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1. Einleitung

1.1 Sialinsauren: Aufbau, Eigenschaften und Vorkommen

Als Sialinsauren werden die Derivate der Neuraminsaure bezeichnet. Es handelt sich
um Monosaccharide, die als gemeinsames Strukturmerkmal aus einem Grundgerist aus
neun Kohlenstoffatomen aufgebaut sind (Varki et al., 2009). Sie zeichnen sich durch
Hydrophilie und eine negative Ladung aus (Varki, 2008). Sialinsauren sind Bestandteile
von homo- oder heteromeren Kohlenhydratverbindungen und lassen sich anhand ihrer
Kettenlange klassifizieren. Langkettige Homopolymere aus mehr als acht Einheiten
werden als Polysialinsauren bezeichnet, klrzere Verbindungen aus drei bis sieben
Sialinsaurebausteinen als Oligosialinsauren (Sato und Kitajima, 2021). Es konnte
gezeigt werden, dass der Polymerisierungsgrad eine wichtige Rolle fur die biologischen
Effekte spielt, welche durch Polysialinsdauren ausgeubt werden (Thiesler et al., 2021).
Bei den drei in Wirbeltieren vorkommenden Hauptbestandteilen polymerer Sialinsduren
handelt es sich um 5-N-Acetyl-Neuraminsaure (Neu5Ac), 5-N-Glykolylneuraminsaure
(Neu5Gc) und 5-Deamino-3,5-Dideoxy-Neuraminsaure (Kdn) (Varki et al., 2009). Bisher
wurden Sialinsauren insbesondere in Mikroorganismen, Wirbeltieren, sowie einigen
Insektenarten nachgewiesen und kommen als Strukturbestandteile von Muzinen,
Glykoproteinen und Glykolipiden vor, die sich in groler Menge auf der aul3eren
Zellmembran, auf Ilysosomalen Membranen wund als Bausteine sezernierter
Glykoproteine finden lassen (Varki et al.,, 2009). Die komplexe Gesamtheit der
Sialinsauren wird auch als “Sialom” bezeichnet. Es existieren viele Faktoren, welche die
besondere Komplexitat des “Sialoms” erklaren. So entstehen alleine durch
Modifikationen (wie unter anderem Acetylierung, Sulfatierung und Methylierung) tber 50
verschiedene Sialinsauren, welche Uber unterschiedliche Bindungsstellen und Arten von
Bindungen untereinander und an ein zugrundeliegendes Glykan oder Glykokonjugat
gebunden sein konnen. Auch die zugrundeliegende Struktur, welche durch die
Sialinsauren terminiert wird, hat Einfluss auf die Erkennung von Kohlenhydraten durch
Glykan-bindende Proteine, insbesondere, da monovalente Glykanliganden oft nicht mit

hoher Affinitat gebunden werden (Cohen und Varki, 2010). Im menschlichen Gehirn
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kommen Uber drei Viertel der Sialinsauren als Bestandteil von Gangliosiden vor, die

etwa 80 % der Glykane dort ausmachen (Sipione et al., 2020).

HO OH

NeubSAc (o)

HO OH

Kdn

Abb. 1: Konformationsformeln der drei haufigsten natlrlich vorkommenden
Sialinsauren NeuSAc (N-Acetylneuraminsaure), Neu5Gc (N-Glycolylneuraminsaure)
und Kdn (5-Deamino-3,5-Dideoxy-Neuraminsaure). Diese unterscheiden sich strukturell
primar durch den Rest, der an das C5-Atom des Grundgerusts gebunden ist. Im Fall
von Neub5Ac ist Uber eine Aminogruppe eine Acetylgruppe gebunden. Bei Neu5Gc ist
Uber die Aminogruppe eine Glycolylgruppe gebunden. Im Fall von Kdn ist an das C5-
Atom eine Hydroxygruppe gebunden (Varki et al., 2009).

Zur immunhistochemischen Darstellung sowie zur Detektion von Sialinsauren
unterschiedlicher Kettenlange wurden in dieser Arbeit mehrere Antikorper verwandt. Der
A2B5-Antikorper wurde bei seiner Entdeckung aus einer hybriden Mauszellinie
gewonnen, nachdem Mause mit embryonalen Retinazellen von Huhnern immunisiert
worden waren (Eisenbarth et al., 1979). Es zeigte sich schon initial eine Bindung an ein
Sialidase-sensitives Antigen. Spater zeigt sich als Zielstruktur ein a2-8-gebundenes

Epitop aus drei Sialinsauren, welches an Ganglioside und wahrscheinlich auch an
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Glykoproteine gebunden vorkommen kann und unter anderem wahrend der Entwicklung
von neuronalen Stammzellen und der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen in der weil3en
Substanz exprimiert wird (Figarella-Branger et al., 2022). Der bei der Immunhistochemie
verwendete Antikérper gegen CDS56 bindet an ein Polysialinsaure-Epitop, wie es
typischerweise auf NCAM zu finden ist (Miller et al., 1994), die genaue Art der erkannten
Sialinsauren, sowie seine Spezifitat bezlglich des Polymerisierunsgrads sind bisher
noch unbekannt (Villanueva-Cabello et al., 2022). Bei der Detektion von
Polysialinsduren in einem Sandwich-ELISA wurde auf’erdem ein Antikdrper gegen
Polysialinsauren (Klon 735) verwandt, der homopolymere, a2-8-gebundene Sialinsauren
mit einem Polymerisierungsgrad von mindestens 10 erkennt (Nagae et al., 2013). Der in
den immunhistochemischen Experimenten verwandte Polysialinsaure-spezifische
Antikorper (Klon 2-2B) ist gegen polymere Sialinsauren mit mindestens vier Neu5Ac-
Molekulen gerichtet (Sato et al., 2000).

1.2 Metabolismus von Sialinsauren: Synthese und Sialyltransferasen

Die Biosynthese von Sialinsauren findet in eukaryotischen Zellen im Zytosol statt. Die
initialen Schritte umfassen die Synthese von Uridindiphosphat-N-acetylglucosamin
(UDP-GIcNAc) aus Glucose und Glutamin im zytosolischen Hexosamin-Weg (Akella et
al., 2019). Die eigentliche Sialinsauresynthese beginnt mit vier Reaktionen, in denen aus
Uridindiphosphat-N-acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) die Sialinsaure 5-N-Acetyl-
Neuraminsaure (Neu5Ac) synthetisiert wird (Angata et Varki, 2002). AnschlieRend wird
die de-novo synthetisierte Sialinsdure im Zellkern durch Bindung an
Cytidinmonophosphat (CMP) aktiviert. Alternativ  kdnnen Sialinsduren aus
phagozytierten Glykoproteinen und Glykolipiden durch Sialidasen in den Lysosomen
freigesetzt werden und anschlieRend im Zellkern aktiviert werden. Die aktivierte
Sialinsdure gelangt Uber das Zytoplasma in den Golgi-Apparat, wo durch
Sialyltransferasen, Enzyme aus der Gruppe der Glykosyltransferasen, aus den
aktivierten Sialinsauren Kohlenhydrate oder Glykokonjugate synthetisiert werden (Li et
Chen, 2012). Bei Sialyltransferasen handelt es sich um Typ-lI-Transmembranproteine

mit  einer N-terminalen zytoplasmatischen Domane, einer  singularen
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Transmembrandomane und einer C-terminalen katalytischen Domane. Alle
menschlichen Sialyltransferasen besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal in ihrem
aktiven Zentrum vier konservierte Peptidsequenzen, die als “sialylmotifs” bezeichnet
werden. Bei Wirbeltieren sind Sialyltransferasen vor allem im Golgi-Apparat lokalisiert,
lassen sich jedoch auch frei in Koérperflissigkeiten nachweisen (Audry et al., 2011).
Sialyltransferasen sind die Schlusselenzyme der Synthese von Sialinsaure-haltigen
Kohlenhydratverbindungen und Glykokonjugaten. Sie katalysieren den Transfer einer
mit CMP aktivierten Sialinsaure auf ein Akzeptormolekll. Bei dem Akzeptormolekdl
handelt es sich um ein Galactose-Molekdl, ein N-Acetylgalactosamin (GalNAc), ein N-

Acetylglucosamin (GIcNAc) oder eine andere Sialinsaure (Grewal et al., 2021).

Anhand des Akzeptorsubstrats und der gebildeten glykosidischen Bindung lassen sich
die 20 bekannten menschlichen Sialyltransferasen in vier Familien einteilen. Die erste
Gruppe der Beta-Galactosid a2-3-Sialyltransferasen (ST3GAL 1-6) katalysiert die
Bindung von NeuS5Ac an die 3-OH-Gruppe eines Galactose-Rests von N- oder O-
glykosylierten Kohlenhydraten und Glykolipiden. Die zweite Gruppe der Beta-Galactosid
a2-6-Sialyltransferasen (ST6GAL 1-2) katalysiert die Bindung von Neu5Ac an die 6-OH-
Gruppe von Galactose-Resten von N-glykosylierten Kohlenhydraten. Die Gruppe der
GalNAc a2-6-Sialyltransferasen (ST6GalNAc 1-6) katalysiert die Bindung von Neu5Ac
an die 6-OH-Gruppe von N-Acetylgalactosamin-Resten von O-glykosylierten
Kohlenhydraten und Glykolipiden. Die Gruppe der a2-8-Sialyltransferasen (ST8SIA 1-4)
katalysiert den Transfer von Neu5Ac an die 8-OH-Gruppe von anderen Neu5Ac-Resten
in N- oder O-glykosidisch gebundenen Kohlenhydraten oder Glykolipiden. (Grewal et al.,
2021).

Die Regulation des Vorkommens der entstehenden Kohlenhydratstrukturen ist aufgrund
ihrer hohen Komplexitat Gegenstand aktueller Forschung. Unter anderem spielen die
Expression von Glykosyltransferasen, die Verfugbarkeit der Substrate, Enzymhemmung,
sowie weitere regulierende Prozesse auf Ebene von Substrat und Enzymen eine Rolle
(Nairn et al., 2008). Im Fall der Sialyltransferasen wurde gezeigt, dass die Verfugbarkeit
von aktivierten Sialinsauren einen starken Einfluss auf die Transkription von
Sialyltransferasen hat (Bork et al., 2017). Fur Tumorzellen (Bassagaias et al., 2015)

und naturliche Killerzellen (Rosenstock et al., 2020) konnte auf’erdem gezeigt werden,
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dass inflammatorische Zytokine ebenfalls einen Einfluss auf die Expression von
Sialyltransferasen und die Zusammensetzung der Sialinsauren der untersuchten Zellen
haben. Der Abbau von Sialinsdurepolymeren wird durch Sialidasen katalysiert. Diese im
Zytosol und in verschiedenen Zellorganellen lokalisierten Enzyme erkennen
Sialinsauren und ihre glykosidische Bindung und kénnen diese spalten (Heimerl et al.,
2022).

