildung 5 Aufbau der Hauptisoformen des neuralen Zelladhdsionsmolekiils NCAM
Dargestellt sind die drei membranstdandigen Isoformen NCAM-180, -140 und -120, wobei
NCAM-180 und NCAM-140 als single pass-Transmembranproteine und NCAM-120 als
Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-verankertes Protein beschrieben werden. Zusatzlich ist
sowohl die l6sliche NCAM-110-Isoform als auch NCAM-180 polysialyliert dargestellt.
Das NCAM-Protein besteht aus fiinf extrazellularen Immunglobulin-Domanen sowie zwei
Fibronektin Ill-ahnlichen Domanen und besitzt sechs N-Glykosylierungsstellen. Modifiziert
nach [Kleene und Schachner 2004].

1.2.2 Biologische Funktionen

NCAM st in der Lage durch eine homophile Bindung mit anderen NCAM-
Molekilen in einer cis-Konfiguration (zwischen NCAM-Molekiilen derselben
Zelle), als auch in trans (zwischen NCAM-Molekiilen benachbarter Zellen) zu
interagieren  (siehe hierzu auch Abbildung 4). Die heterophilen
Wechselwirkungen von NCAM sind vielfaltig. So tritt NCAM beispielsweise mit
dem FGF (fibroblast growth factor)-Rezeptor in Wechselwirkung, was wiederum
unterschiedliche Folgereaktionen ausldésen kann: Zum einen fiihrt die heterophile
Interaktion von NCAM mit dem FGF-Rezeptor zur Phosphorylierung des

Rezeptors, wodurch eine Signaltransduktionskaskade ins Zellinnere ausgeldst



wird [Williams et al. 1994], zum anderen wird in neuronalen Zellen durch
NCAM-Bindung direkt eine intrazelluldare Signalkaskade ausgeldst, die zum
Neuritenwachstum fihrt [Kristiansen et al. 1999]. Im zentralen Nervensystem
(ZNS) wirkt NCAM in Bezug auf GDNF (glial derived neurotrophic factor), als
sogenannter Co-Rezeptor [Paratcha et al. 2003] fiir dessen eigentlichen Rezeptor
GFRa (GDNF family receptor-alpha). Es konnte gezeigt werden, dass NCAM nicht
nur GDNF binden kann [Durbec et al. 1996], sondern dessen Wirkung bei
zusatzlicher Anwesenheit von GFRa potenziert und intrazellular den MAP
(mitogen-activated protein)-Kinase-Weg auslost. Darliber hinaus zeichnet sich
NCAM auch durch seine Interaktion mit verschiedenen Neurotrophinen aus
[Gascon et al. 2007]. Bei diesen handelt es sich um sekretierte, basische
Proteine, die als Signaltransmitter im Nervensystem fungieren und damit
Neuronenwachstum, Differenzierung und Plastizitdt induzieren kénnen [Miller
und Kaplan 2001]. Vier Mitglieder der Neurotrophin-Familie konnten bislang
nachgewiesen werden: NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), NT 3 (Neurothrophin 3) und NT 4 (Neurothrophin 4). So
wird beispielsweise die Wirkung des Wachstumsfaktors BDNF durch die Bindung
an die polysialylierte NCAM-Form potenziert [Miiller et al. 2000]. Weiterhin geht
NCAM  Wechselwirkungen mit unterschiedlichen = Komponenten der
extrazelluldren Matrix ein [Walmod et al. 2004].

Auch den l6slichen NCAM-Formen werden unterschiedliche Aufgaben zuteil. So
kann die I6sliche Form Zelladhasionsvorgdange, die durch eine der
membranstandigen Isoformen vermittelt werden storen [Sadoul et al. 1986;
Olsen et al. 1993] oder die Migration neuronaler Zellen positiv unterstiitzen
[Thomaidou et al. 2001]. Weiterhin wurden im Rahmen von Lernprozessen
I6sliche NCAM-Formen nach induzierter Langzeitpotenzierung im Gyrus dentatus
des Hippocampus der Maus nachgewiesen [Fazeli et al. 1994]. In pathologischen
Zustinden wurde jeweils im Liquor Schizophrenie-erkrankter Patienten sowie
von Patienten mit altersbedingter Demenz I6sliches NCAM-110 detektiert
[Poltorak et al. 1995]. Gleiches gilt auch fiir Seren von Patienten, die unter dem

kleinzelligen Lungenkarzinom litten [Jaques et al. 1993; Takamatsu et al. 1994].



1.3 PolySia-NCAM

1.3.1 Posttranslationale Modifikationen von NCAM

Alle Isoformen von NCAM konnen posttranslational modifiziert werden. Dabei
gilt es zu unterscheiden, ob der intra- oder der extrazelluldare Anteil des Proteins
modifiziert wird. Im N-terminalen Teil der zytoplasmatischen Domane ist z.B.
eine sogenannte Palmitoylierungsstelle zu finden [Murray et al. 1987].
Palmitoylierung von NCAM fihrt zur verstiarkten Verankerung in der
Zellmembran und zum Einbau in Membranmikrodomanen (lipid rafts)
[Niethammer et al. 2002]. Transmembranare Isoformen des Proteins kdnnen
weiterhin intrazellular Uber Serin- und Threoninreste phosphoryliert werden
[Sorkin et al. 1984]. Diese Modifikation vermittelt bei der NCAM-180-Isoform
Kontakt zu dem intrazellularen Protein Spektrin, welches einen wesentlichen
Bestandteil des Zytoskeletts darstellt [Sytnyk et al. 2002]. Die Regulation des
NCAM-vermittelten NFkB (nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells)- Signaltransduktionsweges wird lber Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung von intrazellularen Threoninresten reguliert [Little et al.
2001]. Die Sulfatierung von NCAM spielt hauptsachlich wahrend der Entwicklung
im Zuge von Zell/Zell- bzw. Zell/Matrix-Interaktionen eine groRRe Rolle [Silberstein
und Daniel 1982].

Die Glykosylierung stellt jedoch die bekannteste und weitreichendste
posttranslationale  NCAM-Modifizierung dar, indem sie Einfluss auf
Proteinfaltung, Stabilitdit und Funktion nimmt. Glykosylierungen finden im
Endoplasmatischen Retikulum sowie dem Golgi-Apparat statt [Kiss und Rougon
1997]. Das NCAM-Molekil besitzt sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen
(Asn 203, 297, 329, 415, 441 und 470) in den extrazellularen Ig-Domanen [Albach
et al. 2004], sowie zwei O-Glykosylierungsstellen in den beiden Fibronektin IlI-
dhnlichen Domanen [Walsh et al. 1989; Ong et al. 2002].

Die Polysialylierung von NCAM stellt in diesem Kontext nicht nur die wichtigste
Glykosylierungsform des Proteins dar, sie ist auch die posttranslationale
Modifizierung, die im Zusammenhang mit NCAM bislang am eingehendsten

charakterisiert wurde und nach wie vor Gegenstand aktueller Studien ist



[Bonfanti 2006; Hildebrandt et al. 2008]. Die PolySia-Kette (1.1) wird im Falle von
polysialyliertem NCAM (PolySia-NCAM) als terminale Modifikation von
N-Glykanen angehdngt, die ausschlieBlich innerhalb der fiinften Ig-Domadne

lokalisiert sind [Liedtke et al. 2001; von Der Ohe et al. 2002].

1.3.2 Biologische Funktionen

Eine der wichtigsten Funktionen, die PolySia-NCAM zukommt, ist die Tatsache,
dass die NCAM-vermittelte Zell/Zell-Interaktion inhibiert wird (Abbildung 4).
Damit einhergehend kann auch der Abstand zwischen benachbarten
Membranen, der durch eine NCAM-induzierte Wechselwirkung zustande kam,
vergrolRert werden [Rutishauser et al. 1988]. Dies spielt nicht nur fir NCAM
selbst eine grolRe Rolle, sondern auch fir andere membranstandige Proteine, die
durch eine PolySia-vermittelte, interzelluldre RaumvergrofRerung den Kontakt zu
ihren Interaktionspartnern verlieren. Die Polysialylierung von NCAM muss
deshalb einem feinen Regulationsmechanismus unterliegen. Wahrend der
Embyonalentwicklung wird PolySia-NCAM auf unterschiedlichen Zellen
verschiedener Gewebe detektiert, die sich von allen drei Keimblattern
(Endoderm, Mesoderm, Ectoderm) ableiten. So konnte PolySia-NCAM in
Vorlauferstrukturen der Niere, der quergestreiften Muskulatur, dem Herz und
auch der Lunge nachgewiesen werden [Lackie et al. 1990; Lackie et al. 1991,
Lackie et al. 1994]. PolySia-NCAM ist weiterhin ein prominenter Regulator der
neuralen Zellmigration und Differenzierung, der axonalen Wegfindung sowie der
synaptischen Plastizitat wahrend der Entwicklung des Nervensystems und damit
einhergehend auch postnatal noch in Strukturen prasent, die im adulten Stadium
Neurogenese und Plastizitdit aufweisen [Fujimoto et al. 2001; Kleene und
Schachner 2004]. Weitere Funktionen von PolySia-NCAM, die das pra- und
postnatale Nervensystem betreffen, werden weiter unten im Kontext
verschiedener knock-out Studien beschrieben.

Wadhrend die Funktionen von PolySia-NCAM im Nervensystem bereits intensiv
untersucht wurden und nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung darstellen,

ist die Rolle von PolySia-NCAM im Immunsystem noch unzuldnglich geklart. Auf



ausgereiften dendritischen Zellen liegt das Oberflachenprotein Neuropilin-2
polysialyliert vor und moduliert hier die Migration dieser Zellen [Bax et al. 2009;
Rey-Gallardo et al. 2010; Rey-Gallardo et al. 2011]. Daneben konnen
polysialylierte Glykoproteine auch auf der Oberflache anderer Immunzellen, wie
den  Monozyten, natirlichen Killerzellen  sowie  hamatopoetischen
Vorlauferzellen, exprimiert werden [Husmann et al. 1989; Curreli et al. 2007;
Moebius et al. 2007; Drake et al. 2008; Drake et al. 2009].

PolySia-NCAM spielt weiterhin wahrend der Onkogenese und der hdufig damit
einhergehenden Metastasierung eine Rolle [Daniel et al. 2001; Cheung et al.
2006]. So konnte polysialyliertes NCAM bereits bei dem kleinzelligen
Lungenkarzinom [Kibbelaar et al. 1989], dem Wilms-Tumor [Roth et al. 1988]
sowie in Neuroblastomen [Moolenaar et al. 1990] nachgewiesen werden. Da
diesen tumordsen Veranderungen allen ein neuro-ektodermaler Ursprung
zugrunde liegt, ist davon auszugehen, dass PolySia-NCAM in diesen Geweben

reexprimiert vorliegt [Figarella-Branger et al. 1990].

Mausmodelle zur Untersuchung der biologischen Funktion von PolySia-NCAM
im Nervensystem

Um genaueren Einblick in die biologische Funktion von polysialyliertem NCAM in
neuronalen Geweben zu erlangen, wurden Studien mit NCAM-knock out (ko)-
Mausen durchgefihrt [Cremer et al. 1994]. Obwohl NCAM eine zentrale Rolle als
Zelladhasionsmolekil im Gehirn spielt, sind diese Tiere lebensfahig und fertil. Da
PolySia-NCAM im adulten Gehirn jedoch primar in Neurogenese-Arealen zu
finden ist, zeigen sich hier in spateren Stadien jedoch Defekte. So weist der
olfaktorische Bulbus in NCAM-defizienten Mausen eine deutliche Verkleinerung
auf. Neuronale Vorlduferzellen, die der subventrikularen Zone (SVZ) entspringen
und entlang des rostralen Migrationsweges (RMS) zum Riechkolben wandern,
sind in dieser Funktion gestort [Cremer et al. 1997]. Eine weitere morphologische
Verdanderung ist im Moosfasertrakt des Hippocampus zu finden und betrifft die
Faszikulierung der Axone des Gyrus dentatus, die ihrerseits die Pyramidenzellen

der CA3 Region innervieren [Cremer et al. 1997].



Die generelle Grundlage des Lernens basiert auf der Langzeit-Potenzierung (LTP)
der synaptischen Ubertragung. In NCAM-ko-Mi3usen konnte eine Inhibition
dieser LTP im Hippocampus festgestellt werden, was sich in Verhaltensstudien in
einer Minderung der Befahigung zu rdumlichem Lernen widerspiegelte [Cremer
et al. 1994]. Weitere Beeintrachtigungen der generierten Tiere sind die Storung
der ,inneren Uhr“ [Maness und Schachner 2007] und eine geringere
Vesikelbildung an Synapsen der motorischen Endplatte [Polo-Parada et al. 2001].
Dass Polysialinsauren im Hirn von grofRer Bedeutung sind, zeigte sich bereits bei
Untersuchungen an Mausmodellen, die zwar NCAM exprimierten, denen jedoch
die beiden Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV fehlten. Dies fiihrte zum
volligen Verlust von PolySia [Weinhold et al. 2005] und zum Tod von lber 80 %
der Tiere eines Wurfes innerhalb der ersten vier Wochen nach der Geburt.
Weiterhin wiesen diese Mause ein deutlich reduziertes postnatales Wachstum,
Defekte in mehreren Gehirnfasertrakten, einen verkleinerten Bulbus olfactorius

sowie einen Hydrocephalus auf.

1.4 Lunge

1.4.1 Entwicklung und struktureller Aufbau

Die Ausbildung des Respirationstraktes geht vom embryonalen Darmrohr aus,
d.h. dass die Lunge aus einem endodermalen sowie einem mesodermalen Anteil
besteht. Der endodermale Anteil bildet die spateren Epithelien und Driisen, aus
dem mesodermalen Anteil gehen die glatten Muskelzellen, Bindegewebe,
Knorpel und GefalRe hervor.

Das Gewebe der Lungen kann in einen Iuftleitenden und einen
gasaustauschenden Teil gegliedert werden. Der Gasaustausch findet (iber die
sogenannte Blut-Luft-Schranke statt, die in den Alveolen aus den alveoldren
Epithelzellen (AEZ) von Typ |, den AEZ vom Typ ll, die eine Stammzellfunktion
haben und sich gegebenenfalls in AEZ Typ | differenzieren kdnnen, den

Endothelzellen der zufiihrenden BlutgefaRe und einer gemeinsamen Basallamina



besteht. Zusatzlich zu bereits genannten Zellen gehéren die immun-
modulatorisch wirksamen Alveolarmakrophagen noch zu der physiologischen
Ausstattung der Alveolen. Diesen Ubergeordnet liegt das Bronchialepithel,
welches sich aus verschiedenen Zelltypen zusammensetzt: den ziliierten
Bronchialepithelzellen und den Becherzellen, die zusammen den mukozilidgren
Apparat der Lunge bilden, den Clara-Zellen, die eine Stammzellfunktion
innehaben, sowie den eigentlichen, undifferenzierten Stammzellen, die aufgrund

der Lage als Basalzellen bezeichnet werden.

1.4.2 Immunologie

1.4.2.1 Uberblick

Bevor auf die spezielle Immunologie der Lunge eingegangen wird, soll vorab ein
kurzer Uberblick iiber die allgemeine Einteilung des Immunsystems héherer
Lebewesen gegeben werden. Das Immunsystem hat die Fahigkeit, unseren
Organismus mittels hochdifferenzierter Abwehrmechanismen vor Eindringlingen,
wie Bakterien, oder Parasiten zu beschiitzen. Dabei ist das System in der Lage,
zwischen koérpereigenen und korperfremden Substanzen zu unterscheiden. Die
Bekdampfung eines eingedrungenen Erregers unterliegt einer hochfeinen
Regulation, die in Uber 400 Millionen Jahren Evolution durch einen
Selektionsvorteil entstanden ist. Wird diese intakte Regulation gestort, kann dies
massive Auswirkungen auf den Organismus nach sich ziehen. Bei Vertebraten
wird generell zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem
unterschieden, wobei diese beiden Systeme stets miteinander in Verbindung
stehen. Die erste, spontane Immunantwort nach Eindringen eines Erregers wird
durch das angeborene Immunsystem vermittelt, welches sehr viel schneller
(innerhalb weniger Minuten), aber auch unspezifisch agiert. Dabei ist das Ziel
nicht ein einzelnes Antigen auf der Oberflache des eingedrungenen Erregers zu
erkennen, sondern die im Zuge der Evolution hoch konservierten, kérperfremden
Strukturen zu binden [Janeway 2002]. Diese Strukturen werden als pathogen-

associated-molecular patterns (PAMPs) bezeichnet. Beispiele hierfiir sind



bakterielle DNA, Mannane von Pilzen und Lipopolysaccharide (LPS) von
gram-negativen Bakterien [Akira et al. 2006].

Die Spezialitdit der erworbenen Immunantwort besteht darin, dass sich die
Effektorzellen Oberflaichenmuster der Erreger, mit Hilfe hochspezifischer
I6slicher Antikorper ,merken” konnen und damit individuell die aduReren
Molekile des Eindringlings erkennen, binden, Fragmente derselben prasentieren
und so die Erreger letztlich bekampfen konnen. Die Effektorzellen der
erworbenen Immunitdt sind hauptsachlich T- und B-Zellen [Janeway 2002]. In
dieser Dissertation sollen im Folgenden nur zwei Rezeptoren samt zugehdrigen
Liganden besprochen werden, die im pathologisch verdanderten Lungengewebe

und damit in der vorliegenden Arbeit eine herausragende Rolle spielen.

1.4.2.2 Toll-like Rezeptor 4 und LPS

Das Toll-Protein wurde erstmals in dem Modellorganismus Drosophila
melanogaster im Zuge einer dorsoventralen Gewebeausstiilpung wahrend der
Embryogenese entdeckt [Anderson et al. 1985]. Die Familie der toll-like-
Rezeptoren (TLRs) in Vertebraten umfasst mittlerweile zwolf identifizierte
Mitglieder [Akira et al. 2006] und zahlt zu den pathogen recognition receptors
(PRRs), die in der Lage sind, hochkonservierte PAMPs zu erkennen. Damit gehort
diese Rezeptor-Familie zum angeborenen Immunsystem. TLRs kdnnen sowohl
intrazellular als auf der Oberflaiche unterschiedlicher Immunzellen exprimiert
werden. Bei den besonders intensiv untersuchten Rezeptoren TLR-2 und TLR-4
handelt es sich um transmembrandre Glykoproteine vom Typl, welche
charakterisiert sind durch N-terminale, leucinreiche LRR-Sequenzen (leucine-rich-
repeat) im Bereich der extrazelluliren Doméane. Die cytoplasmatische Signal-
Domane weist Homologien zu der cytoplasmatischen IL-1R-Domaéne auf, so dass
diese signalgebende Sequenz Toll/IL-1R (TIR)-Domane genannt wurde [Gay und
Keith 1991; Bowie und O'Neill 2000; Beutler 2003]. TLR-4 vermittelt die
Erkennung von Lipopolysaccharid (LPS) gram-negativer Bakterien, wahrend TLR-2
die Zellwandbestandteile gram-positiver Bakterien wie Lipoteichonsdaure und

Peptidoglykane bindet [Hoshino et al. 1999]. LPS ist die immunmodulatorische



Komponente von Bakterien, die bislang am Genauesten untersucht wurde. Es ist
in der Lage, Entziindungen bis hin zu schwerer Sepsis auszulésen [Beutler und
Rietschel 2003]. Eine Aktivierung des TLR-4 Uber LPS erfordert die Anwesenheit
weiterer Co-Rezeptoren, um die komplette Liganden-vermittelte Signalstarke
gewadhrleisten zu kénnen. Bei diesen Co-Rezeptoren handelt es sich um das
GPIl-verankerte Protein CD 14, das LPS-bindende Protein (LBP), sowie MD-2
[Gioannini et al. 2007; Miyake 2007]. Die Signalweiterleitung verlauft tiber die
MyD88 (myeloid differentiation primary response gene-88)-Kaskade hin zur NFkB
(nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)-vermittelten
Transkription im Zellkern [Kagan und Medzhitov 2006], mit dem Ziel
proinflammatorische Zytokine wie IL-1R, IL-6, IL-10 oder TNFa zu sekretieren

(Abbildung 6).
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Abbildung 6 Der TLR4/IL-1R-Signalweg

Signale Gber TLR-4 und Interleukin-1-Rezeptoren fiihren Uber eine gemeinsame Toll/IL-1R
(TIR)-Domane zu dem Protein MyD88 (myeloid differentiation primary response gene-88),
welches Uber weitere Stufen den Transkriptionsfaktor NFkB (nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells) aktiviert. Dies fuhrt zur Ausschittung pro-
inflammatorischer Zytokine. IL-18 (Interleukin 1-B), IL-1R (Interleukin 1-Rezeptor), LPS
(Lipopolysaccarid), TLR-4 (toll-like Rezeptor-4), LBP (LPS-bindendes Protein), TIR (Toll/IL-1R).



1.4.2.3 Interleukin-1-Rezeptor und Interleukin-18

Interleukin-168 (IL-1R8) ist eine Unterform des Interleukin-1. Die IL-1-Familie
besteht aus drei Mitgliedern: IL-1a, IL-18 und IL-1-Rezeptor Antagonist. IL-118
wird bei Entziindung verstarkt von verschiedenen Zelltypen, wie neutrophilen
Granulozyten, sekretiert. Das Interleukin wurde zunachst als endogenes Pyrogen
beschrieben, es hat jedoch vielfiltige weitere proinflammatorische Funktionen
[Dinarello 1996]. So kann es beispielsweise weitere Zytokine mit
proinflammatorischer Wirkung z.B. tumor necrose factor-alpha (TNFa), IL-10, IL-2
und IL-6 rekrutieren. Der erste Rezeptor fiir IL-1 wurde 1985 beschrieben, wobei
die Rezeptoren fir IL-1a und B identisch sind [Dower et al. 1986]. Die zellulare IL-
1R8-Antwort wird liber den IL-1-Rezeptor vom Typ | (IL-1RI) vermittelt [Sims et al.
1993], welcher in geringer Zahl auf fast allen Zellen vorkommt [Sims et al. 1988].
Der Rezeptor ist aus einer extrazellularen IL-1-Bindedomane aufgebaut, die aus
drei Ig-dahnlichen Domadnen, einer einzelnen Transmembranregion und der
cytoplasmatischen TIR-Domadne besteht [O'Neill 1995]. Die intrazelluldre
Signalweiterleitung erfolgt dem TLR-4-Signalweg entsprechend (Abbildung 6)
[O'Neill 1995].

1.4.2.4 Abwehrmechanismen der Lunge

Zu den wichtigsten Abwehrmechanismen der Lunge zdhlen neben dem
Hustenreflex auch der mukozillidare Apparat, der von den Becherzellen und den
ziliierten Bronchialepithelzellen gebildet wird und eingeatmete Fremdstoffe nach
aullen transportieren soll. Weiterhin zadhlt die Sekretion von IgG, IgA und
verschiedenen antimikrobiellen  Proteinen und Peptiden zu den
Abwehrreaktionen der Lunge. Die antigenprasentierenden Alveolarmakrophagen
sind in der Lage, Eindringlinge zu phagozytieren, und die Bronchialepithelzellen
bedienen sich der Freisetzung unterschiedlicher Mediatormolekiile, allen voran
die proinflammatorischen Interleukine IL-18, IL-6, I1L.-10 und TNFa. Weiterhin
exprimieren bronchiale Epithelzellen sowohl IL-1R als auch TLR-4 [Parker und
Prince 2011], was dem Atemwegsepithel eine entscheidende Rolle in

immunmodulatorischen bzw. entzindlichen Prozessen zuteilwerden I|&asst.