1.3 Funktion von Sialinsauren
1.3.1 Wachstum, neuronale Plastizitat und Myelinisierung

Polysialinsduren spielen eine wichtige Rolle fur die Entwicklung des zentralen
Nervensystems und die neuronale Plastizitat im adulten Gehirn. So wird angenommen,
dass sterische Hinderung durch Polysialinsauren eine wichtige Rolle in der Regulation
des Neuralen Zelladhasionsmolekils 1 (NCAM) erflllt (Thiesler et al., 2022). Dies ist im
sich entwickelnden zentralen Nervensystem relevant fir Prozesse wie die neurale
Zellmigration, den Auswuchs von Axonen und die Synaptogenese (Schmid et al., 2008).
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein von NCAM-
gebundenen Polysialinsauren wichtig flur die ungestorte Entwicklung der grof3en
Fasertrakte des Gehirns ist (Hildebrandt et al., 2009). Wichtige Eigenschaften sind in
diesem Kontext ihre negative Ladung mit entsprechenden elektrostatischen
Wechselwirkungen, sowie ihre Hydrophilie (Varki, 2008). Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass Polysialinsauren eine grof3e Rolle in der Bindung und somit Regulation
der Funktion verschiedener Neurotrophine, Neurotransmitter und Wachstumsfaktoren
spielen (Sato und Kitajima, 2013). In diesem Kontext ist der Polymerisierunsgrad der
Sialinsauren maldgeblich relevant (Kanato et al.,, 2008). Im adulten Gehirn findet sich
weiterhin eine  NCAM-Expression in Bereichen aktivitdtsabhangiger neuronaler
Plastizitdt und spielt eine Rolle bei Lern- und Gedachtnisprozessen (Thiesler et al.,
2022). Die Untersuchung des Hippocampus humaner Gehirne zeigte, dass die Menge
PSA-NCAM positiver Zellen mit dem Alter abnimmt, was als Hinweis flr eine

abnehmende Neuroplastizitat gedeutet wurde (Boldrini et al., 2018). Auch scheinen
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Polysialinsduren eine Rolle in der Entwicklung von Oligodendrozyten und damit der
Myelinisierung von Axonen des zentralen Nervensystems zu spielen (Werneburg et al.,
2017).

1.3.2 Immunregulation im ZNS

Die folgenden Ausfuhrungen beschranken sich auf die immunregulatorischen Vorgange
im zentralen Nervensystem, da es eine immunologische Sonderstellung im Vergleich zu
anderen Organen einnimmt aufgrund verschiedener, auch immunologischer Barrieren
(unter anderem der Blut-Hirn-Schranke und der Membrana limitans gliae superficialis)
und seiner Ausstattung mit Mikroglia, den bedeutendsten Reprasentanten des

angeborenen Immunsystems im zentralen Nervensystem (Mapunda et al., 2022).

1.3.2.1 Siglecs

Sialinsauren fungieren als Liganden von Rezeptoren. In diesem Kontext bedeutsam sind
unter anderem Siglecs (Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins). Dies sind an der
Zelloberfache gelegene Transmembranrezeptoren, die Sialinsduren erkennen. Sie
gehoren zur Gruppe der Lektine, bei denen es sich um spezifische Rezeptoren zur
Bindung von Kohlenhydraten handelt (Macauley et al., 2014). Siglecs werden vor allem
von hamatopoetischen Zellen und Zellen des Immunsystems in einem komplexen
Muster exprimiert. lhre Interaktion mit Sialinsduren moduliert eine Vielzahl von
Prozessen, welche das Uberleben und die Aktivitdt von Immunzellen beeinflussen,
weshalb sie wichtige regulatorische Funktionen in der Steuerung des Immunsystems
wahrnehmen (Crocker et al., 2007). Die meisten Siglecs besitzen eine intrazellulare
ITIM-Domane (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif), welche unter anderem
als Erkennungssignal fur korpereigene Strukturen dient und so das Immunsystem
dampft. Einige Siglecs kdnnen nach Ligandenbindung auch proinflammatorisch wirken
(LUbbers et al., 2018). Es konnte gezeigt werden, dass dieser Mechanismus bei der

negativen Regulation verschiedener Leukozytenfunktionen relevant ist (Avril et al.,
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2006). Fur Siglec-11 konnte eine Expression im Gehirn und der humanen Retina
nachgewiesen werden (Karlstetter et al., 2017). In der Zellkultur konnte gezeigt werden,
dass es durch Bindung von Polysialinsauren an diesen Rezeptor zu einer Reduktion der
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und einer verminderten Phagozytose kommt,

was eine neuroprotektive Wirkung hatte (Wang et Neumann, 2010).

1.3.2.2 Regeneration und Reparation

Auch bei Regenerationsprozessen nach Schadigung zentralnervoser Strukturen konnte
die Bedeutsamkeit von Polysialinsauren gezeigt werden. So ist beispielsweise Siglec-10
an der Kontrolle der Entzindungsreaktion beteiligt, welche aus Gewebeschadigung
resultiert (Chen et al., 2009). In einem Modell zeigte sich, dass die Uberexpression von
Polysialinsauren durch Astrozyten im Mausmodell nach spinaler oder cerebraler Lasion
zum vermehrten Aussprossen von Axonen fihrte (EI Maarouf et al.,, 2006). In einer
anderen Studie konnte durch die Applikation von Polysialinsaure-Mimetika nach spinaler
Lasion eine verbesserte axonale Aussprossung und mehr Synapsen sowie eine bessere
Myelinisierung proximal der Lasion nachgewiesen werden, was in einem besseren
funktionellen Outcome resultierte (Mehanna et al., 2010). In der murinen Retina konnte
gezeigt werden, dass durch Polysialinsauren mit einem durchschnittlichen
Polymerisierungsgrad von 20 nach laserinduzierter Retinaschadigung die Aktivierung

von Mikroglia und Komplementsystem reduziert werden konnte (Karlstetter et al., 2017).
1.3.2.3 Komplement-System

Das Komplement-System ist als Effektor der angeborenen Immunitat in der Regulation
einer Vielzahl immunologischer Prozesse bedeutsam. Uber verschiedene Signalwege
(namentlich dem klassischen -, den alternativen -, und den Lektin-Weg) fuhren Trigger in
Form von Antikorpern, Kohlenhydratverbindungen oder verschiedenen mit exogenen
Pathogenen oder endogener Schadigung assoziierten Strukturmerkmalen zu einer
Aktivierung einer komplexen und streng regulierten Kaskade. Es konnte gezeigt werden,
dass das Komplement-System nicht nur fir die Opsonierung, die Initiierung

proinflammatorischer Signale, die Phagozytose oder Lyse von Pathogenen und
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apoptotischen Zellen und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies relevant ist,
sondern auch an der Regulation des Uberlebens und der Aktivitdt von Lymphozyten
beteiligt ist (Ricklin et al., 2010). Speziell auf das Nervensystem bezogen konnte gezeigt
werden, dass es neben der Abwehr von Pathogenen auch an fundamentalen Prozessen
sowohl physiologischer als auch pathologischer Zustande beteiligt ist. Es spielt eine
Rolle bei der Synapsen-Homdostase, in der Regulation von axonalem Wachstum, bei
Neuroinflammationsprozessen und bei direkter Neurotoxiziat durch Lyse von Neuronen
(Warwick et al., 2021). Fur den klassischen und den Lektin-Weg des
Komplementsystems gilt, dass ihre Effekte mal3geblich von einer Verstarkung durch den
alternativen Weg abhangig sind (Harboe et al., 2009). Insbesondere die Kontrolle der
Aktivierung des alternativen Komplement-Wegs ist deshalb von Bedeutung. Hier spielt
der Komplementfaktor H als negativer Regulator eine Schlisselrolle. Ein Fehlen des
Erkennens von polyanionischen Verbindungen an der Zelloberflache (unter anderem
Sialinsauren), durch Komplementfaktor H hat eine Aktivierung des Komplementsystems
Uber den alternativen Weg zur Folge (Meri, 2016). In der Zellkultur erfolgte die
Inkubation muriner Zellen mit humanem Serum, was zur Lyse der Zellen durch humane
Komplementfaktoren flhrte. Es konnte durch Zugabe von Polysialinsauren mit einem
durchschnittlichen Polymerisierungsgrad von 20 eine Reduktion der Bildung des
Membranangriffskomplex erreicht werden und eine signifikant reduzierte Lyse der
murinen Zellen. Als am ehesten zugrundeliegender Mechanismus wurde eine durch
Polysialinsauren mit einem durchschnittlichen Polymerisierungsgrad von 20 ausgeloste
dosisabhangige Reduktion der Aktivierung des alternativen Komplement-Wegs
identifiziert (Karlstetter et al., 2017). Fur Properdin, einen positiven Regulator des
alternativen Komplement-Wegs, konnte weiterhin gezeigt werden, dass es
Polysialinsauren mit einem durchschnittlichen Polymerisierungsgrad von 20 bindet, was
die Aktivitat des alternativen Komplement-Wegs hemmt. Sialinsduren dienen dem
Korper so zur Selbsterkennung und zur Kontrolle der Aktivierung des alternativen

Komplement-Wegs (Shahraz et al., 2022).
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1.3.2.4 Mikroglia

Fur die zellulare Immunabwehr des zentralen Nervensystems sind neben peripheren
Immunzellen (insbesondere T-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen)

insbesondere Mikroglia als ZNS-standige Immunzellen relevant.

Die Funktionen von Mikroglia lassen sich grundsatzlich in drei Kategorien einteilen. Sie
erfullen  Uber eine differenzierte  Wahrnehmung ihrer Umgebung eine
Uberwachungsfunktion im zentralen Nervensystem. Bei Hinweisen fiir eine Infektion
oder Schadigung, die zu ihrer Aktivierung fuhrt, sind sie im Rahmen einer
Abwehrfunktion zur Phagozytose befahigt, kdnnen Antigene prasentieren und eine
Entzindungsreaktion auslosen durch Ausschattung proinflammatorischer Zytokine und
Chemokine sowie reaktiver Sauerstoffspezies und NO. Aufllerdem erflllen sie eine
homdoostatische Funktion mit Ausschittung antiinflammatorischer Zytokine, Regulation
der Synapsen-Homoostase und Ausschittung von Wachstumsfaktoren, welche Neurone
schitzen und zur Geweberegeneration beitragen (Ousman und Kubes, 2012 und
Gretenkort et al., 2023). Sie sind so fur eine gesunde Entwicklung des Gehirns

notwendig (Paolicelli et al., 2011).

Es existieren verschiedene Verfahren um Mikroglia und ihre Aktivitat nachzuweisen. In
dieser Arbeit erfolgte zur immunhistochemischen Darstellung von Mikroglia eine Ko-
Farbung von Iba-1 (lonized calcium-binding adaptor molecule 1) und CD68 (Cluster of
differentiation 68). Iba-1 ist ein Marker, der im Gehirn der Ratte exklusiv durch Mikroglia
exprimiert wird (Ito et al., 1998) und an der Modulation der Aktinfilament-Reorganisation
und so der Zellmigration und Phagozytose von Mikroglia beteiligt ist (Ohsawa et al.,
2004). Anhand einer Meta-Analyse von Studien zur Quantifizierung von Iba-1 mittels
unterschiedlicher Verfahren in Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten und gesunden
Kontrollen ergab sich, dass Iba-1 von allen Mikroglia exprimiert wird und es bei
Aktivierung der Zellen zu einer gesteigerten Expression kommt (Hopperton et al., 2018).
CDG68 ist ein Protein der lysosomalen Membran von Mikroglia und Monozyten, welches
von aktiv-phagozytierenden Mikroglia starker exprimiert wird (Walker et Lue, 2015). Eine
gewisse basale Expressionsrate konnte in allen Mikroglia nachgewiesen werden (Lee et
al., 2002).
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In den Gentranskriptionsanalysen wurde neben Iba-1 und CD68 zusatzlich TMEM19
untersucht. Es handelt sich hierbei um ein Transmembranprotein, welches unter
anderem und im ZNS exklusiv von Mikroglia exprimiert wird. Bei der Aktivierung von
Mikroglia kommt es zu einer reduzierten Expression und zu einer Abnahme der Dichte
TMEM119-positiver Zellen in verschiedenen Mausmodellen mit neuronaler Schadigung
und Inflammation. Ob dem ursachlich lediglich eine reduzierte Expression oder ein
vollstandiger Verlust der Expression zugrunde liegt, ist noch unklar (Vankriekelsvenne et
al., 2022). In humanen THP1-Makrophagen konnte gezeigt werden, dass
Polysialinsauren mit einem durchschnittichen Polymerisierungsgrad von 20 via
Interaktion mit Siglec-11 die Transkription von TNFa hemmen, die Freisetzung von
reaktiven Sauerstoffspezies durch neuralen Debris oder fibrillares 3-Amyloid verhindern
und die Phagozytose-Aktivitat senken. Es resultierte eine anti-entziindlicher Effekt mit
Neutralisierung des neurotoxischen Effekts von 3-Amyloid in einer Ko-Kultur von THP1-
Makrophagen und Neuronen (Shahraz et al., 2015). In humanen Makrophagen mit
fehlender Expression von Siglec-11 und Siglec-16 liel3 sich dieser Effekt nicht

nachweisen (Karlstetter et al., 2017).

1.4 Altern, Neuroinflammation und Neurodegeneration
1.4.1 Altern und altersassoziierte Veranderungen

Altern, als zeitgebundene Veranderung von Struktur und Funktion biologischer Systeme,
ist ein universeller Prozess. In einer engeren Definition werden hiermit die
zeitabhangigen Funktionsverluste innerhalb eines Organismus bezeichnet (Lopez-Otin
et al., 2023). Es wurden von Lopez-Otin et al. 12 allgemeine Kennzeichen des Alterns
identifiziert, welche altersabhangige Veranderungen auf molekularer und zellularer
Ebene kennzeichnen, und Uber die experimentell die Geschwindigkeit des
Alterungsprozesses beeinflusst werden kann. Sie sind dabei nicht isoliert zu betrachten,
sondern stehen in zahlreichen komplexen Wechselwirkungen. Sie umfassen die
primaren, als treibende Krafte betrachteten Faktoren genomische Instabilitat, Verlust der

Telomere, epigenetische Veranderungen, Stérungen der Protein-Homdostase und
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Stérungen der Autophagie. Als antagonistische, also initial dem Alterungsprozess
entgegen gerichtete Mechanismen, im Verlauf jedoch zu diesem beitragend, werden
Fehlregulationen in der Wahrnehmung von Nahrstoffen, mitochondriale Dysfunktion und
Zellalterung beschrieben. Und zuletzt als integrative Merkmale die Erschépfung von
Stammzellpopulationen, Veranderungen der interzelluldaren Kommunikation, eine
gastrointestinale Dysbiose und chronische Entzundung, also jene, die vornehmlich als
Effekt der Schadigung durch die oben genannten Prozesse entstehen, und die als
malfdgeblich fir den resultierenden Funktionsverlust betrachtet werden (Lopez-Otin et
al., 2023). Das Nervensystem ist aufgrund seiner Eigenschaften in unterschiedlichen
Bereichen fur einige der oben beschriebenen Prozesse besonders vulnerabel. So sind
postmitotische Neurone besonders empfindlich gegenuber Auswirkungen von
genetischen und epigenetischen Veranderungen (Madabhushi et al., 2014). Weiterhin
haben sie einen hohen Energiebedarf und sind deshalb auf zahlreiche Mitochondrien
angewiesen, deren Dysfunktion eine Rolle bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen
spielt (Johri et Beal, 2012).

1.4.2 Neuroinflammation und inflammatorische Marker

Als Neuroinflammation werden alle inflammatorischen Prozesse des Nervensystems
zusammengefasst, welche bei einer Stérung der Homdostase durch endogene oder
exogene Faktoren auftreten. Auf zellularer Ebene sind im Rahmen dieser Prozesse vor
allem die oben beschriebenen Mikroglia und einwandernde periphere Immunzellen
relevant (Kolliker-Frers et al., 2021). Wichtige Mediatoren sind inflammatorische
Zytokine und Chemokine sowie andere sekundare Messenger wie NO und reaktive
Sauerstoffspezies. Neuroinflammationsprozesse und die an ihnen beteiligten Zellen und
Signalmolekile sind dabei nicht pauschal als vorteilhaft oder nachteilig zu bewerten.
Vielmehr ist eine differenzierte Betrachtung notig, die unter anderem Lokalisation,
Kontext, Art, Intensitat und Dauer der Entziindungsreaktion einbezieht. Physiologische
Aspekte schlieRen eine Rolle von Immunzellen und insbesondere Mikroglia bei der
adulten Neurogenese und bei Gedachtnis- und Lernprozessen ein (Ziv et al., 2006).

Nach LPS-induzierter Entzindung zeigte sich hingegen im Hippocampus des
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Rattengehirns eine Mikroglia-Aktivierung und eine Hemmung der adulten Neurogenese
(Ekdahl et al., 2003). Fur das inflammatorische Cytokin IL13 konnte in der Zellkultur
gezeigt werden, dass es zum Verlust von Synapsen fuhrt (Mishra et al., 2012). TNFa
war im Mausmodell einer chronischen Neuroinflammation bei Stérungen kognitiver
Funktionen bedeutsam (Belarbi et al., 2012). Fur die Alzheimer-Erkrankung wurde eine
synaptische Dysfunktion vor dem Untergang von Synapsen oder Neuronen gezeigt und
war das beste pathologische Korrelat des Verlustes kognitiver Fahigkeiten (Coleman et
al., 2004).

Um das Ausmaly der Neuroinflammation in den retinalen Proben zu erfassen, erfolgte
neben der immunhistochemischen Farbung von Mikroglia und der Bestimmung der
Gentranskription mikroglialer Marker die Quantifizierung der Transkription von TNFa und
IL1B in retinalem Gewebe. IL1B ist ein proinflammtorisches Zytokin, welches an der
Regulation einer Vielzahl von Prozessen insbesondere des angeborenen
Immunsystems beteiligt ist. Effekte einer gesteigerten Expression von IL13 umfassen
unter anderem die Induktion von Fieber, die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
und Chemokine, die Synthese von ROS und NO, sowie die Rekrutierung von
Leukozyten. Bei der Neuroinflammation liel3 sich weiterhin eine Aktivierung von
Mikroglia und Astrozyten nachweisen (Shaftel et al., 2008). Bei einer Reihe von
degenerativen Netzhauterkrankungen (unter anderem feuchte AMD und diabetische
Retinopathie) wurde eine erhdhte IL13-Menge in Glaskorperflissigkeit und Serum
nachgewiesen. Die gesteigerte Expression lie sich primar durch Mikroglia und
infiltrierende Makrophagen in den aufieren Retinaschichten und dem subretinalen
Gewebe erklaren (Wooff et al., 2019). TNFa ist ein weiterer potenter
Entzindungsmediator. Er wird als Transmembranprotein synthetisiert und auf der
Zelloberflache von aktivierten Monozyten/Makrophagen, aktivierten Natrlichen
Killerzellen, sowie T-Zellen, aber auch von Endothelzellen und Fibroblasten exprimiert.
Er wird durch eine Metalloprotease von der Zelloberflache geldst und entfaltet in
gebundener oder freier Form seine Wirkung Uber zwei TNFa-Rezeptoren. Zu den
Funktionen von TNFa zahlen die Induktion der Apoptose, die Induktion von

Entzindungsprozessen mit Expression inflammatorischer Zytokine und Chemokine und
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ihrer Rezeptoren, sowie anderer inflammatorischer Mediatoren und die Regulation von

Leukozyten und ihrer Funktionen (Sedger et McDermott, 2014).

1.4.3 Altern und Neurodegeneration

Entzindliche Prozesse spielen eine wichtige Rolle im Erhalt der Homdostase, zur
Abwehr endogener oder exogener Noxen und bei Reparations- und
Regenerationsprozessen. Bei Persistenz des entzindlichen Stimulus oder der
Entzindungsreaktion aufgrund unzureichender anti-inflammatorischer Prozesse oder
unzureichender  Kontrolle  proinflammatorischer Prozesse ist jedoch eine
Gewebeschadigung durch verschiedene Entzindungseffektoren moglich. Auf
systemischer Ebene konnte gezeigt werden, dass im Rahmen des Alterungsprozesses
komplexe Veranderungen des Immunsystems auf zellularer Ebene stattfinden (Alpert et
al.,, 2019). Die Beziehung zwischen der Expression verschiedener inflammatorischer
Marker und dem Alterungsprozess ist dabei jedoch ebenfalls komplex und noch
unzureichend verstanden (Morrisette-Thomas et al., 2014). In manchen Publikationen
wird eine Assoziation des Alters mit der Menge zirkulierender inflammatorischer Marker
wie TNFa, IL-6, IL1-Ra, sTNFR und CRP beschrieben (Bruunsgaard et al., 2001). In
anderen Studien konnte nur auf der Ebene von Genmodulen fir einige Menschen
gezeigt werden, dass es altersabhangig zu einer héheren Expression von Genmodulen
kommt, in denen unter anderem IL1B und Inflammasom-Komponenten enthalten sind,
und aus deren Expression eine stabile Expression von IL13 sowie Storungen des
Nukleotid-Stoffwechsels und vermehrter oxidativer Stress resultieren (Furman et al.,
2017). Im Gehirn nimmt die Expression Mikroglia-spezifischer Gene in unterschiedlichen
Gehirnregionen mit dem Alter zu (Soreq et al., 2017), und auch mittels PET-CT in vivo
konnte eine Zunahme aktivierter Mikroglia mit dem Alter gezeigt werden (Schuitemaker
et al., 2012). In der humanen Retina zeigte sich ebenfalls eine altersabhangige
Zunahme der Anzahl von Mikroglia (Yi et al., 2020). Bei Alterungsprozessen wurde eine
gesteigerte Expression inflammatorischer Marker im Gehirn vieler Spezies
nachgewiesen, welche auch mit morphologischen Veranderungen der Zellen mit einem

aktivierteren Phanotyp einherging, bei gleichzeitig gestorter Mikroglia-Regulation
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(Norden et Godbout, 2013). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl transiente
periphere Entzindungen als auch chronische Entzindungen zu einem sogenannten
,priming“ von Mikroglia fuhren (Perry et Holmes, 2014). Dieser Zustand geht mit einer
verstarkten und verlangerten Neuroinflammationsreaktion nach Stimulation des
Immunsystems einher (Godbout et al., 2005), einer hdheren basalen Expression
inflammatorischer Marker und einer niedrigeren Aktivierungsschwelle (Norden et al.,
2015). Die zirkulierenden inflammatorischen Zytokine und andere inflammatorische
Mediatoren aus der Peripherie wirken Uber verschiedene Wege auf das zentrale
Nervensystem und rufen dort eine Entziindungsreaktion hervor, welche zu einer
Exazerbation neuronaler Schadigung fuhren kann (Perry et al., 2003). Im Kontext von
Tiermodellen neurodegenerativer Erkrankungen (Alzheimer-Erkrankung, Parkinson-
Erkrankung, Prionenerkrankungen und Multiple Sklerose) konnte durch die nach dem
.priming“ erfolgte entzindliche Reaktion eine ausgepragtere Gewebeschadigung
gefunden werden (Perry et Holmes, 2014). Beim Menschen konnte fur 45-65 Jahrige mit
erhohten Blutspiegeln inflammatorischer Marker ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung
einer neurodegenerativen Erkrankung gezeigt werden (Walker et al., 2019) sowie ein
geringeres Hirnvolumen 24 Jahre spater (Walker et al., 2017). In einer anderen Studie
fand sich eine Assoziation zwischen viralen Infektionen und dem Risiko, an einer

neurodegenerativen Erkrankung zu erkranken (Levine et al., 2023).