Auf den Entziindungsprozess in der Lunge wird im folgenden Kapitel detaillierter

eingegangen.

1.4.3 Pathologische Verdnderungen

1.4.3.1 Entziindung

Bei einer Entziindung handelt es sich per definitionem um einen
Abwehrmechanismus eines lebenden Organismus auf eine lokale
Gewebeschadigung. Aulus Cornelius Celsus beschrieb bereits um 25 v. Chr. die
vier noch bis heute giiltigen Kennzeichen einer akuten Entziindung: Tumor, Calor,
Rubor und Dolor (Schwellung, Warme, Rotung, Schmerz). Heute weil man, dass
bei Entzindungen eine Vielzahl an Interaktionen zwischen Zellen und |6slichen
Bestandteilen erfolgt, allesamt mit dem Ziel der schnellen Rekonvaleszenz des
betroffenen Gewebes. Die Lunge gilt als besonders anfallig fir inflammatorische
Reize, da sie (iber die Atemwege sehr gut zuganglich ist fiir duRere Noxen und
damit die erste Verteidigungslinie gegen eingedrungene Erreger bildet (1.4.2.4).
Entziindungen der Lunge werden haufig vermittelt durch LPS gram-negativer
Bakterien, das Uber TLR-4 gebunden wird und damit Uber eine
Signaltransduktionskaskade (Abbildung 6) zur Sekretion pro-inflammatorischer
Proteine (wie z.B. IL-1B) flhrt. Diese l6slichen Zytokine wiederum locken
Immunzellen der Lunge an. Bei diesen Immunzellen handelt es sich im Zuge einer
ersten Verteidigung hauptsachlich um neutrophile Granulozyten [Nathan 2006;
Hickey und Kubes 2009]. Neutrophile Granulozyten nehmen nach , Aktivierung”
durch das pro-inflammatorische Interleukin der Bronchialepithelzellen Kontakt
zu den Endothelzellen auf, mit dem Ziel, durch das Endothel hindurch in das
inflammatorische Gebiet zu extravasieren [Nathan 2002; Hickey und Kubes
2009]. Hier haben die neutrophilen Immunzellen nun verschiedene
Moglichkeiten, um die eingedrungenen Erreger zu bekdampfen: (I) Sie erkennen
die invasierten Mikroben mit Hilfe der Oberflachen-PAMPs, binden diese (iber
ihre PRRs und internalisieren sie im Rahmen einer Phagozytose-Reaktion. Im

entstehenden Phagolysosom (Verschmelzung von Phagosom und Lysosom)



werden die eingedrungenen Erreger mittels proteolytischer und antibakterieller
Enzyme bzw. Peptide sowie reaktiver Sauerstoffspezies abgebaut [Nathan 2006].
() Eine weitere MaRnahme ist die Sekretion von zelleigenen, antimikrobiellen
Proteinen, die in einem Degranulationsprozess freigesetzt werden. Zu diesen
antimikrobiellen Proteinen zadhlen u.a. Lactoferrin, Neutrophile Elastase,
Cathepsin G und verschiedene Defensine [Abraham 2003; Hickey und Kubes
2009]. (lll) Der dritte Abwehrmechanismus, dessen sich die neutrophilen
Granulozyten wahrend einer Entziindungsreaktion bedienen, ist die Bildung von
NET (neutrophil extracellular traps). Hierbei bilden DNA und Histone zusammen
mit einer freigesetzten fibrilldren Matrix aus Granula-Proteinen ein
antimikrobielles Netz, welches Bakterien und andere Eindringlinge einfangen und
an Ort und Stelle zerstoren soll [Brinkmann et al. 2004]. Bei der Bildung von NET

handelt es sich um einen aktiv ablaufenden Prozess, der in Abbildung 7
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Abbildung 7 Die intrazellulare Bildung der NET-Formation [Brinkmann und Zychlinsky
2007].

Fluoreszenz-Bilder unterstiitzen die modellhafte Zeichnung. (1) Ausgangssituation, bei der
DNA in grin dargestellt ist, die Granula in rot. (2) Die Kernhille beginnt sich aufzuldsen,
Degranulierung beginnt. (3) Verlust von Membran-Integritdt innerhalb der Zelle. Der Inhalt
des Zellkerns sowie die freigesetzte Granula vermischen sich untereinander. (4) Wahrend
der finalen Phasen beginnen die Zellen sich zu kontrahieren, um den kompletten Zellinhalt,
unter Zerstorung der Zellmembran, zu entladen.

Nach der Rekrutierung und Aktivierung der neutrophilen Granulozyten durch ein

sekretiertes pro-inflammatorisches Zytokin (Abbildung 7, 1) kommt es zur



De-Kondensierung des Chromatins im Zellkern des Granulozyten und Hetero-
und Euchromatin mischen sich (Abbildung 7, 2). AnschlieBRend kommt es zum
Verlust der Kernhillen-Integritdit und zur Degranulation (Abbildung 7, 3).
Schlussendlich folgt die Ruptur der Zellmembran und die Ausschiittung von NET
(Abbildung 7, 4). Die Bildung von NET wird auch als ,,nutzbringender Selbstmord“
(beneficial suicide) bezeichnet, da die Zelle sich selbst opfert, um die NET-
Formation zu generieren, welche die Ausbreitung invasierter Mikroorganismen
verhindert [Brinkmann und Zychlinsky 2007]. Ein Nachteil oder Nebeneffekt
dieser NET-Formation ist allerdings, dass sich deren Zytotoxizitat nicht nur
gegenlber den invasierten Mikroorganismen, sondern auch auf die
korpereigenen Epithelzellen auswirken kann [Fuchs et al. 2011; Saffarzadeh et al.
2012]. In den letzten Jahren wurde weiterhin klar, dass NET auch im Rahmen
einiger Unfruchtbarkeitsfallen [McCauley et al. 1999; Alghamdi und Foster 2005]
und Autoimmunerkrankungen als negativer Regulator eine Rolle spielt [Zhong et

al. 2001; Gupta et al. 2005].

1.4.3.2 COPD

“Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a lung disease characterized by
chronic obstruction of lung airflow that interferes with normal breathing and is
not fully reversible. The more familiar terms 'chronic bronchitis' and 'emphysema’
are no longer used, but are now included within the COPD diagnosis. COPD is not
simply a "smoker's cough" but an under-diagnosed, life-threatening lung

disease.” (http://www.who.int/respiratory/copd).

Die chronisch obstruktive Lungenkrankheit (COPD) ist eine entziindliche Lungen-
Erkrankung mit progredientem Verlauf, die gekennzeichnet ist durch steigende
Pravalenz, Morbiditat und Mortalitat. Berechnungen zufolge wird die COPD im
Jahre 2020 die dritthaufigste Todesursache und die flinfthaufigste Erkrankung
darstellen [Benson und Marano 1998]. Die Pathogenese der COPD ist komplex
und die Faktoren, durch die es zu einer krankhaften Veranderung kommt, sind

sehr vielfaltig und reichen von aktiver oder passiver Zigarettenrauchinhalation,



Uber Erndahrung, Geschlecht und berufsbedingte Noxen bis hin zu genetischer
Vorbelastung. Die COPD-Pathogenese ist charakterisiert durch eine komplexe
Kaskade, in der es zur Aktivierung verschiedener inflammatorischer Mediatoren
kommt [Barnes 2000; Barnes 2004]. Durch die Stimulierung von
Alveolarmakrophagen, verursacht durch exogene oder endogene Noxen, kommt
es zur Freisetzung von Interleukinen, die wiederum neutrophile Granulozyten
rekrutieren. Letztere haben das Bestreben, die Entziindung einzuddmmen
(1.4.3.1), und setzen neben antimikrobiellen Peptiden und Proteasen auch
zytotoxische Sauerstoffspezies und NET frei. Da diese Entziindungsprozesse
chronisch ablaufen, kommt es nach einiger Zeit zu einem Missverhaltnis von
sekretierten gewebsschddigenden Stoffen und den bendtigten Schutzstoffen.
Dieses Ungleichgewicht fihrt zu einem Abbau elastischer Fasern und vermehrter
Mucus-Sekretion. Es entsteht eine Instabilitdt des Bronchialepithels, die in einem
Kollaps und letztlich einem Lungenemphysem resultiert [Doherty 2004]. Bei
COPD-Patienten ist IL-1R offensichtlich ein wichtiger Aktivator der
Alveolarmakrophagen [Dinarello und Wolff 1993], da im Bronchialepithel dieser
Patienten in vitro eine vermehrte Freisetzung von IL-1R beobachtet werden

konnte [Rusznak et al. 2000].

1.4.3.3 IPF

Die idiopathisch pulmonale Fibrose (IPF) zeichnet sich durch GbermaRig starke
Fibroblastenproliferation und Umbau der extrazelluldren Matrix aus, was eine
Zerstorung der Lungenarchitektur zur Folge hat [Meltzer und Noble 2008;
Guarino et al. 2009]. Lassen sich histologisch in physiologischem Gewebe noch
gasaustauschende Strukturen, einschlieRlich der sogenannten Blut-Luft-
Schranke, und groBlumige Luftrdume erkennen, so zeigen Gewebe von
IPF-Patienten ein besonderes histopathologisches Merkmal: die multiplen,
herdférmigen, fibroblastaren Foci, welche wohl den Stellen entsprechen, an
denen eine aktive Kollagensynthese stattfindet sowie Bindegewebs-Strukturen,
die einen Gasaustausch irreversibel unterbinden. Eine Entziindung gilt nicht als

Merkmal der IPF und eine Therapie mit anti-inflammatorischem Konzept fiihrte



demnach bislang nicht zu einer Rehabilitierung des pathologisch-veranderten
Gewebes [Selman et al. 1998; Selman et al. 2001]. Eine Epithelverletzung, die der
IPF-Pathogenese zugrunde liegt, kann alleine, ohne Inflammation, zur Ausbildung
einer Fibrose fuhren [Selman et al. 2001; Selman und Pardo 2002]. Aktuelle
Studien stellen eine pathologische Wechselwirkung zwischen AEZ und
Fibroblasten, sowie die Hypothese einer gestérten Wundheilung in den

Vordergrund [du Bois 2010].

1.4.4 Bleomycin-Mausmodell

Bleomycin ist ein antibiotischer Wirkstoff, der in einigen chemotherapeutischen
Therapieansatzen als Zytostatikum Verwendung findet [Advani 2011]. Der
Nachteil bei der Behandlung st allerdings, dass die zytotoxischen
Nebenwirkungen in der Lunge besonders stark zur Auspragung kommen [Hay et
al. 1991]. Die Medikamenten-induzierten Effekte in der Lunge resultieren hierbei
in massiv-oxidativen Schaden des respiratorischen Epithels, gefolgt von einer
akuten Entziindungsreaktion und schlussendlich einer Lungenfibrose [Chandler
1990; Jules-Elysee und White 1990]. Dieser Nachteil der Bleomycin-Behandlung
wird im Mausmodell insofern ausgenutzt, als auf diesem Weg in der Maus eine
Entziindungsreaktion mit anschlieRender Fibrose reversibel induziert werden
kann. Damit steht ein experimentelles Tiermodell zur Verfliigung, um entweder
die molekularen und zellularen Pathomechanismen der pulmonalen Fibrose und
der vorangehenden akuten Lungenentziindung oder auch maogliche
Therapieansatze zu untersuchen [Grande et al. 1998; Mouratis und Aidinis 2011].
Die friihe Phase der Bleomycin-induzierten Immunantwort der Lunge beinhaltet
eine Entziindungsreaktion, ausgeldst durch oxidativen Stress, sowie eine daraus
resultierende Epithelverletzung. Infolgedessen steigt die Zahl der Immunzellen in
den ersten Tagen nach der Verabreichung von Bleomycin stark an. Die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1R8, IL-6, TNFa und transforming growth factor 8
(TGFB) erreichen zwischen Tag4 und Tag 7 nach Bleomycin-Darreichung ihre
maximale Konzentration und dienen damit als friihe Entziindungsmarker

[Nagano et al. 2006; Saito et al. 2008].



2 Zielsetzung

In der Arbeitsgruppe von Prof. Geyer konnte in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Gunther (Med. Klinik 1) bereits gezeigt werden, dass
eine IPF- sowie eine COPD-Erkrankung mit einer gesteigerten Expressionsrate der
beiden Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV einhergeht. Dieser Effekt war
vor allem im Falle von ST8Siall zu beobachten. In Korrelation mit dem erhéhten
Spiegel an mRNA der beiden Polysialyltransferasen konnte auch eine Erhéhung
des jeweiligen Syntheseprodukts in erkranktem Lungengewebe nachgewiesen
werden. Diese Arbeiten wurden von Sandra Miller (cand. med., AG Geyer)

durchgefiihrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den genannten ersten Hinweisen auf
Vorliegen einer polysialylierten Struktur in der adulten Lunge nachzugehen und
diesen gegebenenfalls eine mogliche biologische Funktion zuzuordnen. Dabei

standen folgende Ziele im Vordergrund:

e Verifizierung der bereits erzielten Ergebnisse, bezliglich PolySia in der
ausgereiften, humanen Lunge.

o |dentifizierung des PolySia-Tragerproteins.

e Bestimmung des Polymerisationsgrades der PolySia-Ketten des
polysialylierten Glykoproteins.

e |dentifizierung des PolySia-exprimierenden Zelltyps.

e Zellkulturversuche mit PolySia-positiven Lungenepithelzellen, um erste
Hinweise auf biologische Funktion zu erhalten.

e Aufklarung einer moglichen Rolle von PolySia bei Lungenerkrankungen.

e Einordnung von polysialylierten Strukturen der Lunge in immunologische

Fragestellungen.



3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

Donor-, COPD- und IPF-Lungengewebe wurde (ber die Arbeitsgruppe von
Professor Andreas Gilinther, Medizinische Klinik Il des Universitatsklinikums
Giessen-Marburg bezogen. Dieses stammte entweder von einer entsprechend
erkrankten Lunge, die im Rahmen einer Transplantation durch eine
Spenderlunge ersetzt wurde, oder von Donoren, deren Lungen fiir eine
Transplantation nicht in Frage kamen. Die hierflir notwendigen Voten der Ethik-
Kommission sind: Nr. 31/93 ,Weitergabe von OP-Prdparaten”, Nr. 84/93
»,Biochemische, = pharmakologische und morphologische Studien an
bronchoalveoldren Lavagen”, 29/01 "Restmengen von Blut und Gewebeproben
zu Forschungszwecken". Die Antrage liegen dem Fachbereich Medizin der Justus-
Liebig-Universitat in Kopie vor. Bei Donor-Lungengewebe handelte es sich um
vermeintlich gesundes Lungengewebe. Es wurde daher im Rahmen dieser
Dissertation als physiologische Kontrolle verwendet. Das Gewebe lag entweder
tiefgefroren (zur Western Blot-Analyse) oder paraffiniert, geschnitten und auf

Objekttrager aufgezogen (zur immunhistochemischen Untersuchung) vor.

Lungengewebe der Maus (Bleomycin-, NaCl — oder unbehandelt) lag ebenfalls im
gefrorenen Zustand oder auf Objekttrager aufgezogen vor. Der zugehorige
Tierversuchsantrag nach § 8 Absatz 1, wurde am 15.02.2012 genehmigt und liegt
dem Fachbereich Medizin der Justus-Liebig-Universitdt in Kopie vor. Die
Bleomyin-Behandlung (15 mg/kg Koérpergewicht in 200 uL 0,9% NaCl-Lésung)
bzw. die Kontroll-Behandlung (nur 0,9% NaCl-Losung) erfolgte ebenfalls in der
Medizinischen Klinik Il und bezieht sich auf [Wygrecka et al. 2007].



3.2 Biologische Materialien

3.2.1 Zelllinien

A549 Zellen — humane Lungen-Adenocarcinomazelllinie [Giard et al. 1973]

3.2.2 Antikorper

3.2.2.1 Primarantikorper

Verdiinnung Referenz /
Eigenschaften Western Blot / R "
Firma
IHC
mAk (Maus IgG2A);
a-polySia erkennt a2,8—verkniipfte PolySia 1 mg/mL [Frosch et al.
(735) ab einer Kettenlange von acht 15 mg/mL 1985]
Sialinsaureresten
mAk (Maus IgG1); - [Schol et al. 1988;
erkennt ein Epitop in den NCAM
o-NCAM . 1,5 ug/mL Gerardy-Schahn
Exons 11-13, welches abhangig
(123C3) T . - 20 pg/mL und Eckhardt
von einer intakten Fibronektin Ill-
_ . 1994]
dhnlichen Domane ist.
mAk (Ratte IgG2A);
o-NCAM erkennt Peptidsequenz in der 4 mg/mL .
(H28) zweiten Fibronektin IlI-ahnlichen 25 mg/mL Jallin GGGE: EEEY
Domane
pAk (Kaninchen IgG);
a-KRT5 erkennt Peptidsequenz des C- 1 ug;ﬂt abcam
Terminus von Zytokeratin 5 HE
mAk (Ratte IgG1);
a-CC10 erkennt humanes, von Clara- 11_§ ug;mt R&D systems
Zellen exprimiertes Uteroglobin HE
mAk (Maus IgG1);
bindet den Transkriptionsfaktor 1 ug/mL
a-HFH4 hepatocyte nuclear factor 3 / 10 pg/mL abcam
forkhead homologue 4
pAk (Kaninchen 1gG);
o-pro-SP-C erkennt die Aminosauren (AS) 1- g:: ug;:t abcam
33 des pro-Surfactant-Protein C HE
mAk (Maus IgM);
aKi67 erkennt das nukledre Protein Ki- 1:100 Siema
67, welches nur wahrend der 1:800 &

Mitose zuganglich ist

* abcam (Cambridge, GroRbritannien); R&D systems (Minneapolis, USA); Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)




3.2.2.2 Sekundarantikorper

Konjugat Firma*
pAk Ziege a-Maus Ig HRP Dako
pAk Kaninchen a-Maus Ig HRP Dako
pAk Schwein a-Kaninchen Ig HRP Dako
pAk Kaninchen a-Ratte IgY(IgG) HRP dianova
pAk Ziege a-Maus IgG Fluoresceinisothiocyanat (FITC) dianova
pAk Ziege a-Maus IgG Rhodamin-Rot dianova

* Dako (Glostrup, Ddnemark); dianova (Hamburg, Deutschland)

3.2.3 Enzyme

Endoneuraminidase N (EndoN)

PNGase F

Die Endoneuraminidase N stammt aus
einem E. coli K1 Phagen. Sie bindet an a2,8-
verknUpfte Sialinsduren ab einem
Polymerisationsgrad von acht Resten und
spaltet ein Oktamer in drei (nicht-
reduzierendes Ende) und flinf
(reduzierendes Ende) Reste

[Stummeyer et al. 2005].

Roche (Mannheim, Deutschland)

3.3 Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Zellkulturzusatze

3.3.1 Verbrauchsmaterialien
Filme

Filterpapier ,, Whatman-Paper”
Mikrotiterplatten

Petrischalen

Pipettenspitzen

Polypropylenréhrchen (15 mL, 50 mL)

GE Healthcare (Chalfont, GroRbritannien)
Schleicher & Schuell (Dassel, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Greiner (Kremsmiinster, Osterreich)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)



PVDF-Membran GE Healthcare
Reaktionsgefalie (1,5 mL, 0,5 mL) Eppendorf
Molekulargewichtsmarker NEB (Massachusetts, USA)
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

[kDa] 250; 130; 95; 72; 55; 36; 28

3.3.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, in p.a.-
Qualitat bzw. als Losungsmittel fur die HPLC bezogen (Merck, Darmstadt; Roth,
Karlsruhe; Fluka, Neu-Ulm; Serva, Heidelberg; Sigma, Taufkirchen; alle
Deutschland). Wasser wurde durch eine Elix UV5 Anlage vorgereinigt und mit
dem ,Milli-Q Ultra-pure water System” (Millipore, Eschborn) entsalzt und
analytisch rein aufgearbeitet. Das so aufgereinigte Wasser wird fortan als Aqua

dest. bezeichnet.

3.3.3 Ndhrmedien und Zellkulturzusatze
Alle Ndhrmedien, Seren, Zusdtze und bendétigte Reagenzien fir die Zellkultur
wurden stets in hochster Qualitdatsstufe bei der Firma PAA (Marburg,

Deutschland) bezogen.

3.4 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturtechnischen Arbeiten erfolgten unter Berlicksichtigung der
Steriltechnik bzw. der ,aseptischen Arbeitsweise. Die eingesetzten Losungen
und Verbrauchsmaterialien wurden entweder werkseitig durch Gammastrahlung
sterilisiert oder mittels Millipore® Membranfilter (PorengréBe 0,2 um)
sterilfiltriert, bei 500°C im Gliihofen behandelt (Glasgerdte und ungestopfte
Pasteurpipetten) bzw. autoklaviert. Als Sicherheitswerkbank diente eine Klasse 2

Werkbank der Firma Nunc (Langenselbold, Deutschland).



3.4.1 Kultivierung von A549 Lungenepithelzellen

Bei der Zelllinie A549 handelt es sich um eine Adenocarcinoma Zelllinie aus der
humanen Lunge. Kultiviert werden diese Zellen in ,Earles Minimum Essential
Medium“ mit L-Glutamin, angereichert mit 10 % fetalem Kéalberserum (FCS) und
1% Penicillin/Streptomycin. A549 Zellen wachsen adharent als sogenannte
Monolayerkulturen und bendétigen zum Wachstum und zur Vitalitatserhaltung
Brutschrankbedingungen von 37°C und 5 % CO; (Brutschrank: Binder, Tuttlingen,

Deutschland).

3.4.1.1 Passagieren von Zellen

Bevor eine adharente Monolayerkultur subkultiviert werden kann, missen die
Zellen sowohl von der Zellkulturschale selbst als auch voneinander gel6st
werden. Daflir wird ein Gemisch aus Trypsin, einer Pankreasprotease, das die
Zell-Matrix-Verbindungen I6st und EDTA, welches als Ca**-Chelator dient und die
Zell-Zell-Verbindungen |6st, eingesetzt. Die fertige Trypsin-EDTA-L6sung besteht
aus 0,5 mg/mL Trypsin und 0,22 mg/mL EDTA, welche in PBS gel6st wurden. Eine
nahezu konfluente Zellkulturschale wurde mit angewarmtem Dulbeccos PBS
gewaschen und anschlieBend mit 2-4mL Trypsin-EDTA-L6sung/75 cm?
Kulturoberflaiche behandelt. Die Inkubationszeit fiir die Trypsinbehandlung
betrug 1-3 min bei 37°C im Brutschrank. Die enzymatische Behandlung wurde
nach vollstandigem Abl6sen aller Zellen (Kontrolle unter dem Mikroskop) mit der
doppelten Menge (4-8 mL) Vollmedium abgestoppt, die Zellsuspension in einem
15 mL Rohrchen fiir 10 min bei 1000 x g abzentrifugiert, das Zellpellet in 1 mL
frischem Vollmedium aufgenommen wund grindlich homogenisiert. Die
Zellsuspension wurde mit 9 mL Medium auf 10 mL Gesamtvolumen aufgefiillt
und die Zellen je nach Bedarf 1:10 oder 1:20 verdinnt auf frische
Zellkulturschalen ausgesat. Flr Versuchsansatze, die in Mehrfachkulturschalen
durchgefihrt werden sollen, ist es unabdingbar die Zellen vorher zu zahlen

(3.4.2), um standardisierte Bedingungen gewahrleisten zu kdnnen.