Neurodegeneration ist ein Prozess, bei dem es zum Untergang von Nervenzellen
kommt. Bei neurodegenerativen Erkrankungen flhrt dies im Verlauf zu einer Vielzahl
klinischer Syndrome. Das Alter ist dabei der wichtigste Risikofaktor flr
neurodegenerative Erkrankungen. Es wird angenommen, dass Veranderungen auf
zellularer und molekularer Ebene in bestimmten Hirnregionen Jahre vor dem Auftreten
klinischer Symptome stattfinden (Katsuno et al., 2018). Bei vielen neurodegenerativen
Erkrankungen lasst sich eine Dysregulation immunologischer Prozesse nachweisen,
welche mit persistierender und chronischer Inflammation assoziiert ist. Die Genese und
die kausalen Zusammenhange dieser Veranderungen mit
Neurodegenerationsprozessen sind in vielen Fallen noch nicht abschlielend geklart. Als
kausal beitragende Faktoren werden Proteinaggregate, traumatische ZNS-Schadigung

sowie systemische Infektionen diskutiert (Zhang et al., 2023). Bei vielen
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neurodegenerativen Erkrankungen ist eine Aggregation von Proteinen nachweisbar,
welche direkt oder Uber die Schadigung von Neuronen und deren Untergang zu einer
chronischen Aktivierung von Mikroglia fuhrt, welche dann durch die Ausschuittung
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine sowie die Synthese von ROS und NO
eine persistierende Entziindung aufrechterhalten, was wiederum zu vermehrter
Ablagerung von Proteinaggregaten und zum Untergang von Neuronen und anderen
Zellen fuhrt (Zhang et al., 2023). Neben ApoE als bekanntestem genetischem
Risikofaktor fur die Entwicklung einer Alzheimer-Demenz, konnte auch fur TREM2,
welches von Immunzellen exprimiert wird und an ihrer Aktivierung und der Stimulation
der Phagozytose beteiligt ist, Mutationen mit einem erhohten Risiko fur die Entwicklung
einer Alzheimer-Demenz gezeigt werden (Carmona et al., 2018). Weiterhin konnten
durch genetische Analysen Alzheimer-Demenz-Risikogene identifiziert werden, welche
Komponenten des angeborenen Immunsystems und die Mikroglia-Aktivierung steuern
(Bellenguez et al., 2022). Fur eine Vielzahl von inflammatorischen Signalwegen (unter
anderem  Toll-like-Rezeptoren, = RAGE-Rezeptor, Inflammasomen,...) konnten

Veranderungen bei neurodegenerativen Erkrankungen nachgewiesen werden.

1.5 Retina und Altersabhangige Makuladegeneration

Die Retina geht in der embryonalen Entwicklung aus Teilen der Anlage des Gehirns
hervor und wird deshalb als Teil des zentralen Nervensystems angesehen. Sie gliedert
sich in eine Pars caeca im vorderen Augenabschnitt und eine Pars optica. In letzterer
wandeln Fotorezeptoren eingehende Lichtimpulse in elektrochemische Signale um, die
teilweise direkt Uber Bipolarzellen und Ganglienzellen oder zusatzlich Uber retinale
Interneurone in hohere visuelle Zentren geleitet werden. Die aulerste Schicht der
Retina stellt das Pigmentepithel dar, welches zwischen der Choroidea und den
Fotorezeptoren lokalisiert ist. Darauf folgt die Schicht der Fotorezeptoren. Dabei lassen
sich  Stabchen mit hoher Lichtempfindlichkeit zur  Wahrnehmung von
Helligkeitsunterschieden und Zapfen insbesondere zur Wahrnehmung von
Farbunterschieden differenzieren. Ihre Perikaryen befinden sich in der der auleren

Grenzschicht aufliegenden &uReren Kornerschicht. In  der folgenden aulleren
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plexiformen Schicht befinden sich die Synapsen zwischen den Fotorezeptoren und den
Bipolarzellen, sowie den Horizontalzellen als retinalen Interneuronen. In der sich
anschlielfenden inneren Kornerschicht finden sich die Perikaryen der Bipolarzellen,
Horizontalzellen, sowie der amakrinen Zellen, einem weiteren Interneuronentyp, und der
Muller-Zellen. Die Muller-Zellen sind die Gliazellen der Retina. In der folgenden inneren
plexiformen Schicht sind die Synapsen zwischen Bipolarzellen und Ganglienzellen
lokalisiert, sowie die Synapsen beider Zelltypen mit amakrinen Zellen. In der
Ganglienzellschicht folgen die Perikarya der Optikusganglienzellen sowie eines Teils der
amakrinen Zellen. Es folgen noch die Nervenfaserschicht mit den Axonen der
Ganglienzellen und die innere Grenzschicht mit den Endfuf3chen der Muller-Zellfortsatze

und der Basallamina (Lullmann-Rauch, 2015).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der ersten drei Neurone der Sehbahn und ihrer Lage
in den retinalen Schichten (Nervenfaserschicht (NFL), Ganglionzellschicht (GCL),
innerer plexiformer Schicht (IPL), innerer Koérnerschicht (INL), auf3erer plexiformer
Schicht (OPL), aulderer Kornerschicht (ONL), und inneren und auReren Segmenten der
Fotorezeptoren (ISOS). Auf der linken Seite ist schematisch eine Zapfenzelle (rot)
gezeigt in der die photoelektrische Transduktion stattfindet. Es erfolgt eine Weiterleitung
Uber die Bipolarzelle (blau) an eine Ganglionzelle (grin). Auf der rechten Seite ist eine
konfokalmikroskopische Aufnahme der humanen Retina mit Farbung der Zellkerne mit
DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol). Das Pigmentepithel war aufgrund der Praparation
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der Proben meist nicht erhalten. Die schematische Darstellung erfolgt ohne Gliazellen
und retinale Interneurone.

Die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) ist fUr 8,7 % der Erblindungen weltweit
verantwortlich und die haufigste Ursache von Blindheit in industrialisierten Landern
(Wong et al., 2014). Dabei ist Alter ein wichtiger Risikofaktor. In einer Metaanalyse zur
Pravalenz in Europa wurde im Alter vom 55.-59. Lebensjahr eine Pravalenz von 3,5 %
ermittelt, welche im Alter von 85 oder alter auf 17,6 % stieg (Colijn et al., 2017). Weitere
klinische Risikofaktoren bestehen im Rauchen, einer zurlckliegenden Katarakt-
Operation, sowie einer positiven Familienanamnese (Chakravarthy et al., 2010). Die
wichtigsten  genetischen  Risikofaktoren sind  Varianten in  Genen des
Komplementsystems, des HDL-Stoffwechsels, sowie des Bindegewebsstoffwechsels
und der Angiogenese (Seddon, 2017). Ein zentraler Aspekt der Pathophysiologie ist eine
Dysfunktion und im Verlauf Degeneration des retinalen Pigmentepithels. Es zeigen sich
morphologische Veranderungen der Zellen des Pigmentepithels und Stérungen des
Zytoskeletts (Tarau et al., 2019), welche in spateren Stadien der AMD mit einer Stérung
der Blut-Retina-Schranke einhergehen, nachweisbar durch intraretinale Plasmaproteine
(Schultz et al., 2019). In der Zellkultur gealterter Pigmentepithelzellen kommt es zu einer
vermehrten Synthese proinflammatorischer Zytokine, welche mutmallich fur die
Entstehung eines proinflammatorischen Milieus verantwortlich sind (Sreekumar et al.,
2022). In spaten Stadien der AMD lassen sich Komplementproteine in Drusen
nachweisen (Johnson et al., 2000) und die verstarkte lokale Expression verschiedener
Chemokine (Agrawal et al.,, 2019). Ein weiterer zentraler Aspekt ist die Bildung von
extra- und intrazellularen Ablagerungen. Diese werden durch eine bei AMD
nachweisbare Storung der Autophagie und des Lipidstoffwechsels begunstigt. Durch die
Ablagerungen und eine Verdickung der Bruch-Membran Uber die altersabhangige
Verdickung hinaus kommt es zu einer Stérung von Transportvorgangen mit konsekutiver
Stérung des Stoffaustauschs (Wong et al., 2022). Extrazellular lassen sich zwischen
Pigmentepithel und Choroidea sogenannte Drusen nachweisen, die aus zellularen
Bestandteilen des Pigmentepithels, Proteinen u.a. des Immunsystems, sowie Lipiden
und Kohlenhydraten zusammengesetzt sind. |hre Ablagerung fordert die Rekrutierung

von Mikroglia und von peripheren mononuklearen Phagozyten in subretinalen
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Gewebeschichten, welche eine weniger verzweigte Morphologie zeigen und durch ihre
Akkumulation und die Synthese proinflammatorischer Zytokine zur Degeneration des
Pigmentepithels beitragen konnen (Rashid et al., 2019). Intrazellular finden sich in
Pigmentepithelzellen Ablagerungen von Lipofuszin und Melanolipofuszin, welche Uber
vermehrten oxidativen Stress zur Pigmentepithel-Dysfunktion beitragen (Rozanowska et
al., 2004). Es wird eine trockene und eine feuchte Form der AMD unterschieden. Bei der
trockenen Form lassen sich insbesondere eine Hypopigmentierung und eine Atrophie
des Pigmentepithels nachweisen, sowie im Verlauf der Verlust von Fotorezeptoren. Bei
der feuchten Form kommt es zusatzlich zur Entstehung abnormaler Gefalde in
Choroidea oder Retina. Als Folge dessen konnen ein Makulabdem, subretinale
Blutungen und im Verlauf fibrose Narben entstehen, was zu Dysfunktion und
Degeneration der Fotorezeptoren beitragt (Wong et al., 2022). In einem Mausmodell der
feuchten AMD-Form mit laserinduzierter Schadigung der Retina von transgenen Siglec-
11-exprimierenden- und wildtyp-Mausen wurde die Wirkung einer niedrigen und einer
héheren Dosis von intravitreal applizierten Polysialinsdauren mit einem durchschnittlichen
Polymerisierungsgrad von 20 untersucht. Bezuglich der nach Laserschadigung
auftretenden subretinalen Akkumulation und der Aktivierung von Mikroglia und
Makrophagen zeigte sich bei den transgenen Mausen eine signifikante Reduktion. In
wildtyp-Tieren trat diese erst bei der hoheren Dosis Polysialinsduren auf. Bei der
Gefalleckage zeigte sich ein ahnliches Bild mit reduzierter Leckage nach intravitrealer
Applikation von Polysialinsauren. Die Komplement-vermittelte Ablagerung von
Membranangriffskomplexen war effektiv und dosisabhangig reduziert, was jedoch vom

Genotyp der Tiere unabhangig war (Karlstetter et al., 2017).