3.4.1.2 Einfrieren der Zellen

Die Lagerung von Zellen in fllissigem Stickstoff bei -196°C bzw. in der Gasphase
oberhalb des flissigen Stickstoffs (-150 bis -160°C), ermdglicht eine nahezu
unbegrenzte Lagerung von Zellen und Gewebekulturen. Die gegebenen
Bedingungen bewahren die Zellkulturen vor Kontamination, Alterung
(Seneszenz), dem Phanomen des ,Genetic Drifts“ und anderen mdoglichen
Instabilitaten, da unterhalb von -130°C keinerlei biochemische Reaktionen mehr
ablaufen konnen. Als Frostschutzmittel zum Einfrieren von Zellen dient
Dimethylsulfoxid (DMSO), welches Kristallbildung innerhalb und auBerhalb der
Zelle verhindert, indem es sich mit dem Wasser der Zellen verbindet bzw. dieses

verdrangt. Das Einfrieren erfolgt grundsatzlich in Suspensionen.

Einfriermedium

Losung I 80% serumfreies Medium
20% DMSO

Losung I 60% serumfreies Medium
40% FCS

Die zum Einfrieren vorgesehenen Kulturen sollten sich in der spaten log-Phase,
kurz vor der Konfluenz befinden. Die beiden frisch hergestellten Einfrierlésungen
wurden zundchst unter der Werkbank sterilfiltriert und mittels Eisbad gekiihlt.
Die Zellen einer Kulturschale wurden wie gewohnt mittels Trypsin-EDTA vom
Boden der Schale abgeldst, zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das
Zellpellet wurde in 500 puL der FCS-reichen Losungll aufgenommen,
resuspendiert und in einem Einfrier-Rohrchen vorgelegt. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe von 500 puL der DMSO-haltigen Losung |, beide Losungen wurden
gemischt und auf Eis platziert. Die vorbereitende Lagerung der Zellsuspensionen
flir die Stickstofflagerung, erfolgte fiir 2-4 Stunden (h) bei -20°C sowie liber Nacht
bei -80°C. Der Einfriervorgang endete mit der Uberfiihrung der tiefgekiihlten
Proben in den -196°C Stickstofftank.



3.4.1.3 Auftauen von Zellen

Das Auftauen von Zellkulturen sollte moglichst ziigig erfolgen, um eventuelle
Zellschadigungen zu vermeiden. Nach Entnahme aus dem Stickstoffbehalter
wurden die in Einfrier-Rohrchen befindlichen Zellen im Wasserbad (37°C)
erwarmt, die aufgetauten Zellsuspensionen in je 9 mL vorgewarmtem Medium
aufgenommen und abzentrifugiert, um das Frostschutzmittel DMSO zu
entfernen. Der Uberstand wurde nach Zentrifugation verworfen, das Zellpellet in

frischem Medium resuspendiert und in eine 75 cm?-Kulturschale ausgesat.

3.4.2 Zellzahlung mittels Neubauer-Kammer und Trypanblaufiarbung

Fiir Zellkulturversuche, die in Mehrfachkulturplatten angesetzt werden, ist es
wichtig, eine definierte Zellzahl pro Kavitdt auszusden, um Experimente
standardisieren zu kénnen. Die Zellen wurden wie gewohnt mittels Trypsin-EDTA
von der Kulturoberflache abgel6st, zentrifugiert und das Zellpellet in einem
Gesamtvolumen von 10 mL Medium aufgenommen. Die Neubauer-Kammer liel3
sich vorbereiten, indem das Deckglas mit leichtem Druck auf die Stege der
Kammer aufgeschoben wurde. Bei korrektem Sitz, konnten sogenannte
Newtonsche Ringe an der Auflagefliche beobachtet werden. Das Zahlgitter
bestand bei der Neubauer-Zahlkammer aus 3 x 3 Grofsquadraten von je 1 mm
Kantenliange und somit einer Fldche von je 1 mm?2. Je nach Zelldichte wurde die
Zellsuspension 1:2 — 1:4 mit Trypanblau verdiinnt. Trypanblau ist ein saurer
Farbstoff, der als Anion sehr leicht an Proteine binden kann und als Farbstoff zur
Vitalfarbung eingesetzt wird. Bei lebenden Zellen hat der Farbstoff keine
Moglichkeit, ins Zellinnere zu dringen, wahrend tote Zellen sich mit besagtem
Farbstoff anfarben lassen. Eine mikroskopische Beurteilung der Vitalitat der
Zellkultur ist dadurch gewahrleistet.

Die mit Trypanblau verdiinnte Zellsuspension wurde in die Zdhlkammer gefillt,
indem man die Pipette seitlich am Rand des Deckglases ansetzte und die Losung

in den vorgegebenen Zwischenraum gibt. Von den neun GroBquadraten wurden



jeweils die 4 Eckquadrate ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt. Die Zellzahl

lieR sich anschliefend wie folgt berechnen:

YZellzahl der 4 Eckquadrate X Verdinnung
4

= Mittelwert Zellzahl /Quadrat

Mittelwert Zellzahl /Quadrat X 10* = Zellen pro mL

Zellen promL X Volumen der Zellsuspension = Gesamtzellzahl

Bei einer gewodhnlichen Zellzahlbestimmung werden nur lebende, d.h.
ungefarbte Zellen ausgezahlt. Fur eine Vitalitatsiiberprifung werden jedoch
sowohl lebende als auch tote Zellen nach oben beschriebener Methode gezahlt

und der prozentuale Anteil an lebenden Zellen wie folgt bestimmt:

ungefarbte Zellen

% lebende Zellen = x 100

ungefarbte Zellen+gefarbte Zellen

Die Zellen wurden je nach Versuchsaufbau in eine Mehrfachkulturschale mit 6,
12 oder 24 Vertiefungen (fortan well genannt) ausgesat. Dabei wurden in eine 6-
well-Platte 500.000 Zellen/well, in eine 12-well-Platte 200.000-300.000
Zellen/well und in eine 24-well-Platte 100.000-150.000 Zellen/well ausplattiert.

3.4.3 Inkubation von A549 Zellen mit verschiedenen Wirksubstanzen
Zellkultursubstanzen werden grundsatzlich in dem zur Zelllinie gehoérenden,
serumfreien Medium (Hungermedium) angesetzt. Pro Substanzinkubation wurde
zusatzlich je eine Kontrolle, die unbehandelt bleibt, mit angesetzt. Weiterhin
wurden die Zellen vor Inkubationsbeginn fir 1 h ,gehungert”, d.h. das
serumhaltige Medium wurde durch das entsprechende serumfreie
Hungermedium ersetzt.

Bei Experimenten, in denen die Zellen zusatzlich mit der Sialinsdure-
Vorlauferstruktur N-Acetylmannosamin (ManNAc) behandelt werden sollten,
wurden 100 uM ManNAc/25 mL Hungermedium angesetzt und die Zellen in

diesem modifizierten Medium ausplattiert. Dabei wurde Mannosamin (Sigma)



zuvor von Nils Bayer (cand. med., AG Geyer) in einem standardisierten
Acetylierungs-Verfahren, welches in unserem Labor etabliert ist, modifiziert, um

eine per-acetylierte Variante des Molekiils zu erhalten.

3.4.3.1 IL-1B und LPS

Rekombinantes Interleukin 1R (IL-1R), welches in Escherichia coli exprimiert
wurde, (R&D systems) lag in der Stamm-Konzentration 25 pg/ml in PBS-BSA 1 % -
Lipopolysaccharid aus E. coli (Sigma; Stamm 0127:B8) in der Konzentration
1 mg/mL in PBS vor. Fiur die Substanzinkubation wurden 500.000 Zellen/well in
eine 6-well-Platte ausgesat. Nach 48 h Wachstum konnte die Inkubation mit den
jeweiligen Substanzen begonnen werden. Dabei wird IL-1R in den finalen
Konzentrationen 25ng/mL, 100 ng/mL und 200ng/mL - LPS in den
Konzentrationen 200 ng/ml, 1ug/mL wund 2pg/mL eingesetzt. Die
Inkubationszeit fir die beiden eingesetzten Substanzen betrug 5h unter
Brutschrankbedingungen.

Nachfolgend wurden die Zellen zum Teil zusatzlich mit Histonen, neutrophil
extracellular traps (NET) oder dem Metalloprotease-Inhibitor TAPI-2 (3.4.3.3)
behandelt, die Zytotoxizitdt (3.4.4) bestimmt und/oder die Zellen bzw. die
Uberstinde einer affinitdtschromatographischen Aufreinigung (3.6.3) mit

anschlielender Western Blot Analyse (3.6.6) unterzogen.

3.4.3.2 Histone und NET

Die Zellen wurden teilweise nach IL-18 und LPS Stimulation noch zusatzlich mit
gereinigten Histon-Prdparaten (Histone from calf thymus, Type II-A; Sigma) bzw.
NET behandelt. Das frisch aufgearbeitete NET wurde von der Arbeitsgruppe Prof.
Preissner (Biochemisches Institut, Justus-Liebig Universitdt GielRen) zur
Verfligung gestellt und nach folgendem Protokoll gewonnen und eingesetzt
[Saffarzadeh et al. 2012].

Histone wurden in der Konzentration 1 mg/mL in steril-filtriertem H,O als

Stamm-Losung angesetzt und in den finalen Konzentrationen 5 pg/ml, 10 pg/mL,



15 pug/mL, 30 ug/mL zu den bereits substanzbehandelten Zellen gegeben und
diese Uber Nacht bei Brutschrankbedingungen inkubiert. AnschlieBend wurde die
Zytotoxizitat der verschieden kombinierten Substanzen auf die Zellen bestimmt

(3.4.4).

3.4.3.3 TAPI-2

Der Metalloprotease-Inhibitor TAPI-2 (TNF-a Protease Inhibitor-2) [Enzo Life
Science, Lorrach, Deutschland] wurde in der finalen Konzentration 50 uM
nachtraglich zu den Zellen pipettiert. AnschlieRend wurden diese wie oben

angegeben unter Brutschrankbedingungen inkubiert.

3.4.4 Zytotoxizitatsmessung

Das Absterben von Zellen bzw. der Zelltod wird Ublicherweise anhand des
Verlusts der Integritdit der Zellmembran bestimmt, da sich dann im
Kulturliberstand verschiedene Proteine des Zytoplasmas nachweisen lassen. So
kann man z.B. die Menge an Laktatdehydrogenase (LDH), einem stabilen
zytoplasmatischen Enzym, welches in allen Zellen vorkommt, bestimmen. Im
nachfolgenden soll die durchgefiihrte Zytotoxizitatsmessung mittels des
kauflichen Kits ,Cytotoxicity Detection Kit (LDH)“ der Firma Roche zur
Quantifizierung der Laktatdehydrogenase beschrieben werden. Es handelt sich

dabei um eine zweistufige enzymatische Reaktion.

Losung 1: Katalysator  (Diaphorase / NAD*-Mixtur)
Losung 2: Farbstoff (lodonitrotetrazoliumchlorid [INT] / Natriumlaktat)

(1) In dem ersten enzymatischen Schritt wird Laktat durch die freigesetzte
Laktatdehydrogenase zu Pyruvat oxidiert, NAD® wird dabei zu NADH + H*
reduziert. (2) In der nachfolgenden Reaktion wird das INT durch das Enzym

Diaphorase zu einem Formazansalz reduziert. Der dabei auftretende



Farbumschlag von Gelb nach Rot kann dann im ELISA-Photometer bei 450 nm
nachgewiesen werden. Um Substanzen auf ihre Zelltoxizitdt zu Uberprifen
wurden die Zellen wie zur Substanzinkubation in 6-, 12- oder 24-well Platten aus
und wie oben beschrieben behandelt (3.4.3). Zusatzlich dazu war es von
entscheidender Bedeutung sowohl die minimale (spontane) als auch die
maximale LDH-Menge zu bestimmen. Fiir die Minimalkontrolle wurden die Zellen
nicht mit Substanz, sondern ausschlielich mit Medium behandelt. Die
Maximalkontrolle wurde mit Hilfe des nicht-ionischen Detergenzes Triton X-100
erstellt, welches die Zellwande quantitativ permeabilisiert und damit die
maximale Menge an Lactatdehydrogenase freisetzt. Nach der Inkubationszeit
wurden die einzelnen Zellkulturiiberstande der Proben, sowie von Minimal- und
Maximalkontrolle abgenommen und in Reaktionsgefalle Uberfihrt. Da die
Messung zellfrei erfolgen sollte, unterzog man die Proben einem
Zentrifugationsschritt (20160 xg / 15 min), bevor die daraus resultierenden

Uberstinde erneut Gberfiihrt wurden.

Arbeitslosung fir 100 Tests:

Lésung 1: 250 pL
Lésung 2: 11,25 mL

Je 100 pL der substanzinkubierten Proben, der Minimal- sowie Maximalkontrolle,
als auch des verwendeten Mediums (Leerwert), wurden im Rahmen einer
Dreifachbestimmung in eine optisch klare 96 well-Platte (Nunc) pipettiert und
anschlielend 1:2 mit der frisch angesetzten Arbeitslosung gemischt. Nach einer
30 min(tigen, lichtgeschiitzten Inkubation bei Raumtemperatur (RT) erfolgte die
Messung der Absorption bei 450 nm im ELISA-Reader. Zur Auswertung des Tests
wurde der Mittelwert der Proben-Triplikate gebildet und der Leerwert jeweils
subtrahiert. Die so erhaltenen Werte konnten, in untenstehende Formel
eingesetzt, eine Aussage Uber die prozentuale Zytotoxizitat der eingesetzten

Substanzen treffen:



. e erhobener Mittelwert—Minimalkontrolle
Zytotoxizitat [%] = x 100

Maximalkontrolle—Minimalkontrolle

3.5 Histologische Methoden

Fir die immunhistologischen Methoden wurden bereits fertig aufgezogene
Lungen-Paraffinschnitte von IPF und COPD-Patienten, sowie gesunden Spendern
verwendet. Die Proben stammten aus der Medizinischen Klinik Il des
Universitatsklinikums Giessen-Marburg, Labor Professor Andreas Glinter.
Vorbereitend fiir alle nachfolgenden Methoden mussten die in Paraffin
eingebetteten Gewebeschnitte zundchst entparaffiniert und rehydratisiert
werden. Dafiir wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe,
beginnend mit Xylol bzw. Xylolersatz Schritt fur Schritt gewassert:

- 3 x 5min Roti®-Clear (Roth)

- 2 x 3min 100% Ethanol

-1 x 2min 70% Ethanol

-1 x 2min 40% Ethanol

- 1 x 5min Aqua dest.

Aus dem letzten Schritt heraus starteten alle hier beschriebenen
immunhistologischen Farbemethoden, die Streptavidin-Biotin Methode und auch
der Mikrowellenaufschluss, der einigen Primarantikdrperbehandlungen

vorgeschaltet werden musste.

3.5.1 Fdrbemethoden

3.5.1.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung, kurz HE-Farbung genannt, gehort zu den
typischen Routinefirbungen im Labor, da sie einen Uberblick tber die
verschiedenen Gewebestrukturen liefert. Der stark basische Farbstoff
Hamatoxylin farbt basophile Gewebekomponenten, wie Nukleinsduren bzw.
Zellkerne, Glycosaminoglykane, saure Glykoproteine und Regionen, die reich an

rauhem endoplasmatischem  Retikulum sind, dunkelblau-violett. Die



Kontrastfarbung erfolgt mit dem schwach sauren Farbstoff Eosin G, der die
azidophilen Bestandteile des Gewebes (Mitochondrien, Sekretgranula, Kollagen)
rot anfarbt.

Die Farbung erfolgte nach Herstellerangaben (www.carl-roth.de). Die
verwendeten Farbstoffe wurden vorbereitend in Tropfflaschen umgefiillt und
direkt auf das, auf Objekttrager (OT) aufgezogene, Gewebe der Schnitte
aufgetropft. Der Vorgang startete mit der Zellkernfarbung mittels der
Hamalaunlosung nach Mayer (Roth) fiir 3-5 min. AnschlieRend wurden die OT
kurz mit Aqua dest. abgespult und unter flieRendem Leitungswasser fir 15 min
»geblaut”. Die Hamalaunbindung erfolgte im stark sauren Milieu; um diese
Farbung zu konservieren, musste anschlieRend der pH-Wert erhoht werden, was
durch Spiilen mit Leitungswasser erreicht werden konnte. Dieser Vorgang wird in
der Histologie als ,Blauen” bezeichnet. Die Gegenfarbung wurde durch
Inkubation (3 min) mit Eosin-G Loésung (Roth) erzielt, der vorher 1mlL
Eisessig/100 mL Eosin-Losung zugegeben wurde. Die Schnitte wurden
anschlieRend kurz in Aqua dest. gewaschen, lber eine aufsteigende Alkoholreihe
entwdssert und nach Roti®-Histol (Roth) Behandlung (Xylolersatz) mit
Roti®-Mount (Roth) eingedeckt. Im Mikroskop erscheinen nach erfolgter Farbung
die Zellkerne blau und die Ubrigen Strukturen (Zytoplasma, Kollagenfasern,

Erythrozyten) rotlich.

3.5.1.2 Mikrowellenaufschluf
Stammlosung A: 0,1 M Zitronensaure (CgHgO7)

Stammldsung B: 0,1 M Natriumcitrat (C¢HsNasO7 x 2 H,0)

Manche Antikorper erkennen als Zielstruktur Transkriptionsfaktoren oder
Proteine, die sich innerhalb des Zellkerns befinden. Aus diesem Grund ist eine
Antigen-Demaskierung mittels Mikrowelle und Citratpuffer unabdingbar. Um ein
Abschwimmen der entparaffinierten Gewebeschnitte zu verhindern, ist es
wichtig, beschichtete Objekttrager zu benutzen. Die Schnitte wurden in

mikrowellengeeignete Plastik — oder GlasgefiaBe gestellt, die mit 10 mM



Citratpuffer (pH 6) gefillt waren [1,8 % Stammldsung A + 8,2 % Stamml6ésung B
in Aqua dest.], und die Mikrowelle auf 600 Watt programmiert. Praparate
wurden dreimal 5 min sprudelnd aufgekocht, wobei zwischen den einzelnen
Kochvorgangen der mogliche Flissigkeitsverlust in den GefdBen durch
destilliertes Wasser ausgeglichen werden musste, damit die Schnitte wahrend
der Prozedur nicht austrockneten. Im Anschluss an den letzten Kochvorgang
folgten ein H,O- und ein PBS-Waschschritt, bevor mit dem Proteinblock der

Streptavidin-Biotin-Methode (3.5.1.3) fortgefahren wurde.

3.5.1.3 Streptavidin-Biotin-Methode
PBS-BSA 0,1 % pH 7,4 (Waschpuffer)

137 mM NaCl

2,7 mM KClI

1,4 mM KH,PO,4

4,3 mM Na;HPO,4 x 2 H,0

0,1 % Bovines Serum Albumin (BSA) [Fraktion IV, Roth]

Ziel dieser immunhistochemischen Streptavidin-Biotin Farbemethode ist die
Visualisierung von Gewebe- und Zellantigenen durch Antikérper. Verwendet
wurde hierfiir das ZytoChem-Plus AP Kit mit FastRed-Farbung (Zytomed System:s,

Berlin, Deutschland).

Im Kit enthaltene Reagenzien:

Reagenz 1: Blockierlésung (gebrauchsfertig)
Reagenz 2: biotinylierter, polyvalenter Sekundarantikérper (gebrauchsfertig)

Reagenz 3: Streptavidin-Alkalische Phosphatase (AP)-Konjugat (gebrauchsfertig)

Die Reagenzien sollten bei 4°C gelagert und vor Benutzung auf RT gebracht
werden. Die Schnittpraparate wurden zunachst wie gewohnlich entparaffiniert
und rehydratisiert (3.5). Um mogliche Hintergrundfarbungen durch unspezifische

Antikorper-Bindungen auszuschlieBen, war der erste Schritt (z.T. nach



Mikrowellenaufschluss)  ein  funfminltiger  Proteinblock  (Reagenz 1).
AnschlieBend wurden die Schnitte in Waschpuffer (PBS-BSA 0,1%) fir 2 min
unter Rotation in einer Kivette gewaschen, bevor die Inkubation mit
entsprechend spezifischem Primarantikdrper in optimaler Verdiinnung (3.2.2.1)
in PBS-BSA 2 % fiir 30-60 min bei RT oder optional liber Nacht bei 4°C erfolgte.
Nach einem Waschschritt (dreimal 2 min) wurde der polyvalente, biotinylierte
Sekundarantikorper (Reagenz 2) aufgetragen (Inkubation: 10-15 min bei RT), der
als Briicke zwischen dem Primarantikorper und dem Streptavidin-Alkalische
Phosphatase-Konjugat (Reagenz 3) diente, das nach einem weiteren
Waschschritt (PBS-BSA 0,1 % Waschpuffer; 3 x 2 min) flir 10-15 min bei RT auf
den Gewebeschnitt aufgetragen wurde. Das Streptavidin bindet hierbei mit
hoher Spezifitdat das Biotin des Sekundarantikdrpers. Die enzymatische Reaktion
mit der Alkalischen Phosphatase wurde nachfolgend an einen letzten
Waschschritt (3 x 2 min) durch Zugabe einer jeweils frisch angesetzten
Substrat/Chromogen-Losung (1 FastRed-Tablette [Chromogen] wurde in einer
Flasche Naphtol-Phosphat-Puffer [Substrat] aufgel6st) gestartet, in deren Verlauf
sich am Ort der Primarantikorperbindung ein leuchtend roter Farbniederschlag
bildete, der im Lichtmikroskop sichtbar war. Gestoppt wurde die Farbreaktion
durch destilliertes Wasser, sobald die gewlinschte Farbintensitdat (standige
lichtmikroskopische Kontrolle) erreicht war. AbschlieRend wurde der Schnitt mit

Hamalaun gegengefarbt (3.5.1.1), geblaut und permanent eingedeckt.

3.5.2 Permanentes Eindecken von histologischen Schnitten

Bei der Herstellung von Dauerprdparaten gilt es zu unterscheiden, ob es sich
dabei um ein sogenanntes wassriges Eindecken, mit wasserloslichen Praparaten
oder Eindecken mit Intermedien, d.h. Xylol oder Roti-Histol (Roth) handelt.
Dementsprechend wird das Einbettmittel gewahlt.

Hydrophobe Gewebe werden mit dem gebrauchsfertigen Roti®-Histokitt-,
hydrophile Gewebe mit Mowiol 4-88/DABCO (Roth) eingebettet. Bei Mowiol

handelt es sich um einen teilhydrolysierten Polyvinylalkohol, der Ublicherweise



zusammen mit dem Antibleichmittel DABCO (1,4-Diazabicyclo-(2,2,2)octan)
verwendet wird. Hierfir wurden 2,4 g Mowiol zusammen mit 6g Glycerin
gemischt, eine Stunde bei RT unter Rihren geldst und nach Zugabe von 6 mL
Aqua dest. eine weitere Stunde bei RT geriihrt. AnschlieBend versetzte man das
Gemisch mit 12 mL 0,2 M Tris-HCl (pH 8,5) und inkubierte dieses fiir 2 h bei 50°C.
Wahrend dieser Zeit wurde die Mowiol-Losung alle 20 min kurz auf dem
Magnetriihrer gemischt. AbschlieRend wurden pro mL Lésung 25 mg DABCO
zugegeben und so lange geriihrt, bis eine klare Losung entstand. Diese wurde in
ReaktionsgefaRe aliquotiert und bei -20°C gelagert. Vor Gebrauch wurden die
Mowiol/DABCO-Aliquots aufgetaut und sofort auf Eis gestellt. Zu beachten ist
hierbei allerdings, dass ein Aliquot dieses Eindeckmittels maximal 2x aufgetaut

werden darf. Danach ist die Losung zu verwerfen.

3.5.3 Zellfixierung und Immunfluoreszenzfarbung

Um Zellen permanent zu fixieren, immunfluoreszenz zu farben und einzudecken,
mussen adhdrente Zellen zunidchst auf einer mobilen Unterlage anwachsen.
Dafiir versieht man 12-well-Platten mit sterilen, runden Deckglaschen
(Durchmesser 15 mm) und sat die Zellen wie gewohnt aus (3.4.1). Die
angewachsenen Zellen kénnen dann mitsamt dem Deckglaschen enthommen

und fixiert werden.

PFA-L&sung
80 mM PIPES (Piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonsaure)); pH 6,8

2 mM MgCl,
4% Paraformaldehyd (PFA)
5 mM EGTA

Fixationsmittel wirken auf unterschiedliche Weise stabilisierend auf
Zellkomponenten. In der Regel entziehen sie aber Molekiilen ihre Hydrathille

und féllen sie damit aus dem Cytoplasma aus.



In unserem Fall wurde sowohl die Methanol- als auch die Paraformaldehyd
(PFA)-Fixierung angewandt. Bei der Methanol-Fixierung wurden die Zellen einmal
mit kaltem PBS (+4°C) gewaschen, um anschlieBend fiir 10 min bei -20°C mit
Methanol fixiert zu werden. Nach der Fixierung wurden die Zellen abermals mit
PBS in drei Schritten gewaschen. Die PFA-Fixierung erfolgte auf dahnliche Weise:
die Zellen wurden mit PBS gewaschen (RT) und fiir 10 min bei RT mit PFA-L&sung
fixiert. Auch hier folgten drei PBS Waschschritte nach vollstandiger Fixierung. Die
Zellen kdonnen sowohl nach PFA-, als auch nach Methanol-Fixierung fir 2-4
Wochen in PBS bei +4°C gelagert werden. AnschlieBend mussten die
unspezifischen Bindungsstellen in einem Blockierungsschritt abgeblockt werden.
Dazu versetzte man die Zellen mit PBS-BSA 1% fiir 15 min bei RT. Die PFA-
fixierten Zellen sollten wahrend dieses Blockierungsschrittes zusatzlich noch
permeabilisiert werden, was bei Methanol-fixierten Zellen schon wahrend des
Fixierungsschrittes passiert. Daflir wurde der PFA-Blockierungslésung (vor der
15 minltigen Inkubation) zusatzlich noch 1% Triton-X 100 zugesetzt.
AnschlieBend wurde mit einem entsprechenden Primarantikérper in der
optimalen Arbeitsverdiinnung in PBS-BSA 1 % fiir 1 h bei RT inkubiert, bevor ein
dreimaliger PBS Waschschritt und die Inkubation (1 h, RT, lichtgeschiitzt) mit
einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper erfolgte. Bei Farbungen gegen
PolySia wurde z.T. anstelle des Primarantikorpers a-PolySia-mAK eine
biotinylierte Variante des inaktivierten Enzyms Endoneuraminidase N (EndoN)
eingesetzt. Das Enzym (3.2.3) wurde hierbei im aktiven Zentrum durch zwei
induzierte Punktmutationen inaktiviert (Arg 596 Ala/Arg 647 Ala), so dass dieses
die PolySia-Kette zwar noch binden, jedoch nicht mehr schneiden kann
[Schwarzer et al. 2009]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das inaktivierte Enzym
zusatzlich noch biotinyliert (Protokoll: Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit, Thermo
Fisher). Das sekundare, signalgebende Agens war in diesem Fall ein
FITC-konjugiertes Streptavidin, welches mit den Biotin-Molekilen auf der
Oberflache des gebundenen Enzyms interagierte.

Zusatzlich zu dem Sekundarantikorper bzw. der Streptavidin-Losung wurden die

Zellen zeitgleich mit dem Farbstoff 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) versetzt,



der in der Lage ist, mit DNA zu interkalieren, und somit die Mdglichkeit gibt, den
Zellkern anzufarben. Nach einem PBS- und einem zweimaligen H,0O-Schritt

wurden die Deckglaschen permanent eingedeckt (3.5.2).

3.6 Proteinanalytische Methoden

3.6.1 Gewebeaufarbeitung
Lysepuffer

50 mM Tris/HCl, pH 7,5

150 mM NacCl

5mM EDTA

1% Triton X-100

0,5% Natrium-Deoxycholat

2 mM PMSF

1 mM Aprotinin

1 mM Leupeptin

Das in dieser Arbeit verwendete Gewebe wurde mittels Dispergier-Aggregat
(Kinematica, Luzern, Schweiz) und Ultraschallstab (,Sonifier”, Branson, Danbury,
USA) homogenisiert und mit Lysepuffer versetzt. Adharente Zellen wurden direkt
mit eiskaltem Lysepuffer von der Zellkulturschale abgel6st und ebenfalls mit
Ultraschall  behandelt. Die Lyse verlief Uber Nacht bei 4°C. Zell- und
Gewebebestandteile wurden abzentrifugiert (20160 x g / 60 min / 4°C) und die

so gewonnenen Lysate weiter verwendet.

3.6.2 Proteinbestimmung

BCA-Reagenz A: Na,CO3;, NaHCOs3, Bicinchoninsdure und Natriumtartrat in
0,1 M NaOH gelost

BCA-Reagenz B: 4% Kupfersulfat



Die Bestimmung erfolgte mit Hilfe des BCA assay kit (Thermo Fisher, Waltham,
Massachusetts) Fiir die Standardreihe wurde BSA in den Konzentrationen 2000,
1500, 1000, 750, 500, 250, 125 und 25 pg/mL in Lysepuffer eingesetzt. Die
Gebrauchslosung wurde im Verhaltnis 1:50 Reagenz A zu Reagenz B hergestellt
und die zu messenden Proben in den Verdinnungen 1:10 und 1:100 in
Lysepuffer angesetzt. Je 25 uL der Standards sowie der Proben wurden mit
200 puL der Gebrauchslésung in Doppelbestimmung bzw. bei Proben in
Dreifachbestimmung in eine 96well Platte pipettiert. Die Inkubation erfolgte fir
30 min bei 37°C im Brutschrank. Zur Auswertung wurde die Absorption mittels
Micro-Plate Reader (BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland) bei einer

Wellenldange von 562 nm bestimmt.

3.6.3 Affinitatsaufreinigung

3.6.3.1 Vorbereitung und kovalente Kopplung

Eine Immunprazipitation ist eine biochemische Methode, mit der ein bestimmtes
Antigen aus dem Gemisch einer Vielzahl von Antigenen einer LOosung isoliert
werden kann. Dieses Antigen kann ein Protein oder ein Peptid sein. In der Regel
ist ein Antikorper dabei in vitro an ein festes Substrat gekoppelt und bindet tGber
seine Affinitat ein spezifisches Antigen in einer Losung. In unserem Fall wurde ein
inaktiviertes Enzym als bindendes Agens benutzt. Aus diesem Grund wird das
Verfahren hier Affinitatsaufreinigung genannt.

Das Enzym Endoneuraminidase N (3.2.3) wurde im aktiven Zentrum durch zwei
induzierte Punktmutationen inaktiviert (Arg 596 Ala/Arg 647 Ala), so dass das
Enzym die PolySia-Kette zwar noch binden, jedoch nicht mehr schneiden kann
[Schwarzer et al. 2009].

Die Affinitatsaufreinigung wurde mit Hilfe magnetischer Dynabeads® (Invitrogen,
Karlsbad, USA) [Konzentration: 30 mg/mL] durchgefiihrt, die werkseitig Tosyl-
aktiviert wurden und dadurch eine kovalente Bindung von Dynabead und Enzym
zulassen. Aufgrund der magnetischen Eigenschaft der Dynabeads® konnten diese

nach Ligandenbindung leicht mit einem Magneten isoliert werden.


http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Peptid
http://de.wikipedia.org/wiki/In_vitro
http://de.wikipedia.org/wiki/Substrat
http://de.wikipedia.org/wiki/Affinit%C3%A4t

Eine Menge von 335uL (entspricht ca. 10 mg/mL) der im Originalgefal
resuspendierten Dynabeads® (kiinftig teilweise nur beads genannt) wurden in
ein Reaktionsgefal’ tiberflihrt und durch einen Magneten von der flissigen Phase
getrennt. AnschlieBend wusch man die beads mit 500 uL Na-Phosphat-Puffer
(0,1 M, pH7.4). Generell verliefen Waschvorginge beim Umgang mit
Dynabeads® immer auf die gleiche Weise: man hielt die Suspension an einem
Magneten und erlaubte den magnetischen Dynabeads® sich komplett an der
GefiaRBwandung zu vereinigen. AnschlieBend konnte der Uberstand abgenommen
werden und die beads in einer neuen Losung resuspendiert werden. Fir den
Kopplungsvorgang wurden 200 pug des Liganden zusammen mit Na-Phosphat-
Puffer (0,1 M, pH 7.4) so gemischt, dass ein Endvolumen von 150 uL zu den
Dynabeads gegeben werden konnte. AnschlieBend wurden 100 puL des
Kopplungspuffers (3 M Ammoniumsulfat-Lésung) zu dem Gemisch gegeben und
dieses fur 12-18 h bei 37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit reagierten die
primdaren Aminogruppen der Enzyme mit Tosyl-funktionalisierten Gruppen der
Dynabeads®. In einer Sy’-Reaktion kam es zur kovalenten Kopplung der
inaktivierten Enzyme an die beads unter Abspaltung des Tosylrestes und Bildung
eines sekunddren Amins.

Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand mit Hilfe eines Magneten
abgenommen und die Enzym-gekoppelten-Dynabeads® mit 1 mL PBS-BSA 0,5 %
versetzt und eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. AbschlieRend wurde der
Komplex zweimal mit einem PBS-BSA Puffer (0,1% BSA) gewaschen und die
fertigen Enzym-Dynabeads in 480 uL PBS-BSA 0,1% aufgenommen. Finale

Konzentration: 20 mg/mL

3.6.3.2 Ligandenbindung
Waschpuffer 1

20 mMTris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

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



Waschpuffer 2
20 mMTris/HCI, pH 8,0

150 mM NaCl

Elutionspuffer
100 mM Triethylamin

150 mM NaCl

Vor Gebrauch wurden die EndoN-beads resuspendiert, mit 500 uL Waschpuffer 2
gewaschen und je nach Probenmenge in der Konzentration 1 -10 mg/ml pro mg
Gewebe zu den frisch hergestellten Lysaten gegeben. Die Antigenbindung
erfolgte Uber Nacht bei 4°C unter standiger Rotation. Mit Hilfe des Magneten
wurde der Uberstand abgenommen, der bead-Liganden-Komplex“ 1 x mit
Waschpuffer 1 und 2 x mit Waschpuffer 2 gewaschen. Nach den Waschschritten
erfolgte die abschlieBende Elution, bei der die Liganden wieder von den beads
getrennt wurden. Der Elutionspuffer hatte dabei einen basischen Charakter, der
die reversible Bindung von Enzym und Substrat |6ste. Das gewonnene Eluat
wurde mittels flissigem Stickstoff eingefroren und in der Speedvac (Jouan RC
10.22; Thermo Fischer) trocken gezogen. Die beads konnten in Waschpuffer 2

aufgrund der kovalenten Kopplung bis zu 20 x wieder verwendet werden.

3.6.4 Enzymverdau

3.6.4.1 PolySia Abspaltung mit Endoneuraminidase N (EndoN)

Als Negativkontrolle versetzte man die Eluate mit der spezifischen aktiven
Sialidase  EndoN, die «a2,8-verkniipfte  N-Acetylneuraminsdauren von
Polysialinsduren bis zur Bildung von Restfragmenten von maximal sieben
Untereinheiten abdaut, so dass der mAk 735 (3.2.2.1), der mindestens acht
aufeinanderfolgende N-Acetylneuraminsaure-Einheiten zur Erkennung benétigt ,
nicht mehr binden kann. Die EndoN wird 1:1000 in Na-Phosphatpuffer 50 mM

pH 7,5 verdliinnt und die Probe in 25 pL der Verdiinnung aufgenommen.



3.6.4.2 Freisetzung von N-Glykanen mit PNGase F

Um N-Glykane freizusetzen, wurden die Proben mit dem Enzym N-Glycosidase F
(PNGaseF) der Firma NEB behandelt. Im Lieferumfang waren sowohl ein
Glykoprotein-Denaturierungspuffer (5% SDS, 400 mM DTT), ein NP-40-Puffer
(10% NP40; hierbei handelt es sich um ein nichtionisches Tensid aus der Gruppe
der Octylphenolethoxylate) sowie ein PNGaseF-Reaktions-Puffer (500 mM
Na-Phosphat, pH 7.5) enthalten. Fir den eigentlichen Verdauansatz versetzte
man die in der Speedvac getrockneten Proben mit 16 pL Glykoprotein-
Denaturierungspuffer und kochte diesen fiir 10 min bei 100°C. Zur abgekiihlten
Probe wurde 1,5 pL 10%iger NP-40 Puffer, 2 uL PNGaseF-Puffer sowie 5 units des

Enzyms PNGase F gegeben. Der Verdau erfolgte 1 h bei 37°C.

3.6.5 SDS-Gelelektrophorese

Das Prinzip aller elektrophoretischen Trennmethoden fiir Proteine beruht auf der
Wanderung in einem elektrischen Feld. Als Tragermaterial flir die
Gelelektrophorese wurde Polyacrylamid in den Konzentrationen 10 % (Trenngel)
und 3 % (Sammelgel) verwendet. GroRe Molekiile werden im Acrylamidnetzwerk
starker retardiert als kleine, wodurch die groRenabhdngige Trennung
gewadhrleistet werden kann. Proteine erhalten durch Zusatz des negativen
Detergenzes SDS alle die gleiche negative Ladung und wandern im elektrischen

Feld zur Anode.

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

SDS-Losung: 10% SDS

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

APS-Losung: Ammoniumperoxodisulfat 10 % in Aqua dest.
TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin
Elektrodenlaufpuffer: 50 mM Tris, 192 mM Glycin,

0,1 % (v/v) SDS-Losung



Zur eindimensionalen Auftrennung von Proteinen wurde ein diskontinuierliches
Gelsystem nach Lammli verwendet [Laemmli 1970]. Die Gelelektrophorese
erfolgte mit Hilfe des Bio-Rad (Minchen, Deutschland) ,Mini-Protean”
Elektrophorese-Systems. Fir zwei Gele wurden 2,9 mL Acrylamidlosung, 3 mL
Trenngelpuffer, 6 mL Aqua dest. und 120 pL SDS-Lésung gemischt und fiir ca.
2 min im Ultraschallbad entgast. AnschlieRend wurden 1/100 Volumen der frisch
angesetzten APS-Losung sowie 1/1000 Volumen TEMED zugefiigt, unter
Schwenken gemischt, sofort zwischen die eingespannten Glasplatten gegossen
und mit Aquadest. Uberschichtet. Diese Uberschichtung wurde nach
Polymerisation des Trenngels entfernt, das Sammelgel (650 uL Acrylamidlosung,
1,25 mL Sammelgelpuffer, 3 mL Aquadest, 1/100 Volumen der frisch
angesetzten APS-Losung sowie 1/1000 Volumen TEMED) eingegossen und die

Trennkamme eingesetzt.

3.6.6 Western Blot
Transferpuffer

39 mM Glycin

48 mM Tris

20 % (v/v) Methanol

Unmittelbar nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der
getrennten Proteine auf eine proteinbindende Membran. Fiir die Wahl des
Membranmaterials  stehen  sowohl Nitrocellulose (NC) als auch
Polyvinylidendifluorid (PVDF) zur Verfiigung. PVDF besitzt eine sehr hohe
Proteinbindekapazitiat, eine hohe ReiRfestigkeit und auch ein gutes
Signal/Hintergrund-Verhéaltnis bei Verwendung von Chemilumineszenz-
Detektionssystemen. Der Transfer erfolgt senkrecht zur Trennrichtung, damit das
Muster der getrennten Proteine auf der Membran genau dem Trennmuster des
Gels entspricht. Die Proteine werden durch Anlegen einer Spannung aus dem Gel

auf die Membran Uberfihrt.



Zur Durchfiuhrung des elektrophoretischen Transfers gibt es mit dem Wet — oder
Tank Blot und dem Semi-Dry Blot zwei Verfahren, die gleichberechtigt
nebeneinander existieren. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde ausschlieBlich
das Semi-Dry Verfahren angewandt und der Blot erfolgte auf eine PVDF
Membran.

Vor Verwendung der PVDF Membran wurde diese in 100% Methanol und
anschlielend in Transferpuffer geschwenkt. Die Blotapparatur, bestehend aus
zwei horizontalen, parallel liegenden Kohlenstoffelektroden, wurde ebenfalls mit
Transferpuffer aquilibriert. Im Semi Dry Verfahren werden von der Anode zur
Kathode folgende Bestandteile gestapelt: Whatman—Filterpapier, PVDF-
Membran, SDS-Gel, Whatman—Filterpapier. Die einzelnen Lagen wurden auf die
gleiche GroRe zugeschnitten, in Transferpuffer getrankt und luftblasenfrei
Ubereinander geschichtet.

Blotprogramm: 1,5 h bei 1 mA/cm? Blotpapier.

3.6.7 Immunfarbung und Entwicklung von Blots
PBS-T Puffer

137 mM NacCl

2,7 mM KCl

1,4 mM KH;,PO,4

4,3 mM Na;HPO4 x 2 H,0

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

Im Chemilumineszenz-Kit enthaltene Losungen:

Teillésung 1: Luminol / Verstarker-Losung

Teillésung 2: stabiler Peroxid-Puffer

Alle nachfolgend beschriebenen Wasch— bzw. Inkubationsschritte erfolgten
unter leichtem Schitteln. Um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, wurde
die Membran direkt im Anschluss an den Blotvorgang in Blockpuffer (Roti®-BIock)

Uberfihrt und Uber Nacht bei 4°C geblockt. Es folgte ein dreimaliger



Waschschritt mit Roti -Block und die anschlieRende zweistlindige Inkubation bei
RT mit dem in Blockpuffer verdiinnten Primarantikérper (3.2.2.1). AnschlieSend
wurde die Membran erneut mit Roti -Block gewaschen (3 x 10 Min), bevor der
HRP-gekoppelte Sekundarantikorper (3.2.2.2) in der Arbeitsverdiinnung fiir eine
weitere Stunde zugegeben wurde. AbschlieBend wurde der Blot 3 x 10 min mit
Roti -Block und 2 x 10 min mit PBS-T gewaschen. Die Chemiluminescene-Lésung
(Thermo Fisher/Pierce) wurde frisch aus den Teillésungen 1 und 2 im Verhaltnis
1:1 hergestellt und die Membran fir 5min in dieser Losung inkubiert.
Nachfolgende Arbeitsschritte sind unter Rotlicht im Fotolabor durchzufiihren.
Nach dem Inkubationsschritt mit dem Chemiluminescence-Reagenz wurde die
Membran sofort auf einen entsprechenden Detektions-Film (GE Healthcare)
gelegt, dieser mit dem Blot je nach Bedarf fiir 10s, 30 s, 1 min, 2 min oder 1 h

belichtet und anschlieRend entwickelt.

3.6.8 Peptidmassenfingerabdruck

Die Identifizierung unbekannter Proteine erfolgte massenspektrometrisch mittels
»peptide mass fingerprint”.

Hierfir wurde Lungengewebe lysiert, die polysialylierten Proteine mittels
Affinitatsaufreinigung (3.6.3) isoliert und gelelektrophoretisch mit Hilfe eines
7,5%igen Fertiggels (Bio-Rad) aufgetrennt. Gelstlicke im Bereich des Signals vom
Western Blot gegen PolySia wurden ausgeschnitten, die jeweiligen Proteine einer
Reduktion sowie einer Carboxymethylierung unterzogen, mit Trypsin verdaut
und abschlielend die Peptide aus dem Gel extrahiert. Als Anleitung hierfir
diente das In-Gel Digestion Protocol for Low Protein Amounts (Promega,
Mannheim, Deutschland). Extrahierte Peptide wurden Uber eine C18-Siule
(PepMap, 3 um, 75 um x 100 mm; Dionex, Idstein, Deutschland) und einem
nanoLC System (Dionex) mit einem linearen Gradienten (5 % Acetonitril / 0,1 %
Ameisensaure bis hin zu 60 % Acetonitril /0,1 % Ameisensaure; FluRrate:
0,4 mL/min; Gradientenlaufzeit: 45 min), getrennt. Die separierten Peptide

wurden anschlieRend direkt auf ein matrix-assisted laser desorption/ionisation



time-of-flight (MALDI-TOF)-Stahltarget (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland)
aufgegeben und 1:2 mit einer 2,5-Dihydroxybenzoesdaure (DHB)-Matrix (1,5 mg
DHB / mL 1 % Phosphorsaure, 50 % Acetonitril) vermischt.

Durch den tryptischen Verdau der polysialylierten Proteine entstand ein
charakteristisches Peptidmuster (,Fingerabdruck”), welches eine genaue
Identifikation Uber die massenspektrometrische Analyse mit anschlieRendem,
organismusspezifischem Datenbankabgleich erlaubte. Dieses Peptidmuster
wurde mittels eines MALDI-TOF Massenspektrometers (MS) (Ultraflex | TOF/TOF
MS; Bruker Daltonics) erzielt. Die Messungen wurden im positiven
Reflektormodus durchgefiihrt, unter Verwendung der FlexControl 2.4- sowie der
FlexAnalysis 3.0 software (Bruker Daltonics). Die Kalibrierung erfolgte mit einem
Peptid (Kalibrierungs)-Standard (~1000 - 4000 Da). Die Auswertung des
Peptidmusters erfolgte lber das Softwareprogramm Mascot [Perkins et al. 1999]

und die Datenbank IPI-human (http://www.ebi.ac.uk/IPI/IPlhuman.html).

3.7 HPLC

Kettenldngenbestimmung

Mit dieser Methode konnen a-Ketocarbonsduren mit 1,2-Diamino-4,5-
Methylendioxybenzol (DMB) fluoreszenzmarkiert und anschlieRend mittels HPLC
getrennt und detektiert werden. Im ersten Schritt wurden Oligo- und PolySia
Ketten unter sauren Bedingungen vom Glykokonjugat abgespalten. Inkubierte
man diese mit DMB wurde das reduzierende Ende markiert. Die resultierende
DMB-markierten Oligo- und PolySia-Derivate wurde anschlieBend nach Anzahl
der Sialinsduren mittels Anionenaustauscherchromatographie aufgetrennt,
womit nicht nur die Anwesenheit von Oligo- und PolySia nachgewiesen werden
konnte, sondern auch eine Aussage liber die Linge der Ketten moglich war.
Unvermeidlich war bei dieser Methode allerdings die partielle hydrolytische
Spaltung interner Sialyl-Verbindungen, die aufgrund der sauren Bedingungen

auftrat.