1.6 Ziele der Arbeit

Seit der erstmaligen Isolation von Sialinsauren 1936 durch G. Blix (Blix, 1936) und ihrer
ersten Untersuchung im menschlichen Auge und seinen Strukturen 1962 durch H. M.
Haddad (Haddad, 1962) wurde eine Vielzahl von Verfahren entwickelt um Mono-, Oligo-
und Polysialinsauren nachzuweisen. Ein umfangreicheres Wissen zu dem Vorkommen

von verschiedenen Mono-, Oligo- und Polysialinsduren und damit assoziierten Prozesse
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ist die Basis fur ein besseres Verstandnis ihrer Relevanz bei physiologischen und

pathologischen Prozessen.

Ziel der Arbeit war die Untersuchung des Vorkommens von Sialinsauren
unterschiedlicher Kettenlange in der humanen Retina mithilfe verschiedener Verfahren,
welche teilweise neu etabliert wurden. Es sollte untersucht werden, ob ein
Zusammenhang zwischen dem Alter und der Oligo-/Polysialinsaurekonzentration
besteht, und ob das Transkriptionsmuster von Sialyltransferasen einen Hinweis auf den
Mechanismus maoglicher Veranderungen gibt. Zudem war es von Interesse, eine
Beziehung herzustellen zwischen einerseits der Entzindungsaktivitat in retinalem
Gewebe, welche durch Anzahl und Aktivitat von Mikroglia, sowie der Transkription
inflammatorischer Zytokine erhoben wurde, und andererseits der
Oligo-/Polysialinsaurekonzentration. Die primare Arbeitshypothese war, dass es mit dem
Alter und und einer damit einhergehenden Zunahme von entzundlichen Reaktionen im
Korper zu einer Abnahme insbesondere langkettiger Sialinsaure-Polymere kommt. Mit
der Analyse von inflammatorischen Markern und der Transkription von
Sialyltransferasen sollten Hinweise auf mdgliche zugrundeliegende Mechanismen

untersucht werden.

Konkret sollten erste Hinweise zur Beantwortung folgender Fragen an einer Stichprobe

gewonnen werden:

-Ist im Alter das Vorkommen von Sialinsauren unterschiedlicher Kettenlange in der

humanen Retina reduziert?

-Hat das Geschlecht Einfluss auf das Vorkommen von Sialinsauren unterschiedlicher

Kettenlange in der humanen Retina?

-Welche Beziehung besteht zwischen der Transkription von Sialyltransferasen und dem
Vorkommen von Oligo-/Polysialinsauren? Besteht ein Zusammenhang der Transkription
von Sialyltransferasen mit Alter, Geschlecht, dem Vorkommen von Mikroglia oder der

Transkription inflammatorischer Marker?

-Welche Beziehung besteht zwischen der Anzahl und Aktivitat von Mikroglia und dem

Vorkommen verschiedener Sialinsdurepolymere?



28

-Ist die Gentranskription inflammatorischer Zytokine mit der Transkription von

verschiedenen Sialinsaurepolymeren assoziiert?

2. Material und Methoden

2.1 Material

Tab. 1: Chemikalien und Reagenzien

Ampuwa Fresenius GmbH, Bad Homburg vor der Hohe,
Deutschland
AquaPoly/Mount Polysciences Europe GmbH, Hirschberg,

Deutschland

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

1-Butanol Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Deoxynucleotide triphosphates PEQLAB  Biotechnologie = GmbH,  Erlangen,

(dNTP) 10 mM Deutschland

4' 6-diamidino-2-phenylindole Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

(DAPI) Deutschland

Double-distilled water (ddH20) im Institut gefiltert und autoklaviert

Ethanol Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

N-Acetyl-Neuraminsaure BioSynth CarboSynth, Staad, Schweiz

Natriumarsenit Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Natriumazid Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Natriumperiodat Honeywell International Inc, Morristown, USA

Normal goat serum (NGS) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland
O.C.T.TM Compound, Tissue TekSakura Finetek Germany GmbH, Umkirch,

® Deutschland

QlAzol Lysis Reagent Qiagen, Hilden, Deutschland

Paraformaldehyde (PFA) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Periodsaure Honeywell International Inc, Morristown, USA

Phenylmethylsulfonylflourid Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
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(PMSF)
Phosphate Buffered Saline (PBS) |Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
langkettige a2-8-Polysialinsauren |Produktion im Institut

Primer random p(dN)6 Roche, Basel, Schweiz

Proteinase-K Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

RIPA  (RadioimmunoprecipitationSigma  Aldrich  Chemie = GmbH, Steinheim,
assay)-Puffer Deutschland

Salzsaure, 1M Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Salzsaure, 12 N (37 %) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Schwefelsaure Honeywell International Inc, Morristown, USA
Streptavidin, HRP-Konjugat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sucrose Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
SuperScript ® Il Reverse|Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, USA
Transcriptase

SYBR ® Green ERTM gPCR|Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, USA
Super Mix
3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
(TMB) Liquid Substrate System for|Deutschland

ELISA

2-Thiobarbitursaure Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Trichloromethan/Chloroform Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan |Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
(TRIS)-HCI

Triton X-100 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland
Tween 20 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland
Ultra-Pure DEPC treated water Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, USA

Tab. 2: Puffer und Losungen

1 M NaOH 40 g NaOH in 1 | deionisiertem Wasser

10x BSA 10 g BSAin 100 ml PBS

Aminoff: Oxidationslosung 25 mM Natriumperiodat in 70 mM Schwefelsaure; pH 1-2

Aminoff: Reduktionslésung 2 % Natriumarsenitin 0,5 M HCI

Aminoff: TBA-L6sung 0,1 M Thiobarbitursaure in ddH20; pH 9

acidic n-butanol 5 ml HCI (37 %), 45 ml 1-butanol

ELISA: Beschichtungspuffer 0,2 M Natriumbicarbonat in sterilem Wasser, pH 9,4

ELISA: Blockingpuffer 0,5 % Gelatine aus Fischhaut in Waschpuffer

ELISA: Waschpuffer 0,15 M Natriumchlorid, 25 mM TRIS-Hydrochlorid, 0,05 %

Tween20 in zweifach destilliertem Wasser, pH = 7,2
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4 % Paraformaldehyd, pH 7,3

20
30
50
ad

g PFA

ml 1M NaOH
ml PBS (10 x)
11ddH20

30 % Sucrose

30 g Sucrose in 100 ml 1 x PBS
0,1 % Natriumazid

Sialinsaurefarbungen:
Blockinglosung

10 % Rinderserumalbumin, 5 % Ziegenserum und 0,1 %
Triton X-100 in PBS

Iba-1/CD68-Kofarbung:
Blockinglosung

10 % BSA und 0,25 % Triton-X-100 in PBS

Iba-1/CD68-Kofarbung:
Inkubationslosung

5 % BSA und 0,05 % TritonX-100 in PBS

Tab. 3: Primer
Primer Vorwért;-Primer RUckwért_s-Primer Effizienz
(5’-3’-Richtung) (5’-3’-Richtung) (%) Quelle

GAPDH |CTGCACCACCAACT |TTCAGCTCAGGGATG |98,49 Jannis Wilfeld
GCTTAG ACCTT

ST3GAL5 |AGGAAACCCTGCCA|ACCCGCCAAACTGAC|102,23  |Primer-BLAST
TTCTGG TTCAT

ST6GAL1 [CCTCTGGGATGCTT |CATAGAGCAGCGGGT 100,09
GGTATCAT GGTAG

ST6GALN |CCTCGTGCGTGTGA|CTGGCTGCAGTAGTT |98,66

AC6 TCCAG GGGG

ST8SIA1 |[CATTGAAGAAATGC |[CTGAAACCTTTGCCG 102,23
GCGGTGGTG AATTATGCTGG

ST8SIA2 |[CTTCGTCATCAGGT |[TTGACCCACTCAACA 100,32
GCAACC CGCT

ST8SIA3 |GGGATTCCGGTCAC|GTGCATCAGTTGTCC 101,73
AATTTGC AATCCG

ST8SIAS |GGATTTGTTGGGGA |GCTCTGCACTGCTGG|104,51
GCCG AA ATCAT

Iba-1 GATGATGCTGGGCA|CCTTCAAATCAGGGC 101,45 |Lorente-Cebrian et al.,
AGAGAT AACTC 2013

CD68 GCAACTCGAGCATC |GATGAGAGGCAGCAA|99,07 Gottfried et al., 2008
ATTCTTTCACC GATGGAC

TMEM119 |CTGGCCTTTCTGCT TCACTCTGGTCCACG 100,75 |Jiang et al., 2017
GATGTTC TACTTC

TNFa CCCTGGTATGAGCC |IAAAGTAGACCTGCCC 112,7 Sulzbach de Oliveira et
CATCTATC AGACTCG al., 2016

IL1B CCAGCTACGAATCT |TCGTGCACATAAGCC 104,84 |Jonas Winkler

CCGACC

TCGTT
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Antigen Klon Reaktivitat Wirt Hersteller
NCAM/CD56 |12F8 Maus, Mensch, Ratte Ratte BD Pharmingen,
Heidelberg,
Deutschland
NCAM/CD56 735 Maus, Mensch, Ratte Maus Novus Biologicals,
Littleton, USA
Polysialinsaure 2-2B Wirbeltiere Maus Millipore, Billerica,
-NCAM USA
A2B5 105 Hund, Huhn, Mensch, Maus Invitrogen by Life
Maus, nicht-humane Technologies,
Primaten, Kaninchen, Carlsbad, USA
Ratte
Iba-1 poly-. Maus, Mensch, Schwein |Kaninche |SynapticSystems,
klonal n Gottingen,
Deutschland
CD68 EBM11 |Mensch, Rind, Schaf,|Maus Dako Cytomation,
Kaninchen Glostrup, Danemark
Tab. 5: Sekundar-Antikorper
Antigen |Konjugat Reaktivitat |Wirt |Hersteller
lgG Alexa647 |Kaninchen |Ziege |Dianova, Hamburg, Deutschland
lgG Biotin Maus Ratte Dianova, Hamburg, Deutschland
IgG Cy3 Maus Ziege |Jackson ImmunoReseach Europe LTD., Ely, UK
lgG Cy3 Ratte Ziege |Dianova, Hamburg, Deutschland
Tab. 6: Kits

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

RNeasy ® Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNase-Free DNase Set

Qiagen, Hilden, Deutschland

SuperScript Ill Reverse Transcriptase

Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, USA

Tab. 7: Verbrauchsmaterial

Falcon Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50/ Sarstedt Ag & CoKG, Numbrecht, Deutschland

ml)

Glassflaschen (100, 500, 1000 ml)