DMB-Puffer DMB-Reagenz

18 mM Na-Hydrogensulfit 1,22 mg DMB in 1 mL DMB-Puffer
1 M Mercaptoethanol

40 mM TFA

Das Gewebe wurde wie beschrieben aufgearbeitet und lysiert (3.6.1).
AnschlieBend erfolgte ein Zentrifugationsschritt (8°C, 14400 x g, 10 min). Der
Uberstand wurde einer Affinitatsaufreinigung mit inaktivierten EndoN-beads
(3.6.3) unterzogen, um ausschlielRlich polysialylierte Proteine aus dem Lysat zu
isolieren. Das daraus resultierende Eluat wurde in der Speedvac trocken
gezogen. Frisch angesetzter DMB Puffer wurde in gleichen Teilen mit Tris/HCI
(50 mM) gemischt und die getrocknete Probe darin aufgenommen. Die
Derivatisierung erfolgte tGber Nacht bei 11°C.

Die Reaktion wurde durch NaOH-Zugabe gestoppt, die Losung fir 1 h bei RT
stehen gelassen, anschlielend zentrifugiert (8°C, 14400 x g, 10 min) und der
Uberstand weiterverwendet. Die Aufgabe auf die HPLC-Siule [DNA Pak 100
(Dionex)] erfolgte mittels eines Auto-Samplers (Spark Holland, Emmen,
Niederlande).

Gemessen wurde bei einer Anregungswellenlange von 372 nm und einer
Emissionswellenldange von 456 nm. Als Elutionsmittel diente Aqua dest. sowie
1M NaNOs bei einer Flussrate von 1 mL/min und folgendem Gradienten:
T omin= 0% (v/v) NaNOs, T 5 min = 1 % (v/v) NaNOs, T 15 min = 10 % (v/v) NaNOs3,
T 60 min = 50 % (v/v) NaNOs. Gewaschen wurde die Sdule mit 100 % (v/v) NaNOs.
Als Standard wurde 10 pg/mL Colominsaure-Losung 1:400 mit dem DMB-Tris/HCI

Gemisch (v/v) verdunnt.



4 Ergebnisse
4.1 Polysialylierung in humanem Lungengewebe

4.1.1 PolySia-Nachweis in Gewebehomogenaten

Lackie, Zuber und Roth stieRen wahrend ihrer Forschungsarbeiten im Jahr 1994
auf polysialyliertes NCAM in Abkommlingen endo — und mesodermaler
Keimblatter wahrend der Entwicklung [Lackie et al. 1994]. Um der Fragestellung
nach dem eventuellen PolySia-Vorkommen in der ausgereiften Lunge
nachzugehen, wurden in unserem Labor bereits im Vorfeld (Sandra Miiller, cand.
med., AG Geyer) Untersuchungen an gesundem sowie erkranktem
Lungengewebe vorgenommen. Um zu gewahrleisten, dass alle Untersuchungen
von identischen Proteinmengen ausgehen, wurden alle Proben stets durch eine
Proteinbestimmung nach der BCA-Methode quantifiziert. In einem ersten Schritt

wurde Donor-Lungengewebe aufgearbeitet und lysiert.

anti-PolySia

EndoN - + -

PNGaseF - - +
250kDa  ——
130kDa ——
95kDa ——

1 2 3

Abbildung 8 Western Blot-Analyse polysialylierter Proteine in humanem Lungengewebe

Zur Western Blot-Analyse wurde die Probe sowohl unbehandelt (Spur 1) als auch nach
enzymatischem Verdau mit EndoN (Spur2) bzw. PNGaseF (Spur3) aufgetragen. Die
Immunfarbung erfolgte durch einen monoklonalen anti-PolySia-Antikorper (mAk) (3.2.2.1).
Die apparenten Molekulargewichte sind in kilo Dalton (kDa) angegeben. Pro Spur wurden
10 ug Gesamtprotein aus Gewebehomogenat aufgetragen Das Ergebnis dieser Analyse
wurde durch sechs biologische Replikate verifiziert.



Die so gewonnenen Proteine wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und
mittels Western Blot-Analyse untersucht. Abbildung 8 zeigt einen Western Blot
aus Direktlysaten, der mit einem spezifischen, monoklonalen Antikérper (mAk)
gegen PolySia (3.2.2.1) angefarbt wurde. Eine Negativkontrolle wurde bei
PolySia-Analysen im Rahmen dieser Dissertation stets durch einen Verdau mit
dem Enzym EndoN (3.6.4.1) durchgefiihrt.

Sichtbar wurde in Spur 1 der typisch-diffuse PolySia-Schmier, der sich tber einen
Molekulargewichtsbereich von 100-250 kDa zieht. Da in Spur 2, nach dem
Verdau mit EndoN, keine PolySia detektiert werden konnte, ist davon
auszugehen, dass es sich bei dem Signal in Spur 1 um ein spezifisches Signal
handelte, womit der Beweis fir das Vorkommen von PolySia in adultem
Lungengewebe erbracht ist. In einem weiteren Schritt sollte Gberprift werden,
ob die Polysialinsaureketten Uber O- oder N-Glykane mit dem bislang noch
unbekannten Tragerprotein verknipft sind. Dazu diente ein Enzymverdau mit
PNGaseF, welche N-glykosidisch gebundene Seitenketten abspaltet. Da in Spur 3
(Abbildung 8) nach Verdau mit PNGaseF kein PolySia-Signal detektiert werden
konnte, wohl aber in der unverdauten Probe, konnte somit die Aussage getroffen
werden, dass die Polysialylierung des Tragerproteins in der adulten Lungen an
N-Glykanen erfolgt.

In vielen Studien wurde mittlerweile darliber berichtet, dass die biologische
Funktion von PolySia von der Liange der Polysialinsdure-Kette bestimmt wird.
Aufgrund dessen wurde der Polymerisationsgrad in Donor-Lungengewebe (3.1),
nach Bindung  an inaktivierte EndoN (3.6.3) ermittelt. Zur
Kettenlangenbestimmung wurde eine Methode angewandt, die sich milde DMB-
Derivatisierung nennt [Inoue und Inoue 2001; Inoue et al. 2001]. Die PolySia
Ketten wurden durch saure Hydrolyse vom N-Glykan abgespalten und mittels
DMB am reduzierenden Ende derivatisiert, um anschlieRend chromatographisch
aufgetrennt und fluorometrisch detektiert werden zu konnen. Die erhaltenen
Chromatogramme zeigten PolySia-Ketten mit mehr als 40 Sialinsdure-
Untereinheiten (Abbildung 9). Zur Verifizierung wurden die

chromatographischen Analysen je dreifach repliziert.



Fluoreszenz
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Abbildung 9 Kettenlangenbestimmung von PolySia mittels milder DMB-HPLC

Die PolySia-Ketten aus Lungengewebehomogenaten wurden nach Affinitatsaufreinigung mit
Hilfe inaktivierter EndoN (3.6.3) hydrolytisch gespalten, mit Hilfe von DMB am
reduzierenden Ende fluoreszenzmarkiert, anschliefend auf einer Anionenaustauschersaule,
in Abhangigkeit der Kettenlange, aufgetrennt und detektiert. Die Anzahl der Sialinsdure-
Untereinheiten wird fiir ausgewdhlte Peaks oberhalb des entsprechenden Signals angezeigt.
Das Ergebnis dieser Analyse wurde durch drei biologische Replikate verifiziert.

4.1.2 Identifizierung des PolySia Tragers

Die Identifizierung des Tragerproteins sollte massenspektrometrisch mittels
peptide mass fingerprint erfolgen. Diesem Schritt vorangeschaltet wurde die
bereits erwdhnte Affinitatsaufreinigung des Proteins mittels inaktivierter EndoN
(3.6.3). Fur den eigentlichen Glycoproteomics-Ansatz wurden die polysialylierten
Proteine aus Lungenhomogenaten isoliert und gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Die Proteine wurden wie beschrieben (3.6.8) einer Reduktion sowie einer
Carboxymethylierung unterzogen, mit Trypsin verdaut, die resultierenden
Peptidfragmente durch eine weitere chromatographische Trennung mit Hilfe
einer nano-LC aufgetrennt und abschlieBend mittels MALDI-TOF-MS analysiert.
Durch den tryptischen Verdau der polysialylierten Proteine entstand ein
charakteristisches Peptidmuster (,Fingerabdruck”), welches eine genaue
Identifikation Uber die massenspektrometrische Analyse mit anschlielendem,

organismusspezifischem Datenbankabgleich erlaubte.
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Abbildung 10  MALDI-TOF-MS Analyse zur Identifizierung polysialylierter Proteine aus
Lungenhomogenaten

Nach Gewinnung der polysialylierten Proteine aus Lungenhomogenat durch
Affinitatsaufreinigung mit inaktivierter EndoN wurden diese gelelektrophoretisch
aufgetrennt, nach in-Gel-Verdau extrahiert und nach chromatographischer Aufarbeitung
massenspektrometrisch detektiert. (A) MALDI-TOF-MS Profilspektrum der tryptischen
Peptide, wobei monoisotopische Massen, welche NCAM als PolySia-Trager zugeordnet
werden konnten, rot markiert sind. Die Pfeile markieren die Massen, die fir die MALDI-TOF
MS/MS Experimente geliftet wurden. Das Ergebnis der Datenbanksuche (Mascot, IPl human)
ist im inset abgebildet. (B) MALDI-TOF-MS/MS Experimente der Pseudomolekiilionen m/z
1255.7, 1479.8 und 1522.6. NCAM-sequenzspezifische B-Fragmentionen sind in rot,
entsprechende Y-Fragmentionen in blau dargestellt [Galuska et al. 2010]. Pfeile verweisen
auf das Ergebnis der auf den Fragmentspektren basierenden Datenbanksuche (Mascot, IPI
human). Pseudomolekiil- und Fragmentionen wurden als Protonenadukte ([M+H]")
registriert.



Abbildung 10 A zeigt ein Profilspektrum der tryptischen Peptide, welche Im
Massenbereich von m/z = 800 — 2600 als Pseudomolekiilionen ([M+H]")
detektiert wurden. Signale, deren monoisotopischen Massen rot markiert sind,
konnten mittels Datenbanksuche Mascot (Abbildung 10A, Inset)
charakteristischen Peptiden von NCAM zugeordnet werden. Hierbei zeigte sich
ein signifikantes Ergebnis der Macot Suche, die liber die organismusspezifische
Datenbank IPI-Human erfolgte und zusatzlich mit der Datenbank SwissProt
bestdtigt werden konnte. Zur weiteren Verifizierung der Prdasenz von NCAM
erfolgten MALDI-TOF-MS/MS Experimente ausgewahlter Pseudomolekiilionen
m/z 1255.6, 1479.8 und 1522.7 (Abbildung 10 A [Pfeile], Abbildung 10 B). Die in
den jeweiligen Fragmentspektren rot markierten B-Fragmentionen sowie blau
markierten Y-Fragmentionen erlaubten als sequenzspezifische Signale die
endgiltige Identifizierung von NCAM.

Um das Ergebnis der MS-basierten Identifikation zu bestatigen, wurden mittels
inaktivierter EndoN affinitatsaufgereinigte Proben auf NCAM bzw. PolySia-NCAM
mittels Western Blot-Analyse (Abbildung 11) untersucht.

anti-NCAM

EndoN - +
250kDa ——

130kDa —— h -
95kba ——

1 2

Abbildung 11 Western Blot-Analyse zur Detektion von polySia-NCAM-140

PolySia-NCAM wurde aus Lungenhomogenat Uber Affinitatsaufreinigung gewonnen und
mittels Western Blot-Analyse visualisiert. Der verwendete Antikorper ist ein anti-NCAM mAk
aus der Maus (3.2.2). Dargestellt ist sowohl polysialyliertes (Spur1), als auch
de-polysialyliertes (Spur 2) NCAM nach EndoN-Verdau. Die apparenten Molekulargewichte
sind in kDa angegeben. Aufgetragen wurde je 10 pug Protein. Das Ergebnis dieser Analyse
wurde durch finf biologische Replikate verifiziert.



Der verwendete Antikorper war ein monoklonaler anti-NCAM Antikorper
(2.2.2.1). Proben der Donor-Lungenlysate wurden jeweils unverdaut und nach
einem Verdau mit EndoN aufgetragen. Spur 1l zeigt polysialyliertes NCAM,
welches das typische PolySia-Signal im Bereich von 130 — ca. 180 kDa aufweist. In
Spur 2 fiihrte ein EndoN-Enzymverdau der PolySia-Kette zu einer scharfen NCAM
Bande im Bereich von 140kDa in Ubereinstimmung mit der
organismusspezifischen Datenbanksuche Mascot.

Zusatzlich zur Western Blot-Analyse wurde PolySia-NCAM auch mit Hilfe der
Immunhistochemie in einer sogenannten Co-Lokalisationsstudie nachgewiesen.
Dafiir wurden serielle Lungenschnitte angefertigt, die im Abstand von 3-5 um
zueinander lagen und von der AG Glnther zur Verfligung gestellt wurden. Zwei
aufeinanderfolgende Schnitte wurden jeweils mit einem anti-PolySia, sowie
einem anti-NCAM Antikorper, unter Zuhilfenahme der Streptavidin-Biotin-

Methode (3.5.1.3), angefarbt.

anti-PolySia
nach EndoN-Behandlung

anti-NCAM anti-PolySia

50 um

Abbildung 12 Immunbhistologischer ~ Nachweis von  PolySia-NCAM in  seriellen
Paraffinschnitten der humanen Lunge

Paraffin-eingebettete, seriell-erstellte humane Lungenschnitte wurden sowohl mit einem
anti-NCAM mAk als auch mit einem anti-PolySia mAk unter Zuhilfenahme der Biotin-
Streptavidin-Methode (3.5.1.3) angefarbt. Die Negativkontrolle wurde durch einen
Enzymverdau mit EndoN angefertigt. Die Pfeile indizieren identische Areale in allen drei
Schnittbildern. Mafistabsangabe = 50 um



Ergebnisse

Abbildung 12 zeigt deutlich die Co-Lokalisation von PolySia und NCAM
(Abbildung 12 A und B Pfeil>) in einem identischen Areal des humanen
Bronchialepithels. Die positiven Signale sind als roter Farbniederschlag in den
Bildern sichtbar. Zur Verifizierung wurde die PolySia vorher mit EndoN abgedaut,

um ein spezifisches Signal bestatigen zu kdnnen (Abbildung 12 C).

4.1.3 Lokalisation von PolySia-NCAM im humanen Bronchialepithel
AnschlieBend galt es zu klaren, welcher Zelltyp in humanem Bronchialepithel sich
als PolySia-NCAM positiv erweist. Hierfir wurden Antikorper gegen spezielle
(Oberflachen-) Marker der verschiedenen Zelltypen in der Lunge eingesetzt
(Tabelle:  3.2.2.1). Angewendet wurden Zellmarker, die ziliilerte
Bronchialepithelzellen, Clara-Zellen, alveolare Epithelzellen vom Typll und
Basalzellen erkennen lassen konnten.
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50 um
Abbildung 13  Determination des PolySia-positiven Zelltyps in humanem Lungenepithel

Serielle Paraffinschnitte von humanen Lungen wurden je mit einem mAk anti-PolySia sowie
einem AK angefarbt, der gegen einen spezifischen Zellmarker gerichtet war. Zum Einsatz
kamen anti-CC10 mAK = ZM fir Clara-Zellen, anti-HFH4 mAK = Zellmarker (ZM) fir ziliierte
Bronchialepithelzellen, anti-KRT5 pAk = ZM fir Basalzellen, anti-Pro-SP-C pAk = ZM fir
alveolare Epithelzellen vom Typ Il. Der angegebene Messbalken entspricht 50 um. Pfeile
kennzeichnen je positive Bereiche.
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Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, exprimieren neben den Clara-Zellen (Abbildung
13 A->) auch die zililerten Bronchialepithelzellen (Abbildung 13 B =) PolySia,
was durch rote Anfarbung der Antigenstrukturen indiziert wurde. Das PolySia-
Signal ist in diesem Fall im apikalen Bereich der Zelle zu finden und die HFH4-
Farbung im jeweils zugehorigen Zellkern. Bei den Basalzellen (Abbildung 13 C =)
und alveolaren Zellen (Abbildung 13 D =) konnte keine Uberlappung der Signale
festgestellt werden.

Zusatzlich zu den Lokalisationsstudien sollte mit Hilfe eines Proliferationsmarkers
(3.2.2.1) Gberprift werden, ob sich PolySia-positive Zellen im Zellteilungsstadium
befinden. Abbildung 14 zeigt die rétlich angefarbten PolySia-Signale (Abbildung
14 A), wie gewohnt im apikalen Teil des Zellverbandes, wohingegen die Ki-67
Farbung (Abbildung 14 B) in den basalen Bereichen des Zellverbandes lokalisiert
ist. Daher ist davon auszugehen, dass PolySia-exprimierende Zellen den Zellzyklus

bereits durchlaufen haben und sich in der ruhenden GO-Phase befinden.

anti-PolySia anti-Ki-67

Abbildung 14  Immunhistologische  Darstellung von  PolySia-exprimierenden  und
proliferierenden Zellen im Bronchialepithel

Serielle Paraffinschnitte aus humaner Lunge wurden mittels Biotin-Streptavidin-Methode
sowohl gegen PolySia (A), als auch gegen das Protein Ki-67 (B) abgefarbt. Das Ergebnis dieser
Analyse wurde durch drei biologische Replikate verifiziert. GréBenbalken = 50 uM



4.2 Polysialylierung im Zellkulturmodell

4.2.1 Charakterisierung des PolySia-Status unbehandelter A549-Zellen
Die Lungen-Adenokarzinoma-Zelllinie A549 ist ein etabliertes Zellkulturmodell,
welches zur Untersuchung des Lungenepithels dient [Van Wetering et al. 1997;
Muroya et al. 2012; Saffarzadeh et al. 2012]. Aus diesem Grunde wurde in einer
ersten Analyse Uberprift, ob es sich bei dieser Zelllinie, um eine PolySia-NCAM
positive  Zelllinie  handelt, und weiterfihrend, ob die beiden
Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV, die fir die Polysialinsaure-Synthese
verantwortlich sind, in diesen Zellen exprimiert werden. Zunachst wurden hierfir
aus Zelllysaten, sowie aus den Uberstinden der A549 Zellen die -
moglichlicherweise  vorhandenen —  polysialylierten  Proteine  mittels
Affinitatsaufreinigung mit inaktivierter EndoN isoliert und anschliefend einer
Western Blot-Analyse unterzogen. Abbildung 15 A bestatigt das Vorhandensein
von PolySia in A549 Zellen. Der typische ,Schmier”, zu dem polysialylierte
Proteine fuhren, ist in Spur 1 im Bereich von ca. 130 kDa bis ca. 250 kDa zu
detektieren. Nach EndoN-Behandlung (Spur 2) verschwand das Signal vollsténdig,
was die Spezifitat des PolySia Nachweises unter Beweis stellt. In Abbildung 15 B
wurde identisches Material aufgetragen, hier allerdings erfolgte die Western
Blot-Farbung mit dem NCAM-spezifischen Antikorper mAk 123C3 (3.2.2.1). In
Spur 1 ist das Signal des polysialylierten NCAMs zu sehen, das sich Uber den
Bereich erstreckt, welcher bereits im PolySia-Blot angefarbt werden konnte. Die
nach EndoN-Behandlung deutlich erkennbare Bande zeigt ein vollstandig
de-polysialyliertes NCAM auf der Hohe 140 kDa, was Hinweis auf die Isoform
NCAM-140 liefert.

Zusatzlich sollte mittels Immunfluoreszenzfarbung an fixierten A549 Zellen, das
Vorhandensein von PolySia und NCAM bestatigt werden (Abbildung 16). Hierbei
wurde der Zellkern mit Hilfe von DAPI blau gefarbt (A), die PolySia mittels
inaktivierter, biotinylierter EndoN und FITC-konjugiertem Streptavidin griin (B)
und NCAM durch ein Rhodamin-Konjugat rot (C). Durch Uberlagerung der drei

Einzelbilder in einem sogenannten merge (Abbildung 16D) kann die



Co-Lokalisation von PolySia und NCAM durch die resultierende gelbliche Farbung

nachgewiesen werden.

A anti-PolySia B anti-NCAM
| EndoN - + | EndoN - | +
250 kDa 250 kDa i
.. <— NCAM-140
130kDa 130kDa
1 2 1 2

Abbildung 15  PolySia-NCAM Nachweis in der A549-Lungenepithel-Zelllinie durch Western
Blot-Analyse

Zur Western Blot-Analyse von affinitatsaufgereinigten (mit inaktivierter EndoN) A549-
Zelllysaten wurde sowohl eine Farbung mit anti-PolySia mAk (A) als auch mit anti-NCAM
mAk (B) durchgefihrt. Aufgetragen wurde pro Spur je 10 ug Protein, wobei in Spur 1 jeweils
die unverdaute Probe und in Spur 2 jeweils die EndoN-verdaute Probe zu sehen ist.
Apparente Molekulargewichte sind in kDa angegeben. Das Ergebnis dieser Analyse wurde
durch drei biologische Replikate verifiziert.

Aufbauend hierauf sollte die Frage geklart werden, in welchem Zellkompartiment
die  Polysialinsdure angesiedelt ist. Hierfir wurde ebenfalls die
Immunfluoreszenzfarbung zu Hilfe genommen und zusatzlich zu dem anti-PolySia
Antikorper ein Antikorper gegen ein Protein im Trans-Golgi Netzwerk verwendet
(3.2.2.1). Auch hier zeigte die Uberlagerung der Einzelbilder eine eindeutige
Co-Lokalisation von PolySia und dem Trans-Golgi-Marker (Abbildung 17 D), was
darauf schliessen ldsst, dass PolySia in der Zelle im Trans-Golgi-Netzwerk

lokalisiert ist.



anti-PolySia
DAPI (inaktivierte EndoN)

anti-NCAM merge

Abbildung 16  PolySia-NCAM Nachweis mittels Immunfluoreszenz

A549-Zellen wurden mittels Methanol fixiert (3.5.3) und sowohl mit dem Zellkernmarker (A)
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) als auch einer Kombination aus einer (B) PolySia-
bindenden inaktivierten, biotinylierten EndoN sowie einem FITC-konjugierten Streptavidin
bzw. (C) einem anti-NCAM mAK angefarbt, der durch einen Rhodamin-markierten
Zweitantikdrper sichtbar gemacht wurden. Die Uberlagerung der Einzelbilder (D) wurde als
merge bezeichnet.



A DAPI B anti-PolySia

C anti-TGN38 D merge

Abbildung 17  Subzelluldre Lokalisation von PolySia-NCAM mittels Immunfluoreszenz

Kultivierte A549-Zellen wurden Methanol-fixiert (3.5.3) und die beiden primaren Antikérper
durch je einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper angefarbt. Zusatzlich wurden die
Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (A) sichtbar gemacht. Hierbei wurden (B) ein
anti-PolySia mAK mit einem FITC-Konjugat und (C) ein mAK gegen das Trans-Golgi-Protein 38
(TGN 38) mittels eines Rhodamin-Konjugats markiert. (D) In einem sogenannter merge

erfolgte die Uberlagerung der Einzelbilder.