Schott-Duran, Mainz, Deutschland

Mikroskop Deckglaser (24 x 60 mm)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Nunc™ Kryordhrchen 1,8ml

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Nitrilhandschuhe

Ansell Healthcare Europe NV, Anderlecht,
Belgien
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Nunc MaxiSorp, flacher Boden, 96-

Well-ELISA-Platte

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Pasteur Pipetten

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland

Pipettenspitzen (10 ul, 100 ul, 1000 ul)

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Polymerase chain reaction (PCR)-Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Reaktionsgefalie, 500 pl Deutschland

QPCR Seal optical clear film PeqLab, Erlangen, Deutschland

QPCR Semi-skirted 96 well PCR-Platte|PeqLab, Erlangen, Deutschland
Reaktionsgefalie (0.5, 1.5, 2 ml) Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,

Deutschland

Safe-seal micro Reaktionsgefale (0.5

ml, 1.5 ml, 2 ml)

Sarstedt Ag & Co KG, Numbrecht, Deutschland

Stahlkugel (7 mm)

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

SuperFrost ® Plus Objekttrager

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Vacuum driven disposable bottle top

filter

Millipore Corporation, Bitterica, USA

Tab. 8: Technische Ausrustung

-20 °C Kihlschrank

Liebherr, Bulle, Schweiz

+4 °C Kuhlschrank

Liebherr, Bulle, Schweiz

-80 °C Kuhlschrank (Hera freeze)

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland

Biofuge Fresco/ pico (Zentrifuge)

Heraeus GmbH & Co. KG, Hanau, Deutschland

Cell Matell (Pipettierhelfer)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Fluoview1000 Confocal microscope

Olympus, Shinjuku, Japan

HI 9321 Microprocessor pH-Meter

Hanna Instruments, Vohringen, Deutschland

Megafuge, 1.0 R. (Zentrifuge)

Heraeus, GmbH & Co. KG, Hanau, Deutschland

Microm Cryo Star HM 560

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

NanoDrop 2000c spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Platten-Reader Infinite ® 200 Pro

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Pipetten 2,5 ul, 10 pl, 20 ul, 100 pl,
1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Schuttelgerat (KS-15 Control)

Edmund
Deutschland

Buhler GmbH, Bodelshausen,

SP8 Konfokalmikroskop

Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland

Thermocycler T3 (PCR Maschine)

Biometra, Goéttingen, Deutschland

Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tissue Lyser LT

Qiagen, Hilden, Deutschland

Vortex Genie2

Scientific Industries Inc., Bohemia, USA

Waage AC 211S

Sartorius, Goéttingen, Germany
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Tab. 9: Software

Fiji (Fiji is just Imaged), Version 1.51s National Institute of Health, Bethesda, USA

Leica Application Suite X Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland

Version 3.5.7.23225

LibreOffice, Version 7.6.4.1 The Document Foundation, Berlin,
Deutschland

NanoDrop 2000/2000c Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Olympus FluoView V3.1 Olympus, Shinjuku, Japan

SPSS, Version 25 IBM, Armonk, USA

2.2 Methoden
2.2.1 Humanes Retinagewebe

Die menschlichen Retinaproben stammen aus der Hornhautbank des Zentrums flr
Augenheilkunde der Universitatsklinik Koln. Dort werden die Augapfel nach Explantation
der Hornhaut mit dem Einverstandnis der Angehoérigen zu Forschungszwecken
verwendet. Insgesamt wurden Proben von finf Gewebespendern mit einem
Durchschnittsalter von 68,65 Jahren untersucht. Es handelte sich um Proben von zwei
weiblichen (Durchschnittsalter 75,92 Jahre) und drei mannlichen Gewebespendern
(Durchschnittsalter 63,88 Jahre). Von jedem Spender wurden zwei retinale
Gewebeproben entnommen, eine aus dem rechten und eine aus dem linken Auge. Fur
die Spender Don #1 und Don #3 liegt eine eindeutige Zuordnung der Proben zu den
jeweiligen Augen vor; bei den Ubrigen Spendern ist die Zuordnung der Proben zu den
jeweiligen Augen nicht dokumentiert. Die menschlichen Netzhautproben wurden 7-26h
postmortem in Koln durch Mitarbeiter der kollaborierende Arbeitsgruppe von Herrn
Professor Langmann (Lehrstuhl fur experimentelle Immunologie des Auges) gewonnen
und entweder in flissigem Stickstoff gefroren oder fur die histologische Aufarbeitung

fixiert. Der Transport nach Bonn erfolgte auf Trockeneis oder normalem Eis.

Die Arbeit wurde in Ubereinstimmung mit den Grundsatzen der 2013 revidierten
Fassung der ,Deklaration von Helsinki‘ und dem ,Medical Research Involving Human
Subjects Act® durchgefihrt. Es liegen Genehmigungen, sowohl der Iokalen

Ethikkommission des Universitatsklinikums Koln zur Untersuchung der Expression von
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Polysialinsduren in der humanen Retina (Nr. 14/247) als auch des Universitatsklinikums
Bonn zur Analyse von krankheitsrelevanten Genen und Proteinen an humanen
Geweben des zentralen Nervensystems zur Erforschung von neurodegenerativen
Erkrankungen (Nr. 175/14) und der Erforschung von Immunprozessen bei
Netzhauterkrankungen (Aktenzeichen: 500/22-EP) vor.

Tab. 10: Vorliegende Informationen zu den Spendern der humanen Retinaproben

Gewebe # Spender # |Geschlecht |Alter  |Todesursache

170900711 Don#1 R | 71 Lungenarterienembolie

170890711 Don#1 L

170932211 Don#23 |&

170942211 Don #2 4

180152602 Don#3R & 69 Intracerebrale Blutung
3

52 Subarachnoidalblutung

180162602 Don #3 L
180372106 Don #4 7

69 Schadel-Hirn-Trauma,

180382106 Don #4 8 Subarachnoidalblutung
180511808 Don#51 | 80 Subduralhamatom,
180521808 Don #5 2 Sepsis

2.2.2 Biochemische Methoden
2.2.2.1 Probenvorbereitung fur die biochemischen Analysen

Das Netzhautgewebe wurde in Koln in kleine Stiicke geschnitten und in 1 ml RIPA-
Puffer gegeben, anschliellend auf Trockeneis transportiert und bei -80 °C gelagert. Nach
dem schonenden Auftauen auf Eis wurde das Gewebe durch eine 7 mm Stahlkugel

mithilfe eines TissuelLyser mit 50 Hz fur 6 min lysiert.

2.2.2.2 Quantifizierung der gesamten Sialinsauren

Die Quantifizierung der gesamten Sialinsauren erfolgte durch die Aminoff Methode. Fur
die folgenden Schritte wurden 200 pl des Gewebehomogenats verwendet. Die saure
Hydrolyse der Sialinsaureketten zu Sialinsduremonomeren erfolgte durch Zugabe von

28 pl ml einer 1 molaren Salzsaure und anschlieRender Inkubation bei 80 °C und einer
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Drehzahl von 600 Umdrehungen pro Minute fir 1 h in einem Thermomixer.
Anschliellend erfolgte die Kuhlung der Proben auf Raumtemperatur auf Eis und die
Zentrifugation mit 7200 Umdrehungen pro Minute fur 5 min bei Raumtemperatur. Es
wurden fiir jede Probe jeweils dreimal 50 ul des so gewonnenen Uberstands fir die
anschlielRenden Schritte verwendet. Die Standardkurve wurde durch die Zubereitung
von Standards mit 0, 1, 5, 10 und 15 pg Neu5Ac in 50 pl sterilem Wasser erzeugt und
bei jedem Experiment repliziert. Alle weiteren Schritte erfolgten parallel fur die Proben
und die Standards. Zur Oxidation der Sialinsauren wurden 25 pl einer 25 mM
Natriumperiodat-Lésung (25 mM Natriumperiodat in 70 mM Schwefelsaure, pH 1-2)
zugegeben und bei 37 °C und 600 Umdrehungen pro Minute fur 30 min in einem
Thermomixer inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ul Natriumarsenit (2 %
Natriumarsenit in 0,5 M Salzsaure) gestoppt und die Ldsung grundlich bis zum
Verschwinden einer nach der Zugabe auftretenden gelben Farbung gemischt. Es
erfolgte die Zugabe von 200 pul einer 0,1 M 2-Thiobarbitursaure (0,1 M 2-
Thiobarbitursaure in zweifach destilliertem Wasser, pH 9) und die sofortige Inkubation
bei 98 °C und 600 Umdrehungen pro Minute fur 7,5 min in einem Thermomixer zur
Induktion der Bildung eines roten Farbstoffs. Dieser wurde anschlieliend durch Zugabe
von 400 pl Butanol (10 % 6 M Salzsaure in 1-Butanol) und grundliches Mischen mit
anschlieBender Zentrifugation mit 4000 Umdrehungen pro Minute fur 2 min in der
oberen, organischen Phase extrahiert, und es wurden dreimal je 100 pl in die Wells
einer 96 Well-Platte gegeben. Die Extinktion wurde spektrophotometrisch bei einer
Wellenlange von 550 nm gemessen und die Konzentration der gesamten Sialinsauren
mithilfe der Standardkurve berechnet. Alternativ wurde fur Bereiche geringer
Sialinsduremengen bei einer Anregungswellenlange von 555 nm die Fluoreszenz bei
585 nm gemessen. Bei der Analyse der menschlichen Retinaproben wurde aufgrund der

geringen Sialinsaurequantitaten die Fluoreszenzmessung durchgefuhrt.