Um zu untersuchen, welche Polysialyltransferase in die PolySia-Synthese speziell
in A549 Zellen involviert ist, wurde im Rahmen einer Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Prof. Middendorff (Institut fiir Anatomie, Justus-Liebig Universitat
Giessen) eine mRNA Analyse durchgefiihrt. Mittels Reverse Transkriptase-
polymerase-chain-reaction (RT-PCR), einer Agarose-Gelelektrophorese und

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als internem Standard



konnte nachgewiesen werden, dass die Transferase ST8SialV offenbar die
dominierende Rolle bei der PolySia-Synthese in A549 Zellen Gbernimmt. Die
Bande der Polysialyltransferase ST8Siall zeigte ein deutlich schwacheres Signal im

Gegensatz zur erwahnten ST8SialV (Abbildung 18).

ST8Siall ST8SialVv GAPDH
+ - 0 + - 0 + - 0

Abbildung 18  Nachweis der Polysialyltransferasen in A549-Zellen durch RT-PCR

Gen-Transkripte der Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV wurden durch RT-PCR
analysiert und die amplifizierten Produkte durch eine Agarose-Gelelektrophorese (2 %
Agarose) separiert. GAPDH diente hierbei als interner Standard. Legende: + = Probe;
- = Negativkontrolle (eingesetzte Primer ohne Gentranskript); 0 = Leerwert (Probenpuffer).

Zusammenfassend lasst sich folgern, dass PolySia-NCAM in A549 Zellen,
hauptsachlich Uber die Polysialyltransferase ST8SialV synthetisiert wird und

vorwiegend im Golgi-Apparat der Zelle vorliegt.

4.2.2 Charakterisierung des Polysialylierungsstatus in A549-Zellen nach
Stimulation

Da bronchiale Epithelzellen einen Rezeptor fir das Zytokin Interleukin-18 (IL-1R)

besitzen [Parker und Prince 2011], gleichzeitig Uber den toll-like receptor 4

(TLR 4) fiir exogene Antigene zugéanglich sind und somit zur sogenannten ersten

Verteidigungslinie des respiratorischen Traktes gehéren, wurden die Zellen

sowohl mit dem pro-inflammatorischen IL-18 als auch mit Lipopolysaccharid

(LPS) von Bakterien behandelt. AnschlieRend wurde der daraus resultierende



Einfluss auf den PolySia-Status bzw. die Lokalisation von PolySia innerhalb der

Zelle Giberprift.

IL-1R-Stimulation

Nach Inkubation mit steigenden IL-18 Konzentrationen in dem A549-
Zellkulturiiberstand (3.4.3.1) wurden im Zell-Lysat und im Uberstand vorhandene
polysialylierte Proteine durch Bindung an inaktivierte EndoN gewonnen und
mittels Western Blot analysiert. Stimulierte Zellen wurden zusatzlich mit
Methanol fixiert und einer Immunfluoreszenzfarbung unterzogen, um eine

mogliche Anderung in der Lokalisation von PolySia detektieren zu kénnen.

A B
anti-PolySia anti-PolySia
IL-1R IL-1R
(ng/mL] 0 25 200 (ng/m] 0 25 200
250kDa  —— 250kDa  ——
130kba —— 130kba —— . ' .
95kDa —— 95kDa —
1 2 3 1 2 3
Zell-Lysat Zellkultur-Uberstand

Abbildung 19  Western Blot-Analyse nach IL-1B8-Stimulation von A549-Zellen

Zur Untersuchung des PolySia-Gehalts in (A) Zell-Lysaten und (B) in Zellkulturiiberstanden
nach Stimulation mit steigenden IL-1R-Konzentrationen wurde die Western Blot-Analyse
eingesetzt. Polysialylierte Proteine wurden zuvor durch Bindung an inaktivierte EndoN aus
dem Gesamtiiberstand isoliert. Molekulargewichtsbereiche sind in kDa angegeben. Das
Ergebnis dieser Analyse wurde durch drei biologische Replikate verifiziert.

Abbildung 19 A zeigt in allen drei Spuren PolySia-Signale aus Zell-Lysaten, welche
sich typischerweise von 120 — ca. 240 kDa erstrecken. Dabei ist trotz steigenden
IL-1R8-Konzentrationen, keine deutliche Anderung in der Signalstirke und damit
einhergehend der vorhandenen PolySia-Menge feststellbar. Im Gegensatz dazu
wiesen die Uberstande (Abbildung 19 B) steigende Mengen an polysialyliertem

Protein, korrelierend mit zunehmender IL-1R Konzentration auf. In Spur 1 zeigt



sich ein PolySia-Signal im Bereich von 120 — ca. 200 kDa. Nach Behandlung mit
25 ng/mL IL-18 (Spur 2) verstarkt sich die PolySia-Signalintensitat, wahrend das
Signal nach Behandlung mit 200 ng/mL IL-18 (Spur3) schon im Bereich

densitometrischer Sattigung liegt.

Die beiden Einzelbilder der Abbildung 20 von fixierten, unbehandelten sowie
fixierten stimulierten (200 ng/mL IL-1R) Zellen weisen ebenfalls dhnliche Mengen
an PolySia auf, was somit die Western Blot-Analyse von A549-Zell-Lysaten
bestatigte (Abbildung 19 A). Es konnte demnach davon ausgegangen werden,
dass zunehmende Konzentrationen an IL-1B nicht zu erhdhten intrazelluldren
PolySia-Spiegeln — wohl aber zu verstarkter PolySia-NCAM-Sekretion in den

Uberstand fihrte.

IL-18-Stimulation
[200 ng/mL]

Kontrolle

Abbildung 20  PolySia-Nachweis in stimulierten und unstimulierten methanol-fixierten
A549-Zellen durch Immunfluoreszenz

A549-Zellen erfuhren entweder eine Behandlung mit IL-18 oder verblieben unbehandelt,
bevor die Zellen mittels Methanol fixiert und mit einem anti-PolySia AK sowie einem FITC-
konjugiertem Zweitantikérper angefarbt wurden.

LPS-Stimulation
In einem sich anschlieBenden Experiment wurde kontrolliert, ob LPS einen
ahnlichen Effekt auslosen konnte. Hierfur wurden die A549-Zellen wiederum mit

steigenden LPS-Konzentrationen behandelt und der Uberstand zunichst auf



PolySia untersucht. Die Zell-Lysate wurden in Anlehnung an die IL-1R-
Experimente ebenfalls auf die vorhandene PolySia-Menge (Western Blot-
Analyse) und intrazellulare Lokalisation (Immunfluoreszenzfarbung nach
Methanol-Fixation) Uberprift (Daten nicht gezeigt.). Die Analyse erbrachte
allerdings analog zu den bereits erzielten Ergebnissen keine Anderung der
PolySia-Menge oder Lokalisation, so dass die weiterflihrenden Experimente
ausschlieBlich mit den Zellkulturiberstanden durchgefihrt wurden.

Abbildung 21 zeigt, dass im Vergleich zur unbehandelten Kontroll-Probe (Spur 1)
auch nach einer Stimulation mit LPS ein steigender PolySia-Spiegel im
Zellkulturiberstand detektiert werden konnte, der mit der LPS-Menge korrelierte

(Spuren 2 und 3).

anti-PolySia

LPS
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Abbildung 21 Western Blot-Analyse zur PolySia-Detektion nach LPS-Stimulation von A549-
Zellen

Die polysialylierten Proteine wurden aus den A549-Zellkulturiiberstanden nach Behandlung
mit steigenden LPS-Mengen durch Affinitatsaufreinigung mit inaktivierter EndoN isoliert und
mittels Western Blot untersucht. Die Proteinmenge wurde durch Zellzdhlung normiert, und
vergleichbare Proteinmengen pro Spur aufgetragen. Apparente Molekulargewichte sind in
kDa angegeben. Das Ergebnis dieser Analyse wurde durch drei biologische Replikate

verifiziert.



Um in den Uberstdnden nach LPS-Behandlung nicht nur PolySia, sondern auch
PolySia-NCAM nachzuweisen, wurden die Proben nach Affinitatsaufreinigung mit
inaktivierter EndoN mit einem anti-NCAM Antikorper gefarbt (Abbildung 22).
Wahrend in unstimulierten A549-Zellen intrazelluldr noch die Isoform NCAM-140
nachweisbar war (Abbildung 15), so zeigte sich nach LPS-Stimulation und
enzymatischem Verdau mit EndoN im Uberstand (Spur 2) eine Bande in Héhe
von ca. 110 kDa, was auf die |6sliche NCAM-110-Isoform schlieRen lasst [Secher
2010]. Diese Analyse wurde auch nach IL-1R-Stimulation durchgefiihrt (Daten
nicht gezeigt). Das Ergebnis ist analog zu dem Ergebnis des LPS-Experiments und

zeigte ebenfalls die |6sliche Isoform NCAM-110.

anti-NCAM
EndoN - +
250kDa ——
130kDa ——
. | <— NCAM-110
95 kbDa ——

1 2

Zellkultur-Uberstand

Abbildung 22 Detektion von NCAM durch Western Blot-Analyse nach LPS-Stimulation von
A549-Zellen

Zur Western Blot-Analyse wurde aufgereinigtes PolySia-NCAM (nach Affinitatsaufreinigung
mit inaktivierter EndoN) aus dem Uberstand von A549-Zellen gewonnen, welche zuvor mit
1 ug LPS stimuliert worden waren. Die Proben wurden entweder vor (Spurl) oder nach
enzymatischem Verdau mit EndoN (Spur 2) eingesetzt. Apparente Molekulargewichte sind in
kDa angegeben. Das Ergebnis dieser Analyse wurde durch drei biologische Replikate
verifiziert.



4.3 Polysialylierung in pathologisch-verandertem Lungengewebe

4.3.1 PolySia-Nachweis in Lungengewebe von COPD-Patienten

Die Lungenkrankheit COPD ist neben den typischen Merkmalen des
Lungenemphysems und der chronischen Entziindung mit einem bestandig
erhohten IL-1R Spiegel assoziiert [Dinarello 1996; Rusznak et al. 2000; Chung
2001; van Eeden et al. 2005]. Um die Wirkung von IL-1R im Zusammenhang mit
PolySia-NCAM in humanem Bronchialepithel in vivo zu untersuchen, wurde
Gewebe von COPD-Patienten zunachst auf die Anwesenheit von PolySia
Uberprift. Abbildung 23 zeigt eine Western Blot-Analyse von physiologischem
Lungengewebe sowie pathologischem COPD-Gewebe.

anti-PolySia
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Abbildung 23  Bestimmung der PolySia-Menge in COPD-Gewebe im Vergleich zu Donor-
Gewebe mittels Western Blot-Analyse

Proben aus Lungenhomogenaten von Donoren und COPD-Patienten wurden je unverdaut
(Spur1 und 3) bzw. nach enzymatischem Verdau mit EndoN (Spuren2 und4) mittels
Western Blot-Analyse untersucht. Aufgetragen wurde hierbei je 10 pug Protein aus
Gesamthomogenaten. Apparente Molekulargewichte sind in kDa angegeben. Das Ergebnis
dieser Analyse wurde durch sechs biologische Replikate verifiziert.

Die detektierten PolySia-Signale im Fall von COPD- wie auch von Donor-
Lungengewebe waren nach EndoN-Verdau verschwunden (Spur 2 und Spur 4),
wodurch die Spezifitdt der Analyse bestatigt wurde. Spur 1 zeigt die PolySia-
Menge in Donoren, die bereits in vorangegangenen Versuchen nachgewiesen
werden konnte (4.1.1). Das Signal erstreckte sich dabei Uber einen

GroRenbereich von ca. 120 — 200 kDa und ist in Gewebelysaten von COPD-



Patienten verstarkt sichtbar, was auf eine erhdhte PolySia-Menge in diesen
pathologisch veranderten Lungengewebshomogenaten zuriickzufiihren ist.

Um die Erhohung der PolySia-Expression in COPD-Gewebe auch
immunhistologisch bestatigen zu koénnen, wurden Paraffin-Schnitte gegen
PolySia gefarbt. Wie Abbildung 24 zeigt weisen COPD-Patienten wie auch
Donoren PolySia-positive Zellen im Bereich des Bronchialepithels auf, wobei die
Farbung im Fall von COPD-Patienten deutlich starker ist und in einer héheren
Anzahl an Zellen detektiert werden konnte. Darilber hinaus wurde PolySia in
beiden Fallen intrazellular und nur in COPD-Patienten zusatzlich auch im Lumen
nachgewiesen (Abbildung 24 ). Um die polysialylierte(n) NCAM Isoform(en) in
COPD-Gewebe zu bestimmen, wurden Western Blot-Analysen mit und ohne
EndoN-Behandlung durchgefiihrt. Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, konnte in
physiologischem wie auch pathologisch-verandertem Gewebe die NCAM-Isoform
140 nach EndoN-Verdau nachgewiesen werden (Abbildung 25, Spur1 und

Spur 3), im Lungengewebe von COPD-Patienten allerdings zusatzlich noch die

[6sliche Isoform NCAM-110 (Spur 4).

Abbildung 24  Vergleich der PolySia-Expression in COPD-Gewebe und Donor-Gewebe
mittels Immunhistochemie.

Paraffin-eingebettete Lungenschnitte von Donor- sowie COPD-Gewebe wurden mittels
immunhistochemischer Biotin-Streptavidin-Methode und einem anti-PolySia mAk angefarbt.
Der GroRenbalken entspricht 50 um.
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Abbildung 25 Nachweis von PolySia-NCAM in COPD-Gewebe im Vergleich zu Donor-
Gewebe mittels Western Blot-Analyse

Proben von Lungenhomogenaten von Donoren und COPD-Patienten wurden nach
Affinitatsaufreinigung mit inaktivierter EndoN jeweils unverdaut (Spuren 1 und 3) bzw. nach
enzymatischem Verdau mit EndoN (Spuren 2 und 4) mittels Western Blot-Analyse
untersucht. Aufgetragen wurden hierbei je 10 ug Protein. Apparente Molekulargewichte
sind in kDa angegeben. Das Ergebnis dieser Analyse wurde durch drei biologische Replikate
verifiziert.

4.3.2 PolySia-Nachweis in Lungengewebe von Bleomycin-behandelten
Mausen
Aufgrund der inflammatorischen Immunantwort des Lungengewebes in
Bleomycin-behandelten Versuchstieren (1.4.4) sowie des hochregulierten IL-1R-
Spiegels wurde, anknlipfend an die bisher erzielten Ergebnisse, Gberprift, ob
PolySia-NCAM in Bleomycin-behandelten Tieren hochreguliert ist und ob auch
hier die |6sliche NCAM-Form-110 in polysialylierter Form detektiert werden
kann. Eingesetzt wurde hierbei Lungengewebe von Mausen (Mus musculus), die
nur eine Behandlung mit Natriumchlorid-Losung erfuhren und Gewebe von
Mausen, die an Tag7 nach Bleomycin-Behandlung zu Forschungszwecken

euthanasiert wurden.
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Abbildung 26 Untersuchung der PolySia- und NCAM Expression in Lungengewebe
Bleomycin-behandelter Mause im Vergleich zu Kontroll-Gewebe mittels
Western Blot-Analyse

Lysate von Lungenhomogenaten Bleomycin-behandelter Tiere sowie von Kontrolltieren nach
NaCl-Behandlung wurden nach Affinitatsaufreinigung mittels inaktivierter EndoN einer
Western Blot-Analyse unterzogen. (A) Die Immunfarbung erfolgte durch einen anti-PolySia
mAK. Aufgetragen sind in Spuren 1 und 3 die Lysate vor Verdau mit EndoN und in Spuren 2
und 4 die entsprechenden Proben nach EndoN-Behandlung. (B) Die Farbung erfolgte durch
einen anti-NCAM mAK. Der Probenauftrag erfolgte wiederum vor (Spuren 1 und 3) bzw.
nach (Spuren 2 und 4) EndoN-Behandlung. Aufgetragen wurde hierbei je 10 pg Protein.
Apparente Molekulargewichte sind in kDa angegeben. Das Ergebnis diese Analyse wurde
durch drei biologische Replikate verifiziert.

In einem ersten Schritt wurden die Proben wie beschrieben aufgearbeitet (2.6.1),
einer Affinitatsaufreinigung mit inaktivierter EndoN unterzogen und mittels
Western Blot-Analyse untersucht. Abbildung 26 A zeigt ein hochreguliertes
PolySia-Signal in Bleomycin-behandeltem Gewebe (Spur 3) im Gegensatz zum
NaCl-Kontrollgewebe (Spur 1) im Bereich von ca. 130 — 230 kDa. Die Spezifitat
des Nachweises wurde mittels EndoN-Verdau bestéatigt (Spur 2 und Spur 4).
Identisch behandeltes Gewebe wurde parallel, ebenfalls mittels Western Blot
unter Verwendung eines anti-NCAM mAK auf NCAM Expression geprift. In
Abbildung 26 B konnte in Spur 1 (Kontrolle) und Spur 3 jeweils das PolySia-NCAM
Signal detektiert werden, wobei auch hier die gesteigerte PolySia-Menge im
Bleomycin-Gewebe auffillt. In den Spuren 2 und 4 lasst sich de-polysialyliertes
NCAM nach spezifischem EndoN-Verdau nachweisen. Im Kontrollgewebe wurde

ein scharfes Signal in Hohe von ca. 140 kDa sichtbar (Spur 2), was auf die



entsprechende NCAM-Isoform hinweist. In Bleomycin-Lungengewebe wurden
nach Enzymverdau zwei prominente Proteinbanden sichtbar, im Bereich von
140 kDa sowie im Bereich von 110 kDa (siehe Pfeil in Abbildung 26).
Einhergehend mit der Detektion von NCAM-110 in entzindlichem
Lungengewebe von COPD-Patienten (Abbildung 23) konnte auch in Bleomycin-
Gewebe neben der membranstiandigen NCAM-140-Isoform auch die l6sliche
NCAM-110-Isoform nachgewiesen werden, die in den jeweiligen Kontroll-

geweben nicht vorhanden war.

4.3.3 PolySia-Nachweis in Lungengewebe von IPF-Patienten

Im beschriebenen Mausmodell wurde nachgewiesen, dass 21 Tage nach der
Bleomycin-Verabreichung eine dadurch induzierte Lungenfibrose zur vollen
Auspragung kommt. Zu diesem Zeitpunkt sind bereits die typischen fibrotischen
Merkmale, die auch wahrend einer humanen pulmonalen Fibrose vorkommen,
zu beobachten [lIzbicki et al. 2002].

In Anlehnung an die Analysen bei Bleomycin-behandelten Mausen wurde auch in
IPF-Gewebe der PolySia- sowie der PolySia-NCAM-Status, nach Affinitats-
aufreinigung mit inaktivierter EndoN, tGberprift. Abbildung 27 zeigt ein, erhéhtes
PolySia-Signal im Fall von IPF-Gewebe im Vergleich zu physiologischem Donor-
Gewebe. Anders als in Lungengewebe Bleomycin-behandelter Mause ldsst sich in
IPF-Gewebe nach enzymatischem EndoN-Verdau nur die membranstindige

NCAM-140-Isoform nachweisen (Abbildung 28).
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Abbildung 27  Analyse der PolySia-Expression in IPF-Gewebe im Vergleich zu Donor-
Gewebe mittels Western Blot.

Gewebehomogenate von Donoren und IPF-Patienten wurden mit Hilfe von inaktivierter
EndoN affinitdtsaufgereinigt, anschlieBend unverdaut (Spuren1l und3) bzw. nach
enzymatischem Verdau mit EndoN (Spuren 2 und 4) gelelektrophoretisch aufgetrennt und
mittels Western Blot-Analyse untersucht. Aufgetragen wurde hierbei jeweils 10 ug Protein.
Apparente Molekulargewichte sind in kDa angegeben.

Dieses Ergebnis legt den Rickschluss nahe, dass offensichtlich das sogenannte
ectodomain-shedding von NCAM nur bei Entzlindungsprozessen stattfindet, um
die daraus resultierende Form NCAM-110 als aktives Agens der erworbenen

Immunabwehr in der Lunge nutzen zu kdnnen.
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Abbildung 28  Untersuchung des PolySia-NCAM-Status in IPF-Gewebe mittels Western
Blot-Analyse

Zur Western Blot-Analyse wurden die polysialylierten Proteine mittels Affinitatsaufreinigung
mit Hilfe inaktivierter EndoN aus einem Gesamtlungenlysat isoliert und unverdaut (Spur 1)
bzw. nach enzymatischem EndoN-Verdau (Spur2) aufgetragen. Apparente
Molekulargewichte sind in kDa angegeben. Das Ergebnis dieser Analyse wurde durch zehn
biologische Replikate verifiziert.

4.4 Untersuchung zur biologischen Funktion von PolySia-NCAM-110

In einer kirzlich veroffentlichten Studie, die gemeinsam mit der AG Prof.
Preissner (Biochemisches Institut, JLU Giessen) publiziert werden konnte, zeigte
sich, dass Colominsdaure — ein Polymer aus a-2,8 verknipften
N-Acetylneuraminsduren (Neu5Ac) aus E.coli (aquivalent zu PolySia in
Sadugetieren) — die Zytotoxizitdit von extrazelluldren Histonen gegeniber
Lungenepithelzellen verringern kann [Saffarzadeh et al. 2012]. Analog kénnte die
Sekretion von |6slichem PolySia-NCAM-110 einen moglichen Mechanismus
darstellen, der die korpereigenen Bronchialepithelzellen vor der Zerstdrung
durch extrazelluldre Histone wdahrend eines Entziindungsprozesses schitzt,
zumal bereits nachgewiesen wurde, dass Histon H1 ein Interaktionspartner von

Polysialinsdure ist [Mishra et al. 2010].



4.4.1 Interaktion von loslichem PolySia-NCAM-110 mit extrazellularen
Histonen

In einem ersten Versuch wurden A549 Zellen mit steigenden Konzentrationen an

Histonen inkubiert. Anschliefend wurde die zytotoxische Wirkung der Histone

auf die Zellen mittels eines herkdmmlichen Lactat-Dehydrogenase (LDH)-

Zytotoxizitatstest bestimmt und die Sterberate der Zellen in % berechnet (3.4.4).

Wie in Abbildung 29 zu sehen ist, nimmt die Zahl der abgestorbenen Zellen

korrelierend mit steigender Histon-Konzentration von 17% auf 40 % stetig zu.

45 -
40 -
35 -

30 -

25 ——A549 Zellen

Zytotoxizitat (%)

20 4

15

10 T 1
0 5 10 15
Histonkonzentration [pg/mL]

Abbildung 29  LDH-Zytotoxizitatstest nach Behandlung von A549-Zellen mit extrazellularen
Histonen

Die zytotoxische Wirkung steigender Histonkonzentrationen auf kultivierte A549-Zellen
wurde mittels LDH-Messung (3.4.4) bestimmt. Der Messung lag jeweils eine
Dreifachbestimmung zugrunde. Die Werte wurden in Relation zu einer Positiv-Kontrolle
(Behandlung der Zellen mit Triton-X, um maximale LDH-Mengen zu erhalten) und einer
Negativkontrolle (unbehandelte Zellen, um die spontan freiwerdende LDH als
Hintergrundwert abziehen zu kdnnen) bestimmt und in % angegeben. Das Ergebnis dieser
Analyse wurde durch drei biologische Replikate verifiziert. Gemessen wurde bei einer
Wellenldange von 450 nm.

Inkubierte man die Zellen nun vorher mit LPS bzw. IL-1R, um die Sekretion von
PolySia-NCAM-110 zu induzieren und behandelte diese anschlieBend abermals
mit steigenden Histonkonzentrationen, so zeigte sich, dass sowohl eine vorherige
LPS- als auch eine IL-1BR-Stimulation den zytotoxischen Effekt von extrazellularen

Histonen abmildern konnte (Abbildung 30 A).
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Abbildung 30  LDH-Zytotoxizitatstest nach Behandlung von A549-Zellen mit extrazellularen
Histonen nach vorheriger Stimulation durch IL-18 und LPS

Mittels LDH-Messung (2.4.4) wurde die zytotoxische Wirkung von Histonen auf kultivierte
A549-Zellen nach vorangegangener Stimulation durch IL-18 und LPS bestimmt. (A) Vergleich
der zytotoxischen Wirkung von steigenden Histonkonzentrationen auf unstimulierte (braune
Kurve), IL-1R-stimulierte (blaue Kurve) und LPS-stimulierte (griine Kurve) Zellen. Der
Messung lag jeweils eine Dreifachbestimmung zugrunde. Die Werte wurden in Bezug auf
eine Positiv-Kontrolle (Behandlung der Zellen mit Triton-X, um maximale LDH-Mengen zu
erhalten) und einer Negativkontrolle (unbehandelte Zellen, um die spontan freiwerdende
LDH als Hintergrundwert abziehen zu kénnen) bestimmt und in % angegeben. (B)
Quantifizierung des zytotoxischen Effektes auf IL-18-stimulierte A549-Zellen. Es wurde eine
unbehandelte Kontrolle, mit einer unstimulierten — Histon-behandelten Probe, einer IL-1R-
stimulierten — Histon-behandelten Probe sowie einer IL-1R-stimulierten-Histon-behandelten
und gleichzeitig EndoN-behandelten Probe verglichen. Die Messwerte sowie die
Standardabweichung beziehen sich auf drei unabhangige Messungen. (C) Zytotoxischer
Effekt der Histone auf LPS-stimulierte A549-Zellen. Es wurden vier unterschiedlich
behandelte Proben miteinander verglichen: Kontrolle, unstimulierte Histonkontrolle,
stimulierte Histonkontrolle, Probe nach LPS-Stimulation und Probe nach LPS-Stimulation und
EndoN-Verdau. Die Messwerte sowie die Standardabweichung beziehen sich auf drei
unabhangige Messungen. Gemessen wurde bei einer Wellenlange von 450 nm.



Diese Beobachtung wurde in beiden Fallen zusatzlich durch eine Negativkontrolle
bekraftigt (Abbildung 30 B + C), in der durch Behandlung mit EndoN die Inhibition
des zytotoxischen Effekts der Histone komplett aufgehoben werden konnte.
Offensichtlich stellen die durch EndoN abgebauten PolySia-Ketten von
NCAM-110 eine wichtige Vorraussetzung fir die Interaktion mit extrazelluldren

Histonen dar.

Zusatzliche Behandlung mit natiirlichen Vorlauferstrukturen

Verschiedene Studien konnten bereits belegen, dass der Polymerisationsgrad der
PolySia-Ketten eines Proteins durch Zugabe von natirlichen Sialinsaure
Vorlauferstrukturen (1.1.2.1) erhoht werden kann [Bork et al. 2005]. Um zu
Uberprifen ob der schiitzende Effekt, den durch Stimulation induziertes PolySia
gegenuber extrazellularen Histonen aufweist, noch zusatzlich verstarkt werden
kann, wurden Zellkulturversuche durchgefiihrt, in denen die Zellen zuvor mit der
per-acetylierten Variante des Sialinsaure-Vorlaufer-Molekiils  N-Acetyl-
mannosamin (ManNAc) behandelt wurden. Diese Variante wurde genutzt, um
die zellulare Aufnahme der Substanz zu erhéhen [Du et al. 2009]. Abbildung 31
zeigt einen Western Blot von affinitatsaufgereinigten A549-Zelllysaten. In Spur 1
ist das PolySia-Signal der unstimulierten Kontrolle und in Spur 2 das PolySia-
Signal des ManNAc-stimulierten Lysates zu sehen, welches eine deutlich starkere
Intensitat aufweist, was wiederum einen RickschluR auf eine erhéhte PolySia-
Menge in ManNAc-stimulierten A549-Zellen zul&sst.

Weiterfliihrend sollte Uberprift werden, ob die gesteigerte PolySia-Menge in
ManNAc-behandelten Zellen einen positiven Einfluss auf die Wechselwirkung mit
extrazelluldren Histonen nimmt. Dazu wurden A549-Zellen gemeinsam mit
100 uM ManNAc ausplattiert, danach wie tblich mit IL-18 bzw. LPS-stimuliert um
anschlielend mit steigenden Histon-Konzentrationen behandelt zu werden. Die
zytotoxische Wirkung der Histone auf A549-Zellen wurde mittels LDH-
Zytotoxizitatstest bestimmt. Abbildung 32 A zeigt die zytotoxische Wirkung
steigender Histon-Konzentrationen sowohl auf unbehandelte Kontroll-Zellen,

IL-1B-stimulierte Zellen sowie ManNAc-behandelte-IL-1R-stimulierte Zellen. Es



zeigte sich, dass eine ManNAc-Behandlung in A549-Zellen zu einer erhdhten
Polysialylierung fiihrt, die zusatzlich zur induzierten Freisetzung von PolySia-

NCAM-110 einen zytotoxischen Effekt von extrazelluldaren Histonen abmilderte.
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Abbildung 31  Western Blot Analyse nach Behandlung von A549-Zellen mit Sialinsaure-
Vorlauferstrukturen

Zur Western Blot-Analyse von affinitatsaufgereinigten (mit inaktivierter EndoN) A549-
Zelllysaten wurde eine Farbung mit anti-PolySia mAk durchgefiihrt. Bei dem Lysat aus Spur 1
handelt es sich um ein Homogenat unbehandelter Zellen, in Spur 2 wurden die Zellen zuvor
mit dem per-acetylierten Sialinsdure-Vorlaufer-Molekiil N-Acetylmannosamin (ManNAc)
behandelt. Apparente Molekulargewichte sind in kDa angegeben. Das Ergebnis dieser
Analyse wurde durch drei biologische Replikate verifiziert.

Dieser Beobachtung zeigte sich in dhnlicher Form fir LPS-stimulierte-ManNAc-
behandelte Zellen (Abbildung 33 B), wobei die gesteigerte Resistenz gegeniber
dem zytotoxischen Effekt von extrazellularen Histonen erst ab einer
Konzentration von 10 pg/mL Histon zum Tragen kam. Beide Zellpopulationen
(LPS-stimulierte und LPS-stimulierte-ManNAc-behandelte) erwiesen sich jedoch
deutlich weniger sensitiv gegeniber Histon-vermittelter Zytotoxizitat als die

unbehandelten, unstimulierten Zellen.
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Abbildung 32  LDH-Zytotoxizitatstest von extrazelluldren Histonen auf A549-Zellen nach
Stimulation durch Sialinsdure-Vorlduferstrukturen

Mittels LDH-Messung (2.4.4) wurde die zytotoxische Wirkung von steigenden
Histonkonzentrationen auf kultivierte A549-Zellen nach vorangegangener Behandlung mit
dem Molekiil N-Acetylmannosamin (ManNAc) und zusatzlicher Stimulation bestimmt. (A)
Vergleichsanalyse von unstimulierten (braune Kurve), IL-1B-stimulierten (dunkelblaue Kurve)
und IL-1R-stimulierten-ManNAc-behandelten (hellblaue Kurve) Zellen. (B) Vergleichsanalyse
von unstimulierten (braune Kurve), LPS-stimulierten (dunkelgriine Kurve) und LPS-
stimulierten-ManNAc-behandelten (hellgriine Kurve) Zellen. Den Messungen lag jeweils eine
Dreifachbestimmung zugrunde. Die Werte wurden in Bezug auf eine Positiv-Kontrolle
(Behandlung der Zellen mit Triton-X, maximale LDH-Mengen) und einer Negativkontrolle
(unbehandelte Zellen, spontan freiwerdende LDH) bestimmt und in % angegeben. Die
Messwerte sowie die Standardabweichung beziehen sich auf drei unabhangige Messungen.
Die Absorptionsmessung erfolgte bei einer Wellenlange von 450 nm.



4.4.2 Interaktion von loslichem PolySia-NCAM-110 mit NET

In einem anknipfenden Experiment wurde Uberprift, ob auch die zytotoxische
Wirkung einer NET (neutrophil extracellular traps)-Formation (1.4.3.1), wie sie in
Lungengewebe wahrend einer Entziindungsreaktion von Zellen als Abwehr-
mechanismus eingesetzt wird, minimiert werden kann. Hierzu wurden zunachst
neutrophile Granulozyten aus Vollblut gewonnen und dann die NET-Bildung
induziert [Saffarzadeh et al. 2012]. AnschlieBend wurde jeweils die Halfte der
LPS-stimulierten und der unstimulierten Zellen mit NET behandelt, die andere

Halfte verblieb als Referenz ohne entsprechende Behandlung.
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Abbildung 33  LDH-Zytotoxizitdtstest nach Behandlung von A549-Zellen mit NET nach
Stimulation durch LPS

Die Bestimmung des zytotoxischen Effektes von NET auf unstimulierte, LPS-stimulierte und
LPS-stimulierte, gleichzeitig mit EndoN inkubierte A549-Zellkulturen erfolgte mittels LDH-
Zytotoxizitdtsmessung. Zusatzlich wurde eine unbehandelte Kontrolle als Referenzwert
gemessen. Die Werte sowie die Standardabweichung beziehen sich auf drei unabhangige
Experimente. Die Absorptionsmessung erfolgte bei einer Wellenlange von 450 nm.

Der Vergleich der freigesetzten LDH-Menge - als Mal fir die Zytotoxizitat — bei
den verschiedenen Inkubationsbedingungen zeigte, dass auch bei Behandlung
mit komplettem NET dessen Zytotoxizitat fur A549-Zellen durch eine LPS-

induzierte PolySia-NCAM-110 Sekretion kompensiert wurde. Ein Verdau der



PolySia-Kette mit EndoN bestatigte den Befund, da die Sterblichkeit der Zellen
danach wieder zunahm (Abbildung 33). Zusammenfassend belegen die erzielten
Resultate, dass freigesetztes PolySia-NCAM-110 einer extrazellularen NET- bzw.

Histon-vermittelten Zytotoxizitat entgegenwirkt.

4.4.3 Untersuchung zum Mechanismus der Freisetzung von léslichem
PolySia-NCAM-110

Um herauszufinden, durch welchen Mechanismus bzw. durch welche(s)
Enzym(e) die Ektodomadne des NCAM-140 im Zuge einer Entziindungsreaktion
abgespalten wird, wurde TAPI-2 (TNF-a-Protease Inhibitor-2), ein Inhibitor fir
verschiedene Metalloproteasen (darunter: TACE (TNFa-converting enzyme),
ADAMs und Secretase) eingesetzt. Der Inhibitor wurde nach Beginn der
Inkubation mit der hochsten LPS-Konzentration zu den A549-Zellen gegeben.
Danach wurden die Zellen wie angegeben weiter inkubiert. Wie in Abbildung 34
zu sehen ist, konnte eine erhéhte PolySia-Menge im Uberstand LPS-stimulierter
Zellen (Spur 2) im Gegensatz zu den unbehandelten Zellen (Spur 1) nachgewiesen
werden.

Bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit LPS und TAPI-2 ist die im Uberstand
nachweisbare PolySia-Menge dagegen deutlich geringer als bei alleiniger
LPS-Stimulation (Spuren 2 und 3), was vermuten lasst, dass PolySia-NCAM-140,
zumindest zum Teil, durch eine der oben genannten Metalloproteasen gespalten
wird, die durch den eingesetzten Inhibitor gehemmt werden kann. Die
Substanzkontrolle (Spur 4), bei der nur TAPI-2 zugesetzt wurde, weist anndhernd
vergleichbare PolySia-Signalintensitat auf wie die Probe nach LPS-Stimulation

und TAPI-2 Gabe (Spur 3).
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Abbildung 34  Uberpriifung einer méglichen Inhibitorwirkung von TAPI-2 bei der NCAM-
110 Freisetzung

Zur Western Blot-Analyse wurden Uberstinde von unbehandelten (Spur 1) A549-Zellen, mit
LPS (Spur 2), mit LPS + TAPI-2 (Spur 3) oder ausschlieBlich mit TAPI-2 (Spur 4) behandelten
Zellen einer Affinitatsaufreinigung mit inaktivierter EndoN unterzogen und die erhaltenen
Eluate aufgetragen. Apparente Molekulargewichte sind in kDa angegeben. Das Ergebnis
dieser Analyse wurde durch drei biologische Replikate verifiziert.

Dieses Ergebnis lasst den Riickschluss auf Metalloprotease-Aktivitat in humanen
Bronchialepithelzellen zu, die wahrend eines inflammatorischen Ausldsers in der
Lage ist, l6sliches PolySia-NCAM-110, durch Schneiden des extrazellularen Anteils
des PolySia-NCAM-140, freizusetzen.



5 Diskussion

5.1 Expression von PolySia-NCAM in der adulten Lunge

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass das neurale
Zelladhasionsmolekil NCAM in polysialylierter Form als PolySia-NCAM in der
humanen Lunge vorliegt. Das Protein wurde dabei mit Hilfe massen-
spektrometrischer Techniken, wie MALDI-TOF-MS und MALDI-TOF-MS/MS,
anhand seines spezifischen Peptidfragmentmusters und unter Zuhilfenahme
einer organismusspezifischen Datenbanksuche eindeutig als PolySia-Trager
identifiziert. Bislang war PolySia-NCAM nur wahrend der embryonalen
Entwicklung der Lunge, in den beiden Keimblattern Mesoderm und Endoderm
[Lackie et al. 1994], sowie - in der ausgereiften Lunge - in kleinzelligen
Lungenkarzinomen nachgewiesen worden, wobei PolySia-NCAM  zur
Unterscheidung eines kleinzelligen Lungenkarzinoms von einem Lungenkarzinoid
herangezogen werden kann [Komminoth et al. 1991]. Unsere Untersuchungen
zeigten, dass polysialyliertes NCAM im respiratorischen Epithel in ziliilerten
Bronchialepithelzellen sowie in Clara-Zellen exprimiert wird. Dabei wurde
weiterhin festgestellt, dass der Polymerisationsgrad der PolySia-Ketten des
Proteins, bei iber 40 Sialinsdure-Untereinheiten liegt. Darliber hinaus konnte
PolySia-NCAM im Zellkulturmodell, in der Lungenepithelzelllinie A549, im spaten
Trans-Golgi-Apparat lokalisiert werden. Im physiologischem Zustand, d.h. in
Donor-Lungengewebe, sowie in unstimulierten A549 Zellen wurde jeweils die
Expression der NCAM-140 Isoform detektiert, die von anderen Autoren bereits
wahrend der Embryonalphase in den respiratorischen Vorlauferstrukturen

nachgewiesen werden konnte [Lackie et al. 1994].

Wahrend der Entwicklung des Nervensystems, bei welcher axonale Wegfindung,
Neuronenausbildung und synaptische Plastizitit die entscheidenden
Schlisselschritte darstellen, ist PolySia-NCAM, ebenso wie die beiden
involvierten Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV, nahezu durchgangig

exprimiert [Hildebrandt et al. 1998; Mihlenhoff et al. 2009]. Auch die



physiologische Rolle von polysialyliertem NCAM in adultem Nervensystem wurde
bereits intensiv untersucht [Bonfanti 2006], wobei sich zeigte, dass PolySia vor
allem in Arealen zu finden ist, die sich auch im ausgereiften Stadium durch
Neurogenese und synaptische Plastizitat auszeichnen. Bei diesen Regionen
handelt es sich z.B. um den Hippocampus, der die Fahigkeit zur
Langzeitpotenzierung bzw. Langzeitdepression besitzt, die subventrikuldre Zone,
den rostralen Migrationsweg und Teile des Hypothalamus [Seki 2004]. So konnte
beispielsweise nachgewiesen werden, dass der Nucleus suprachiasmaticus, die
sogenannte ,innere Uhr“, auch im adulten Hirn polysialyliert vorliegt.

Eine Uberlegung dahin gehend, dass sich PolySia-NCAM auch in der adulten
Lunge in Stammzell-Regionen befinden kénne, konnte allerdings nicht bestatigt
werden. Unsere Untersuchungen hierzu zeigten, dass die Basalzellen der Lunge,
die im Bronchialepithel als undifferenzierte Stammzellen fungieren, kein PolySia-
NCAM exprimieren (Abbildung 13 B). Weiterfiihrend wurde ein Antikdrper gegen
das Protein Ki-67 eingesetzt, welches wahrend der G1-, S-, G2- und M-Phase des
Zellzyklus exprimiert wird, aber in ruhenden Zellen fehlt. Dies zeichnet Ki-67 u.a.
als einen gut geeigneten Marker aus, um die Wachstumsfraktion einer
Zellpopulation zu bestimmen (Scholzen and Gerdes 2000). Wie Abbildung 14
jedoch zeigte, befinden sich PolySia-tragende Zellen nicht im proliferierenden
Zustand, sondern verweilen in fertig ausdifferenzierter Form in der GO-Phase.

Um PolySia nicht nur auf Proteinniveau in der humanen Lunge zu bestimmen,
wurden PCR-Analysen durchgefihrt, mittels derer die beiden
Polysialyltransferasen ST8Siall und ST8SialV in A549-Zellen quantifiziert werden
sollten. Als interner Standard diente dabei die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), ein Enzym der Glykolyse. Abbildung 18 zeigt einen
deutlichen, quantitativen Expressionsunterschied der beiden Transferasen,
wobei jedoch als wichtigere Transferase im Hinblick auf die Polysialylierung im
respiratorischen System die Polysialyltransferase ST8SialV identifiziert werden

konnte.



5.2 Sekretion von l6slichem PolySia-NCAM-110 nach Stimulation

Um der Frage nach der Bedeutung von polysialyliertem NCAM in der Lunge im
Falle einer Entziindung nachzugehen, wurden zunachst Zellkultur-Experimente in
Gegenwart von Interleukin IL-18 und aufgereinigtem LPS als exogenem Pyrogen
durchgeflhrt. IL-18 wurde bereits hinreichend als proinflammatorisches Zytokin
beschrieben, welches als zentraler Botenstoff des Organismus in Reaktion auf
exogene Noxen angesehen werden kann [Rathinam et al. 2012]. Bronchiale
Epithelzellen besitzen einen Rezeptor fiir IL-18 [Parker und Prince 2011] und sind
weiterhin Uber den toll-like receptor 4 (TLR-4) durch LPS von Bakterien
stimulierbar [Romanovsky et al. 2006]. In den in dieser Arbeit durchgefihrten
Experimenten zeigte sich, dass nach Stimulation von A549 Zellen, entweder
mittels ansteigender IL-1R- oder LPS-Konzentrationen, die l6sliche Isoform
PolySia-NCAM-110 proportional zu den jeweiligen Konzentrationen dieser
Substanzen in den Zellkulturiberstanden nachgewiesen werden konnte.
Offensichtlich wurde im Zuge einer induzierten Entziindungsreaktion (via IL-18
bzw. LPS) der Membrananker von PolySia-NCAM proteolytisch abgespalten, um
die verbleibende Ektodomine in den Uberstand bzw. in das Bronchiallumen
abzugeben. Da der intrazelluldre PolySia-Spiegel nach Stimulation nicht
nennenswert anstieg, ist davon auszugehen, dass wahrend eines
Entziindungszustandes die abgespaltene PolySia-Menge direkt von den Zellen
nachgebildet wurde. Der Vorgang, bei dem Transmembranproteine in einen
[6slichen und einen weiterhin membrangebundenen Teil gespalten werden, wird
ectodomain-shedding genannt. Er konnte bereits fiir neuronale Zellen und fir
verschiedene pathologische Vorgange wie Zelldegeneration, Entziindungen und
Onkogenese beschrieben werden [Dello Sbarba und Rovida 2002; Secher 2010].
Auch wahrend der Morbus Alzheimer-Pathogenese spielt z.B. das ectodomain-
shedding eine Schlisselrolle. Das Amyloid-Precursor-Protein (APP) ist ein Typ I-
Transmembranprotein, welches einen Abschnitt enthalt, der als R-Amyloid-
Peptid (AR-Peptid) bezeichnet wird. Wahrend sogenannte a-Sekretasen, die zur
Familie der Metalloproteasen gehdren, das APP innerhalb dieses AR-Peptids

schneiden (physiologische Regulation), durchtrennt eine B-Sekretase das APP



auBerhalb des AR-Peptid-Bereiches (fehlgeleitete — und damit pathologische
Regulation). Ein drittes Enzym spaltet im weiteren Verlauf — unabhangig davon,
ob zuvor die a- oder B-Sekretase das APP geschnitten hat, — den APP-Rest
innerhalb der Transmembrandomane. Dieser Schnitt flhrt in der pathologischen
Situation zur kompletten Freisetzung des B-Amyloids, welches wiederum zur
Ausbildung der Alzheimer-typischen Proteinplaques fiihrt (Lichtenthaler 2006).
Dieses Beispiel soll aufzeigen, dass sich positive Eigenschaften von Proteasen
unter pathologischen Umstdanden in negative Effekte umkehren kénnen.

Im Falle von neuronalen Zellen wurde das NCAM ectodomain-shedding bereits
von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben, wobei mehrere Mechanismen zur
Abspaltung der extrazellulairen Domadne von NCAM diskutiert werden. (i) Ein
Sekretionsmechanismus wurde bereits 1987 von Bock und Mitarbeitern als
Moglichkeit zur Freisetzung von l6éslichem NCAM aufgezeigt. Dabei wurde
angenommen, dass das Protein nach Synthese im Golgi-Apparat gar nicht erst in
die Zellmembran eingebaut wird, sondern direkt sekretiert wird [Bock et al.
1987]. (ii) Eine weitere Studie zeigte, dass die beiden transmembran-
gebundenen-lsoformen von NCAM (NCAM-180 und NCAM-140) gemeinsam mit
dem gebundenen Membrananker in voller Lange als l6sliche Formen abgegeben
werden konnen [Olsen et al. 1993]. (iii) Die enzymatische Abspaltung der
extrazelluldiren NCAM-Domane durch Proteasen ist der bislang am besten
charakterisierte Mechanismus. Dabei wurde anhand von Gehirnhomogenaten
festgestellt, dass es sich bei den involvierten Proteasen um Metalloproteasen
handeln muss [Diestel et al. 2005; Hubschmann et al. 2005]. Metalloproteasen
gehoren zur Superfamilie der zinkabhangigen Metzinkine und werden weiter in
Matrixmetalloproteasen (MMPs) und in ADAM (a disintegrin and a
metalloprotease) Vertreter unterteilt.

Im Hinblick auf I6sliches NCAM wurden in oben genannten Studien Western Blot-
Analysen der Hirnhomogenate durchgefiihrt, in welchen die I6sliche NCAM-110-
Isoform detektiert werden konnte. Die Bildung dieses Fragments wurde
erfolgreich unterbunden, wenn eine Behandlung mit verschiedenen

Metalloprotease-Inhibitoren vorangeschaltet wurde, was zu der Annahme



fihrte, dass proteolytisches NCAM-shedding durch eine Metalloprotease
vermittelt wird [Diestel et al. 2005; Hubschmann et al. 2005; Hinkle et al. 2006],
zumal Serin- und Cystein-Protease Inhibitoren nicht in der Lage waren, die
Freisetzung der NCAM-Ektodomane zu unterbinden. Hinkle und Mitarbeiter
spezifizierten dieses Ergebnis noch insofern, als sie durch Ausschlussverfahren
feststellen konnten, dass ein Metalloprotease-Vertreter aus der ADAMs Familie
fir das NCAM-ectodomain-shedding verantwortlich war und nicht ein Mitglied
der Familie der MMPs [Hinkle et al. 2006].