2.2.2.3 Quantifizierung der Polysialinsauren

Die langkettigen Sialinsauren wurden mit einem Sandwich-ELISA quantifiziert. Es

wurden 400 pl des Gewebehomogenats mit 13.000 Umdrehungen pro Minute fir 20 min
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend einem Proteinase-K-Verdau
unterzogen, bei dem zu 350 ul des Uberstands 3,5 pl einer Proteinase-K-Losung (20
Mg/ul) gegeben wurden und die Loésung fur 2 h bei 37 °C und 400 Umdrehungen pro
Minute in einem Thermomixer inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 17,5 pl
Phenylmethylsulfonylflourid (0,1 PMSF in Ethanol) gestoppt und die Probe bei -80 °C
gelagert. Am ersten Tag des Experiments wurde der Capture-Antikorper (Ratte anti
Maus CD56 IgM, Klon 12F8, 1:500, 100 pl pro Well in Beschichtungspuffer), verdunnt in
einem Beschichtungspuffer (0,2 M Natriumbicarbonat in sterilem Wasser, pH 9,4) in die
Wells der ELISA-Platte gegeben und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am zweiten Tag
erfolgte nach Entfernung der Losung ein Waschschritt, bei dem dreimal fur 5 min mit 200
Ml eines Waschpuffers (0,15 M Natriumchlorid, 25 mM TRIS-Hydrochlorid, 0,05 %
Tween20 in zweifach destilliertem Wasser, pH = 7,2) pro Well auf einem Laborschuttler
mit 40 Umdrehungen pro Minute gewaschen wurde. Nach den Waschschritten wurde die
Flassigkeit jeweils durch Klopfen aus der Platte entfernt. Nach dem letzten Waschschritt
wurden letzte Reste des Waschpuffers sorgfaltig mit einer Pipette aus den Wells
entfernt. AnschlieBend erfolgte zur Reduktion der unspezifischen Bindung die Zugabe
von 300 pl eines Blockingpuffers (0,5 % Gelatine aus Fischhaut in Waschpuffer) pro
Well fur 1 h bei Raumtemperatur. Zur genauen Quantifizierung mithilfe einer
Standardkurve wurden in jedem Experiment Standards mit Konzentrationen von 0 bis 10
ng/ml Polysialinsauren analysiert. Diese wurden durch Verdinnung eines von Jonas
Winkler (Institut fir Rekonstruktive Neurobiologie, Universitatsklinikum Bonn) zur
Verfugung gestellten Standards mit Polysialinsduren mit einem durchschnittlichen
Polymerisierungsgrad von 60 (Bestimmung durch Vibha Anantha Simha) mit
Waschpuffer gewonnen. Nach der Entfernung des Blockingpuffers erfolgte die Zugabe
von 100 pl des Uberstands oder der Standards pro Well und eine Inkubation iber Nacht
bei 4 °C. Am dritten Tag erfolgte, nach einem Waschschritt (wie oben beschrieben) die
Zugabe des ersten Detektions-Antikorpers (Maus anti Polysialinsaure 1gG2a, Klon 735,
1:200, 100 plI pro Well in Blockingpuffer) und eine Inkubation fir 1 h bei
Raumtemperatur. Nach einem erneuten Waschschritt (siehe oben) erfolgte die
Inkubation mit dem zweiten, Biotin-konjugierten Detektions-Antikorper (Biotin-SP-
konjugiert Ratte anti Maus IgG AffiniPure, 1:8418,37, 100 pl pro Well in Blockingpuffer)

fur 1 h bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschschritt (siehe oben) erfolgte die
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Zugabe von Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Streptavidin  (Streptavidin  HRP-
Konjugat, 1:1000, 100 pl pro Well in Blockingpuffer) fur 1 h bei Raumtemperatur,
welches mit hoher Affinitat an Biotin bindet. Nach einem erneuten Waschschritt (siehe
oben) wurden 100 ul Tetramethylbenzidin (TMB), ein Substrat der Meerrettichperoxidase
aus dem sie einen blauen Farbstoff bildet, zugegeben. Die Reaktion wurde nach 10 min
durch die Zugabe von 100 pl 1 M HCI gestoppt, die Extinktion bei einer Wellenlange von
450 nm spektrophotometrisch bestimmt und die Menge der langkettigen Sialinsauren

mithilfe der Standardkurve berechnet.

blauer
TMB I * Farbstoff

-konjugiertes
Streptavidin

sekundarer -konjugierter
Detektionsantikorper

erster Detektionsantikorper

PSA

Coating-Antikorper

ELISA-Platte

Abb. 3: Schematische Darstellung des Sandwich-ELISA zur Detektion von
Polysialinsauren (polysialic acid; PSA). Es wurde eine 96-well Platte mit hydrophiler
Oberflache gewahlt um eine optimale Adsorption des Coating-Antikorpers (grun) zu
ermdglichen. Da zur abschlieRenden Analyse die Extinktion beziehungsweise die
Fluoreszenz bestimmt wurde, wurde eine Platte mit flachen, transparenten Wells
verwandt. Anschliel3end erfolgte die Zugabe des Coating-Antikdrpers mit spezifischer
Bindung an Polysialinsauren, welche zum Beispiel an Neurales Zelladhasionsmolekul 1
(neural cell adhesion molecule; NCAM-1), auch CD56 (Cluster of differentiation 56)
genannt, gebunden sein kénnen. Nach entsprechender Vorbereitung des Gewebes
erfolgte dann die Zugabe der biologischen Probe mit enthaltenen Polysialinsauren
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beziehungsweise verdunnter Polysialinsaure-Standards mit einem durchschnittlichen
Polymerisierungsgrad von 60. Im nachsten Schritt wurde ein erster
Detektionsantikorper (blau) aufgebracht, welcher ebenfalls Polysialinsauren bindet,
jedoch an einem vom Coating-Antikorper verschiedenem Epitop. Dann wurde ein
sekundarer Biotin-konjugierter-Detektionsantikdrper (pink), welcher spezifisch an den
ersten Detektionsantikérper bindet hinzugegeben. Im nachsten Schritt erfolgte die
Zugabe von mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiertem Streptavidin, welches mit
hoher Affinitdt an das Biotin des sekundaren Detektionsantikorpers bindet. Im
vorletzten Schritt wurde Tetramethylbenzidin (TMB), das Substrat der Meerrettich-
Peroxidase hinzugegeben und die Reaktion in der ein anschlieRend messbarer
Farbstoff entstand, nach einer Zeit von 10 Minuten durch Zugabe von 1 molarer
Salzsdure  gestoppt. Zur  abschlieBenden  Quantifizierung erfolgte  die
spektrophotometrische Bestimmung der Extinktion der farbigen LOsung bei einer
Wellenlange von 450 nm und die Menge der langkettigen Polysialinsauren wurde
mithilfe einer Standardkurve berechnet.

2.2.2.4 Quantifizierung der Proteine

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem bicinchoninic acid assay
(BCA Assay). Der BCA Assay ist eine Methode zur Quantifizierung der gesamten
Proteinmenge in einer Probe, welcher auf zwei chemischen Reaktionen basiert. Durch

die reduzierende Wirkung der Proteinbindungen findet in alkalischer Losung die

Reduktion von Cu?* zu Cu'* statt (Biuretreaktion). Die Bildung von Cu'* ist dabei
proportional zur Menge an Proteinen. In einer folgenden Reaktion bilden zwei Molekile
der Bicinchoninsaure einen violetten Chelatkomplex mit dem einwertigen Kupfer, dessen
Extinktion spektrophotometrisch bei 562 nm bestimmt werden kann. Zur
Proteinbestimmung wurden 400 pl des Gewebehomogenats mit 13.000 Umdrehungen
pro Minute fir 20 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. 20 ul des Uberstands wurden
mit 80 pl sterilem Wasser gemischt und die Probe anschlieend mit dem Pierce™ BCA
Protein Assay Kit analysiert. Es wurde nach Angaben des Herstellers (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA) verfahren. Die Quantifizierung erfolgte durch Messung
der Extinktion mit einem Mikrovolumen-Spektralphotometer bei 562 nm. Die in mg/ml
gemessene Proteinkonzentration wurde mit finf multipliziert um die urspringliche

Proteinkonzentration in dem Uberstand vor der Verdiinnung zu erhalten.
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2.2.3 Immunhistochemie
2.2.3.1 Probenvorbereitung fur die Immunhistochemie

Die menschlichen Retinaproben der Gewebespender wurden post-mortem prapariert
und in 4 % PFA bei 4 °C fur 24 h fixiert. Die anschlieBende Lagerung bis zur weiteren
Verarbeitung erfolgte in PBS mit 30 % Sucrose bei 4 °C. Das Gewebe wurde in OCT
Compound eingebettet und mit einem Cryostat in 20 ym dicke Schnitte geschnitten,
welche auf Objekttrager aufgenommen und anschlielRend bei -20 °C gelagert wurden.
Vor der Farbung wurden die Schnitte fir 10-15 min luftgetrocknet und mit PBS
rehydriert.

2.2.3.2 Farbung von Sialinsduren unterschiedlicher Kettenlange

Initial erfolgte ein Blocking-Schritt mit einer Blocking-Losung aus 10 % Rinderserum-
albumin, 5 % Ziegenserum und 0,1 % Triton X-100 in PBS fir 20-30 min bei
Raumtemperatur. Die Schnitte wurden anschlieRend mit primaren Antikdrpern gegen
Polysialinsduren (Maus anti Maus PSA-NCAM, Klon 2-2B; 1:500 in PBS, sowie Ratte
anti Maus CD56, Klon 12F8; 1:200 in PBS) oder Trisialinsduren (Maus anti A2B5, Klon
105; 1:200 in PBS) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Eine Sekundarantikérper-Kontrolle
wurde durch Inkubation mit PBS statt mit den primaren Antikdrpern durchgefuhrt. Am
nachsten Tag wurden die Schnitte nach drei funfminatigen Waschschritten mit PBS mit
den sekundaren Antikorper (Cy3 Ziege anti Maus-IgG; 1:250 in PBS oder Cy3 Ziege anti
Ratte-IgG; 1:500 in PBS) fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren
Waschschritten wurden die Zellkerne mit DAPI (1:10.000 in PBS) gefarbt und die
Schnitte mit AquaPoly/Mount und einem Deckglas bedeckt. Fur jede Farbung wurden
jeweils drei Schnitte aus den beiden Proben der rechten und linken Augen eines jeden
Gewebespenders angefarbt. Mit einem konfokalen Mikroskop wurden von jedem der
Schnitte drei Bilder aufgenommen. Die verschiedenen Retinaschichten wurden mithilfe
von Fiji eingekreist und die hintergrundkorrigierte Dichte der Farbung bezogen auf die
Flache bestimmt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden mithilfe von

LibreOffice Calc berechnet.
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2.2.3.3 Kofarbung von Iba-1 und CD68

Zuerst wurde ein Blocking-Schritt mit einer Blocking-Losung (10 % Rinderserumalbumin
und 0,25 % Triton-X-100 in PBS) fur 1 h bei Raumtemperatur durchgeflhrt.
AnschlieRend wurden die Schnitte mit primaren Antikdrpern gegen Iba-1 (Kaninchen anti
Iba-1/AIF1, polyklonal; 1:500) und CD68 (Maus anti Mensch CD68, Klon EBM11; 1:500),
jeweils verdinnt in einer Inkubationslosung (5 % Rinderserumalbumin und 0,05 %
Triton-X100 in PBS) uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Eine Sekundarantikorper-Kontrolle
wurde durch Inkubation nur mit Inkubationslésung ohne vorherige Zugabe eines
primaren Antikorpers durchgeflhrt. Am nachsten Tag wurden die Schnitte funfmal fir je
5 min mit PBS gewaschen und mit sekundaren Antikdrpern (Cy3 Ziege anti Maus-IgG,
1:250 und Alexa647 konjugierter Ziege anti Kaninchen-lgG ,1:500) verdunnt in PBS fur 2
h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erneuten dreimaligen Waschschritt wurden
die Zellkerne mit DAPI (1:10.000 in PBS) gefarbt und die Schnitte mit AquaPolymount
und einem Deckglas bedeckt. Von jedem Gewebespender wurden drei Schnitte gefarbt
und mithilfe eines konfokalen Mikroskops analysiert. Dazu wurden von jedem Schnitt
drei z-stacks mit je funf Bildern im Abstand von 2 pm angefertigt. FUr die Analyse
wurden eine z-Projektion der z-stacks verwendet. Zur Quantifizierung der CD68-
Farbung wurden die verschiedenen Retinaschichten mithilfe von Fiji umrahmt und die
hintergrundkorrigierte Intensitat der Farbung bezogen auf die Flache gemessen. Zur
Quantifizierung der Iba-1-Farbung wurden die Iba-1-positiven Zellen in den einzelnen
Schichten manuell gezahlt und zum Volumen ins Verhaltnis gesetzt. Daraus wurde die
Zahl der Iba-1-positiven Zellen pro 800.000 um?® berechnet. Die Mittelwerte und

Standardabweichungen wurden mithilfe von LibreOffice Calc berechnet.