Um die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation in den Kontext der oben
genannten Forschungsergebnisse einordnen zu kénnen, wurde eine Studie mit
dem Metalloprotease-Inhibitor TAPI-2 (TNF-a Protease Inhibitor) durchgefiihrt.
Dieser Inhibitor gilt als TACE (TNF-a converting enzyme)-spezifischer Inhibitor,
zeigt jedoch auch Wirkung gegeniiber anderen ADAMs sowie Sekretasen. TACE
ist ein 70 kDa Enzym, welches ebenfalls zur ADAMs-Familie gehort und in der
Literatur auch haufig als ADAM 17 bezeichnet wird [Cerretti 1999]. Die
erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 34 zusammengefasst und zeigen, dass
eine LPS-vermittelte Freisetzung von NCAM-110 durch den Inhibitor TAPI-2
verhindert werden kann. Dieses Resultat ldsst sich insofern mit bereits
publizierten Studien in Einklang bringen, als nun postuliert werden kann, dass
das proteolytische ectodomain-shedding von PolySia-NCAM durch eine
Metalloprotease der ADAMs-Familie im Falle einer Entziindungsreaktion von
bronchialen Epithelzellen induziert wird, was zur Freisetzung der |6slichen

NCAM-110 Isoform fihrt.

5.3 Detektion von PolySia-NCAM in entziindlichem Lungengewebe

Eine Gruppe aus den Niederlanden veroffentlichte 2011 eine Studie, in welcher
ein moglicher Zusammenhang zwischen der Lungenkrankheit COPD und der
Metalloprotease ADAM 17/TACE untersucht wurde [Heijink et al. 2011]. Die
Pathogenese der COPD ist gekennzeichnet durch ein Zusammenspiel

unterschiedlicher Noxen, wobei eine chronische Entziindungsreaktion die



Grundlage dieser Krankheit darstellt. Damit einhergehend wurde bereits in
mehreren Studien gezeigt, dass erhohte IL-18 Spiegel in COPD-Gewebe
nachweisbar waren [Rusznak et al. 2000; Chung 2001; van Eeden et al. 2005; Doz
et al. 2008; Churg et al. 2011; Heijink et al. 2011]. Die bislang erzielten
Ergebnisse dieser Doktorarbeit, sowie vorangegangene Arbeiten anderer
Forschergruppen [Churg et al. 2011; Mocchegiani et al. 2012] bezlglich der
Erhéhung des IL-1R Spiegels und eines durch Metalloproteasen vermittelten
ectodomain-shedding in COPD-Gewebe legten nahe, die Frage nach dem PolySia-
Status in Gewebe von Patienten mit COPD naher zu untersuchen. In einem
ersten Schritt konnte, anknipfend an bereits erzielte Ergebnisse der
Arbeitsgruppe Prof. Geyer, bestatigt werden, dass generell die PolySia-Menge in
Gewebe von COPD-Patienten hoher ist als in Donor-Gewebe. Histologische
Untersuchungen ergaben zusatzlich, dass PolySia-NCAM in einer hoheren Anzahl
von Zellen des erkrankten Bronchialepithels vorkam, wahrend es im
physiologischen Epithel nur vereinzelt nachweisbar war (Abbildung 25).
Einhergehend mit den mRNA-Analysen von A459-Zellen konnte in
vorangegangenen Versuchen (Sandra Miller, cand. med., AG Prof. Geyer) mittels
PCR belegt werden, dass der mRNA-Spiegel der beiden Polysialyltransferasen
ST8Siall und ST8SialV in COPD-Gewebe im Vergleich zu Donor-Gewebe deutlich
erhoht war. Dabei ist allerdings zu beachten, dass im Falle der Transferase
ST8SialV die Expression deutlich erhoht vorlag, unabhangig von physiologischem
oder pathologisch-verdndertem Gewebe, was darauf schlieBen Ildsst, dass
ST8SialV  die hauptverantwortliche Polysialyltransferase im humanen
Lungenepithel ist. Dieses Ergebnis bestatigt die PCR-Analyse von A549-Zellen, in
der die mRNA von ST8SialV ebenfalls als dominierend in diesen Zellen
nachgewiesen wurde (Abbildung 18). Im zentralen Nervensystem (ZNS), wo
NCAM als Hauptakzeptor fiir Polysialinsaure gilt, wirken ST8Siall und ST8SialV
jedoch synergistisch im Hinblick auf die PolySia-Synthese [Angata und Fukuda
2003]. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Gerardy-Schahn
(Medizinische Hochschule Hannover) konnte dagegen festgestellt werden, dass

beispielsweise im Falle des synaptischen Zelladhdsionsmolekils SynCAM die



Polysialylierung des Proteins nur Uber die Transferase ST8Siall erfolgt. Neuere
Arbeiten entwickelten mittlerweile die Hypothese, dass die Polysialyltransferase
ST8SialV Uberwiegend in immunmodulatorische Prozesse eingebunden ist, daher
auch im Thymus exprimiert wird und dort je nach Bedarf durch
Regulationsprozesse des korpereigenen Immunsystems gesteuert werden kann
[Curreli et al. 2007; Drake et al. 2008; Drake et al. 2009]. In unseren Arbeiten
konnte die Transferase ST8SialV ebenfalls als dominierend sowohl im
physiologischen als auch im pathologisch-veranderten respiratorischen Epithel
detektiert werden. Dies lasst, zusammen mit bereits publizierten Ergebnissen,
die Vermutung zu, dass PolySia, und die Polysialyltransferase ST8SialV in der

Lunge immunmodulatorische Aufgaben erfillen.

Um neben der erhéhten PolySia-Expression in COPD-Gewebe auch die involvierte
NCAM-Isoform nachzuweisen, wurden entsprechende Western Blot-Analysen
durchgefihrt, welche den Nachweis der bereits in entziindlichen Prozessen
nachgewiesenen NCAM-110 Isoform in Gewebe von COPD-Patienten erbrachte,
wie bei Donoren wurde zusatzlich auch die NCAM-140 Isoform nachgewiesen
(Abbildung 25).

Um dieses in vivo Ergebnis zu verifizieren, wurde Lungengewebe von Bleomycin-
behandelten Mausen (1.4.4) auf Anwesenheit von PolySia bzw. PolySia-NCAM
untersucht. Die friihe Phase der Bleomycin-induzierten Immunantwort der Lunge
beinhaltet eine Entzliindungsreaktion aufgrund des ausgeldsten oxidativen
Stresses sowie einer daraus resultierenden Epithelverletzung. Die Zahl der
Immunzellen steigt von Tag 0 bis Tag 7 nach Bleomycin-Gabe drastisch an. Pro-
inflammatorischen Zytokine (darunter auch IL-1B) erreichen zwischen Tag 4 und
Tag 7 nach Bleomycin-Verabreichung ihr Maximum und dienen damit als friihe
Entziindungsmarker [Nagano et al. 2006; Saito et al. 2008]. Eine durchgefiihrte
Vergleichsanalyse von Lungengewebe Bleomycin-behandelter Mause vom Tag 7
nach Substanzgabe und unbehandeltem Lungengewebe ergab sowohl eine

gesteigerte PolySia-Expression im inflammatorischen Gewebe im Gegensatz zum



physiologischen Gewebe als auch die Detektion der NCAM-110 Isoform im
Entziindungsmodell (Abbildung 26).

Um der Frage nachzugehen, ob die Freisetzung von NCAM-110 das gleichzeitige
Vorhandensein einer entziindlichen Immunantwort bedingt, wurden parallel
entprechende Analysen an fibrotischem, nicht-entziindlichem Lungengewebe
von IPF-Patienten durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass PolySia wahrend der IPF-
Pathogenese im Vergleich zu physiologischem Donor-Gewebe starker exprimiert
vorlag, allerdings konnte in beiden Fallen nur die membranstandige NCAM-140
Isoform nachgewiesen werden (Abbildung 28). Resliimierend kann damit
festgestellt werden, dass sowohl in vitro (Zellkulturmodell) als auch in vivo
(COPD- und Bleomycin-Gewebe) PolySia-NCAM-140 ein ectodomain-shedding
durch eine  Metalloprotease der ADAMs-Familie in  Folge von
Entziindungsreaktionen erfahrt, welches in der Freisetzung der I6slichen

NCAM-110 Isoform resultiert.

5.4 PolySia-NCAM 110 als Gegenspieler der Histon- bzw. NET-

induzierten Zytotoxizitat
Losliche NCAM-Fragmente wurden bereits in verschiedenen Medien, wie
Zellkulturiiberstinden [Rutishauser et al. 1976], zellfreien Uberstinden von
Hirnhomogenaten [Gennarini et al. 1984] wund in verschiedenen
Korperflussigkeiten, wie Serum und Fruchtwasser [Jorgensen und Norgaard-
Pedersen 1981; Ibsen et al. 1983] detektiert. Das im Rahmen dieser Dissertation
nachgewiesene Fragment NCAM-110 stellt dabei den am haufigsten
anzutreffenden Typus der loslichen NCAM-Varianten dar [Bock et al. 1987,
Nybroe et al. 1989]. Um die biologischen Funktionen des I6slichen NCAM-110
wahrend einer Entziindungsreaktion zu evaluieren, wurden
Zellkulturexperimente mit A549-Zellen durchgefiihrt. Dabei wurde insbesondere
der Zusammenhang zwischen |6slichem NCAM-110 und der von neutrophilen
Granulozyten-vermittelten Immunantwort wahrend eines inflammatorischen

Prozesses genauer untersucht. Wahrend einer Entziindungsreaktion bedienen



sich neutrophile Granulozyten verschiedenster Mallnahmen, um Eindringlinge zu
bekampfen (1.4.3.1): (i) Phagozytose, (ii) Sekretion antimikrobieller Proteine und
Peptide, und (iii) die Bildung von NET. Ein entscheidender Nachteil dieser NET-
Formation ist allerdings, dass sie nicht nur gegeniliber den invasierten
Mikroorganismen sondern auch gegenlber korpereigenen Epithelzellen
zytotoxisch wirkt [Fuchs et al. 2011; Saffarzadeh et al. 2012]. In einer bereits
durchgefiihrten Studie konnte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Preissner (Biochemisches Institut, Justus-Liebig Universitdt GieRen) bereits
gezeigt werden, dass PolySia (hier in Form von Colominsaure aus E. coli) mit den,
im Zuge einer NET-Formation freigesetzten Histonen interagieren kann, was die
Zytotoxizitat der Histone gegenliber kdrpereigenen Zellen herabsetzte. Auf diese
Resultate aufbauend wurde in der vorliegenden Dissertation in einem ersten
Schritt I6sliches PolySia-NCAM-110 in A549-Zellen durch Gabe von LPS bzw. IL-1R
induziert und in einem weiteren Schritt aufgereinigte Histone zugegeben. Wie in
Abbildung 30 zu sehen ist, konnte die Zytotoxizitat der extrazelluldaren Histone
sowohl durch eine vorherige IL-18- als auch durch eine LPS-Stimulation
abgemildert werden. Um diesen Effekt ausschlielllich dem l6slichen PolySia-
NCAM-110 zuschreiben zu konnen, wurden dessen PolySia-Ketten nach
Stimulation durch IL-1R bzw. LPS mit Hilfe des Enzyms EndoN hydrolytisch
abgespalten und die Zellen ebenfalls mit extrazellularen Histonen behandelt. Da
die Zytotoxizitat der Histone gegeniiber A549-Zellen nach EndoN-Behandlung
wieder deutlich zunahm (Abbildung 30B und C), kann davon ausgegangen
werden, dass es sich bei den PolySia-NCAM-110 Interaktionen mit extrazellularen
Histonen um eine PolySia-spezifische Wechselwirkung handelte. Die Inhibition
der Zytotoxizitat durch l6sliches PolySia-NCAM-110 galt jedoch nicht nur fir
Histone, sondern auch fiir die komplette NET-Formation (Abbildung 33). Diese
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die NET-Inaktivierung durch PolySia-
Ketten auf Glykoproteinen eine wichtige Rolle wahrend der inflammatorischen
Immunantwort spielt, durch welche die Zellen vor einer Uberschieflenden
Reaktion des angeborenen Immunsystems geschiitzt werden. Polysialylierte

Glykokonjugate, die bereits auf Monozyten und Dendritischen Zellen



nachgewiesen wurden, wirken moglicherweise in dhnlicher Weise als
Schutzmechanismus gegeniber immunmodulatorisch-generierten Abwehr-
malknahmen, wie z.B. NET. Die Interaktion des I6slichen PolySia-NCAM-110 mit
Immunzellen kénnte moglicherweise einen Therapieansatz bei Krankheiten
darstellen, die geprdagt sind von den zytotoxischen Nebeneffekten einer
neutrophilen NET-Antwort, wie z.B. dem Systemischen Lupus Erythematosus
oder der Zystischen Fibrose [Marcos et al. 2010; Villanueva et al. 2011]. Eine
mogliche therapeutische MaRnahme kdnnte die Stimulation der kdrpereigenen
Polysialylierung durch Sialinsaure-Vorlauferstrukturen darstellen, welche in
orientierenden Vorversuchen bereits im Rahmen dieser Dissertation im
Zellkulturmodell untersucht wurde. Hier wurden die A549-Zellen mit dem
Vorlaufermolekiil ManNAc behandelt, welches auch bei der natirlichen
Polysialinsdure-Biosynthese als Ausgangsbaustein dient (1.1.2.1). Dabei wurde
die per-acetylierte Variante gewahlt, da diese besser von Zellen aufgenommen
werden kann [Du et al. 2009]. Die erzielten Ergebnisse belegen, dass zum einen
die Polysialylierung nach ManNAc-Behandlung ansteigt (Abbildung 31), und zum
anderen die ManNAc-behandelten, IL-1R- bzw. LPS-stimulierten A549-Zellen eine
verringerte Sensitivitdt gegenilber einer NET-vermittelten Zytotoxizitat
aufweisen (Abbildung 32). Ein adhnlicher anti-zytotoxischer Effekt gegeniber
extrazelluldaren Histonen wurde kiirzlich fiir Heparin beschrieben [Fuchs et al.

2011].

5.5 Mogliche Rolle von PolySia-NCAM-110 im Entziindungsgeschehen
Die in dieser Arbeit aufgestellte Hypothese der PolySia-NCAM-110-vermittelten
anti-toxischen Wirkung wird in Abbildung 35 dargestellt, welche die bislang
erzielten Ergebnisse in einer Hypothese zusammenfasst. Diese besagt, dass
PolySia-NCAM nach Gabe eines Entziindungsstimulus (IL-18 oder LPS) in
bronchialen Epithelzellen hochreguliert wird und/oder durch proteolytische
Spaltung mit Hilfe einer Metalloprotease der Familie der ADAMs (moglicherweise
ADAM 17/TACE) vermehrt ein ectodomain-shedding erfahrt. Die resultierende

|6sliche NCAM-110 Isoform kann ihrerseits wiederum mit exogenen und/oder



endogenen Noxen (Histone / NET) interagieren und damit den zytotoxischen
Effekt auf die eigene Zelle herabsetzen. Eine weitere Uberlegung, wie die
PolySia-NCAM-110 Isoform die Immunantwort regulieren kdnnte, zielt darauf ab,
dass die proteolytisch gespaltene I6sliche Form eine Vielzahl an verschiedenen
Zellen des angeborenen Immunsystems innerhalb der Lunge erreichen kann.
Sowohl Monozyten als auch Makrophagen tragen auf ihrer Oberflache
sogenannte sialic acid binding Ig-like lectins (Siglecs), die Sialinsduren binden
konnen. Siglecs sind transmembranstindige Proteine und gehoéren zu der
Immunglobulin Superfamilie [Crocker 2005; Crocker et al. 2007]. Wang und
Mitarbeiter berichteten 2010 Uber eine Siglec-11 Variante auf neuronaler
Mikroglia, Gber die PolySia-NCAM binden und in einem cross-linking-Prozess mit
dem TLR 4-Rezeptor und daran gebundenem LPS die Transkription des IL-1R

codierenden Genabschnittes beeinflussen kann [Wang und Neumann 2010].
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Abbildung 35  Arbeitsmodell zur Freisetzung von PolySia-NCAM-110

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Meinhardt (Institut fir

Anatomie, Justus-Liebig-Universitdt Giessen) zeigten erste Ergebnisse, dass



induziertes, affinitatschromatographisch aufgereinigtes PolySia-NCAM-110 in
peripheren Monozyten des Blutes die Ausschittung des Interleukins IL-6
hervorrufen kann. Diesem Entziindungsmediator wird insofern eine ganz
besondere Rolle zuteil, als IL-6 eine Schliisselfunktion als Bindeglied zwischen
dem angeborenen und erworbenen Immunsystem im Kontext einer
Entziindungsreaktion inne hat [Jones 2005]. Auch wenn die angesprochenen
Untersuchungen noch weiter vertieft werden missen, zeigten diese
Vorversuche, dass nach der Induktion von PolySia-NCAM-110 durch LPS,
proportional zur LPS-Konzentration, eine erhéhte Menge an IL-6 detektiert
werden konnte. Um diesen Befund zu Uberprifen und zu verifizieren, missen
weitere Versuche durchgefiihrt werden.

AbschlieBend lassen sich die erzielten Ergebnisse wie folgt zusammenfassen: In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in der humanen Lunge
NCAM-140 in polysialylierter Form in Bronchialepithelzellen vorliegt und die
Polysialyltransferase ST8SialV als hauptverantwortlich flr die Polysialinsaure-
Biosynthese in den genannten Zellen bezeichnet werden kann. Nach Stimulation
der Bronchialepithelzellen mit exogenen Substanzen wie LPS (lUber TLR 4) oder
endogenen Substanzen wie IL-1R (Uber IL-1R) wird der PolySia-Spiegel
hochreguliert und die PolySia-NCAM-140 Isoform erfdhrt in einem ectodomain-
shedding durch eine Metalloprotease der ADAMs-Familie eine proteolytische
Spaltung, die in dem l6slichen PolySia-NCAM-110 Fragment resultiert. Diese
[6sliche PolySia-NCAM-110 Isoform ist wiederum in der Lage, mit zytotoxischen
Stoffen, die wahrend einer inflammatorischen NET-generierten Immunantwort
freigesetzt werden, zu interagieren und somit den zytotoxischen Nebeneffekt fiir
die Epithelzellen abzumildern. Weiterhin konnte |6sliches PolySia-NCAM-110
Uber Rezeptoren auf anderen Immunzellen im respiratorischen System diese zur
Sekretion weiterer pro-inflammatorischer Zytokine oder Interleukine anregen.
Alles in allem prasentiert sich l0sliches PolySia-NCAM-110 als ein neues

Werkzeug des fein regulierten, angeborenen Immunsystems in der Lunge.



6 Zusammenfassung

Bei Polysialinsdure (PolySia) handelt es sich um ein Homopolymer aus a2,8-ver-
kniipften N-Acetylneuraminsauren, welches iberwiegend als posttranslationale
Modifikation des neuralen Zelladhdsionsmolekiils NCAM in Saugetieren vorliegt.
Durch die hohe Anzahl an negativ geladenen Carboxylgruppen erschwert PolySia
die Zelladhasion und spielt damit eine entscheidende Rolle bei der Regulation
von Zellkontakten und Migrationsprozessen. Die groRe Bedeutung von PolySia
wird im Zuge eines knock out-Modells deutlich, in dem die Abwesenheit des
Molekils zu einem letalen Phadnotyp in der Maus fihrte. Wahrend die
funktionelle Relevanz von PolySia im Nervensystem bereits vielfach untersucht
wurde, ist deren Rolle in anderen Organsystemen noch weitgehend ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurde PolySia-NCAM in der humanen, adulten Lunge
vorwiegend auf bronchialen Epithelzellen detektiert. Unter Zuhilfenahme eines
Zellkulturmodells konnte weiterhin gezeigt werden, dass Interleukin-1R (IL-11)
oder Lipopolysaccharid (LPS) von gram-negativen Bakterien zu einem
ectodomain shedding des Glykoproteins fiihren, was wiederum die Freisetzung
von loslichem PolySia-NCAM-110 induziert. Darliber hinaus konnten auch in
Lungengewebe von Patienten, die an der chronisch-inflammatorischen
Lungenkrankheit COPD (chronic obstructive pulmonary disease) litten, welche mit
einem erhohten IL-1R-Spiegel einhergeht, gesteigerte Mengen an I6slichem
PolySia-NCAM-110 detektiert werden. Letzteres konnte auch in entziindlichem
Gewebe Bleomycin-behandelter Mause nachgewiesen werden, nicht jedoch in
der fibrosierenden, nicht-entziindlichen Lungenerkrankung IPF (lIdiopathisch
pulmonale Fibrose). Zusatzlich wurde gezeigt, dass l6sliches PolySia-NCAM-110
direkt mit extrazelluldaren Histonen sowie dem von neutrophilen Granulozyten
produzierten NET (neutrophil extracellular traps) in Wechselwirkung tritt und
somit in der Lage ist, deren Zytotoxizitat flr koérpereigene Zellen abzumildern.
Ausgehend von diesen Daten kann postuliert werden, dass l6sliches PolySia-
NCAM-110, welches im Zuge einer inflammatorischen Immunantwort des
Lungengewebes durch ectodomain-shedding freigesetzt wird, eine Rolle als
immunmodulatorisches Agens im Kontext der angeborenen Immunitat der Lunge

spielen kdénnte.



7 Summary

Polysialic acid (polySia), a homopolymer consisting of a2,8-linked N-acetyl
neuraminic acid residues, is mainly present as a posttranslational modification of
the neural cell adhesion molecule (NCAM) in mammals. Due to its high number
of negatively charged carboxyl groups polySia counteracts cell adhesion and
plays therefore a crucial role in the regulation of cell contact/repulsion as well as
migration processes. The importance of polySia becomes apparent using a knock
out model, where the absence of polySia results in a lethal phenotype in mice.
While the functional impact of polySia in the neuronal system has been
considerably studied, the biological relevance of polysialylation in other organ
systems is less established.

Within this doctoral thesis polySia-NCAM was prevalently detected on bronchial
epithelial cells the in adult, human lung. Using a cell culture model, it could be
further shown, that interleukin-18 (IL-1R8) or lipopolysaccharide (LPS) from gram-
negative bacteria induced an ectodomain shedding of the glycoprotein, resulting
in a release of soluble polySia-NCAM-110. Moreover this soluble form could be
similarly detected in lung tissue of patients suffering from COPD (chronic
obstructive pulmonary disease), which comes along with high-levels of IL-1R.
PolySia-NCAM-110 is also present in inflammable tissue of bleomycin-treated
mice, but not in fibrotic tissue from patients with IPF (idiopathic pulmonary
fibrosis).

Intriguingly, polySia-NCAM interacts with extracellular histones as well as NET
(neutrophil extracellular traps) generated by neutrophil granulocytes, thus
decreasing their cytotoxic effects on endogenous epithelial cells. Based on these
observations it can be assumed that soluble polySia-NCAM-110, which is
released by ectodomain-shedding during an inflammatory response of lung
tissue, may represent a novel player within the scenario of the innate immunity

of the lung.
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