2.2.4 Gentranskriptionsanalysen
2.2.4.1 Probenvorbereitung fur die Gentranskriptionsanalysen

Das Netzhautgewebe wurde in KoIn in 1 ml Qiazol gegeben. Der Transport erfolgte auf

Trockeneis und die Lagerung bei -80 °C. Nach dem schonenden Auftauen auf Eis wurde
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die Probe mit dem TissueLyser durch eine 7 mm Stahlkugel bei 50 Hz zweimal fir 3 min

homogenisiert.

2.2.4.2 Isolation der RNA

Die Isolation der RNA erfolgte mithilfe des RNeasy Kits nach Angaben des Herstellers
(Qiagen, Hilden, Deutschland). Die genomische DNA wurde mithilfe des RNase free
DNase-Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit Hilfe von DNAse | entfernt. Die RNA
wurde anschlief3end bei -80 °C gelagert.

2.2.4.3 Reverse Transkription

Die RNA wurde auf Eis aufgetaut. Es wurden je 1 pl zufallige, hexamere Primer und 1 pli
Desoxyribonukleotid-Mix in ein PCR-Reaktionsgefal® gegeben. AnschlieRend wurden 11
Ml der RNA zugegeben und die Proben wurden mit einem Thermocycler revers
transkribiert. Das Programm beinhaltete zwei initiale Inkubationsschritte (65 °C fur 5 min
und 4 °C far 5 min) zur Anlagerung der zufalligen Primer an die RNA. Dann erfolgte die
Zugabe von 4 pl eines Einzelstrang-Puffers, 2 ul 0,1 M Dithiothreitol, sowie 1 pl der
Superscript Il reversen Transkriptase. AnschlieRend erfolgte die DNA-Polymerisation
durch Inkubation bei 25 °C fur § min und anschlieend bei 50 °C fur 1 h. Die Enzyme
wurden abschlieRend durch 15 min Erhitzung auf 70 °C inaktiviert. Die cDNA wurde
anschlie3end bei -20 °C gelagert.

2.2.4 .4 Quantitative real-time PCR

Die cDNA wurde auf Eis aufgetaut und die Konzentration mit einem Mikrovolumen-
Spektralphotometer bestimmt. Die Primer wurden mit sterilem Wasser auf eine
Konzentration von 100 pmol/ul verdinnt. AnschlieBend wurde die DNA mit DEPC-
behandeltem Wasser auf eine Konzentration von 100 ng/ul verdunnt und je 2 pl in die

Wells einer PCR-Platte gegeben. Eine negative Kontrolle enthielt steriles Wasser ohne
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cDNA. Dann wurden pro Well je 1 pl Vorwarts-Primer, 1 yl Ruckwarts-Primer, 8,5 pl
DEPC-behandeltes Wasser, sowie 12,5 pyl SYBR-Green hinzugegeben. Nach
Versiegelung und Zentrifugation der Platte erfolgte die PCR-Reaktion in einem PCR-
Gerat. Das Programm des Gerats beinhaltete nach einem initialen Denaturierungsschritt
(8,5 min bei 95 °C) 38 Zyklen aus Denaturierung (95 °C fur 15 sec), Annealing (60 °C fur
30 sec) und Elongation (72 °C fur 30 sec). Abschlieend erfolgte die Bestimmung der
Schmelzkurve (95 °C fur 1 min, 55 °C fur 15 sec, 95 °C fur 15 sec) bei einer Rampen-
Anstiegsrate von 20 min. Die Messungen wurden in Triplikaten durchgefihrt und
Mittelwert und Standardabweichung der CT-Werte wurden mit LibreOffice Calc
berechnet. AnschlieRend erfolgte die Berechnung des delta-CT-Werts (ACT-Wert) durch
Subtraktion des CT-Werts von GAPDH (Haushaltsgen) vom CT-Wert des Gens von

Interesse.

2.2.5 Statistische Analyse

Zum Vergleich der Mittelwerte von zwei Gruppen wurde der t-Test verwendet. Beim
Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
durchgefuhrt. Alternativ wurde bei fehlender Varianzhomogenitat der Welch-Test als
robustes Testverfahren angewandt. Zur Testung auf Normalverteilung wurden der
Kolmogorow-Smirnov- und der Shapiro-Wilk-Test durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der
Voraussetzungen der Varianzhomogenitat kam der Levene-Test zum Einsatz. Als Post-
Hoc-Test wurde bei gegebener Varianzhomogenitat der Bonferroni-Test eingesetzt, bei
fehlender Varianzhomogenitat wurde der Games-Howell-Test verwendet. Bei den
Korrelationsanalysen wurden ebenfalls der Kolmogorow-Smirnov- und der Shapiro-Wilk-
Test verwandt, um auf Normalverteilung zu prifen. AnschlieBend wurde je nach
Erfillung der Voraussetzungen entweder der Pearson-Korrelationskoeffizient
(Intervallskala/Rationalskala, Normalverteilung und Linearitat gegeben) oder der
Spearman-Korrelationskoeffizient (Ordinalskala, Voraussetzungen (Normalverteilung,
Linearitat) nicht erflllt) berechnet. Der Vergleich von Korrelationskoeffizienten erfolgte
mittels einer Fisher-z-Transformation. Es ist immer ein zweiseitiger p-Wert angegeben.

Die statistischen Analysen wurden mit SPSS Version 25 durchgefuhrt.



Es gelten folgende Signifikanzintervalle:

p < 0,001
* p < 0,01
* p < 0,05

n.s. p = 0,05
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der Analysemethoden

3.1.1 Etablierung der Aminoff-Methode zur Quantifizierung der gesamten Sialinsauren in

Gewebeproben der Retina

Die Aminoff-Methode (Aminoff, 1961) zur Bestimmung der Gesamtsialinsaure-
konzentration war bereits laborintern als Standardmethode etabliert, weshalb nur noch
ein Protokoll fur die Vorbereitung von Gewebeproben der Retina fur die Analyse mittels
Aminoff-Methode erarbeitet werden musste. Die flr die Experimente verwandten
Mauseorgane wurden von Dr. Anahita Shahraz, Dr. Jannis Wilfeld und Dr. Christine
Klaus (Institut fur Rekonstruktive Neurobiologie, Universitatsklinikum Bonn) zur
Verfugung gestellt. Zur Freisetzung der Sialinsauren aus dem Gewebe wurde die schon
in der Erstbeschreibung von Aminoff 1961 genannte Methode der sauren Hydrolyse
unter Hitzeeinwirkung angewandt. Es konnte gezeigt werden, dass sich durch die
Kombination aus Hitze und einem sauren Milieu die in biologischen Proben gemessene

Sialinsduremenge steigern liel3.
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Abb. 4: Wirkung des Hydrolyse-Schritts auf die mit der Aminoff-Methode detektierte
Sialinsduremenge in einer Mausleberprobe. Nach der Homogenisierung des Gewebes
wurde je 200 ul des Gewebehomogenats flir die weitere Analyse verwendet. Bei der
ersten Probe (Probe) wurde lediglich eine Zentrifugation des Gewebehomogenats
durchgefuhrt. Bei der zweiten Probe erfolgte zusatzlich die Zugabe von 28 pl einer 1
molaren Salzsaure (Probe + HCI). Die dritte Probe wurde nach Zugabe der Salzsaure
zusatzlich fur 1 h auf 80 °C erhitzt (Probe + HCI + Hitze). Anschlielliend wurde mit dem
Uberstand aller Proben die Aminoff-Methode  durchgefihrt und  die
Sialinsaurekonzentration anhand einer Standardkurve bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert aus drei Messungen + Standardabweichung. Bei gegebener
Normalverteilung aber fehlender Varianzhomogenitat wurde eine Welch-ANOVA
(Analysis of variance) (F = 63,190, p = 0,002) mit anschlieBRendem Games-Howell post-
hoc durchgeflihrt. Es zeigte sich, dass nach saurer Hydrolyse unter Hitzeeinwirkung im
Vergleich zur reinen sauren Hydrolyse ohne Hitze oder keiner Vorbehandlung eine
signifikant héhere messbare Sialinsauremenge in der Probe resultierte.

Um die Auswirkungen des Hydrolyse-Schritts auf die Detektion freier Sialinsduren zu
untersuchen, erfolgte die Analyse zweier Standardkurven mit NeuS5Ac-Standards. Die
Standards wurden entweder der Prozedur zur Gewebevorbereitung unterzogen, indem
eine saure Hydrolyse unter Hitzeeinwirkung durchgefiihrt wurde, oder ohne

vorbereitende Schritte analysiert. Das detektierte Fluoreszenz-Signal lag bei den
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Standards, welche den Schritten zur Gewebevorbereitung unterzogen wurden, im
gesamten Konzentrationsbereich signifikant unterhalb des Signals, welches ohne die
Durchfuhrung der vorbereitenden Schritte gemessen wurde. Somit wurde gezeigt, dass
die saure Hydrolyse, welche zur Freisetzung von Sialinsauren aus dem Gewebe genutzt
wurde, die Quantitdt an messbarem freien Neu5Ac reduzierte. Die ausfihrlichen
Ergebnisse sind im Anhang S. 91 dargestellt. Um einen moglichen Effekt des Mediums,
in dem die Probe gelost wurde, auf die gemessene Sialinsdurekonzentration zu
Uberprufen, wurden verschiedene Neu5Ac-Standards in sterilem Wasser, einer 0,1
molaren Salzsaure oder in RIPA-Puffer mit Salzsaure in dem fiur die Experimente
verwandten Verhaltnis gelost und mit der Aminoff-Methode analysiert. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den gemessenen Sialinsdurekonzentrationen in
verschiedenen Medien. Eine ausflhrlichere Darstellung der Ergebnisse findet sich im
Anhang S. 92. In den Experimenten wurde RIPA-Puffer verwendet, da dieser besonders
geeignet ist, um die gesamte Proteinmenge in den Proben zu quantifizieren, welche
dann zur Normierung der Sialinsduremenge verwendet wurde. Da schon in der
Erstbeschreibung der Methode erwahnt wird, dass Desoxyribose, ein Bestandteil der
DNA, ebenfalls in den Prozessen der Aminoff-Methode reagiert und so zu einem
interferierenden Signal beitragt, wurde die Auswirkung einer Konzentration von 85,33 ug
cDNA auf das Extinktionssignal getestet. Diese Konzentration ist hoher als die aufgrund
der geringen GroRe in den Retinaproben zu erwartende DNA-Konzentration in den
menschlichen Retinaproben. Es zeigt sich eine sich nicht signifikant vom
Hintergrundsignal unterscheidende Extinktion der cDNA-Probe, weshalb der Einfluss
von Desoxyribose auf das Signal in weiteren Versuchen nicht mit einbezogen wurde
(siehe Anhang S. 93). Zur weiteren Optimierung des Verfahrens insbesondere zur
Messung geringer Sialinsaurekonzentrationen erfolgte die Umstellung der Detektion von
der Messung der Extinktion bei 550 nm, hin zur Messung der Fluoreszenz bei einer
Emissionswellenlange von 585 nm nach einer Anregung mit Licht der Wellenlange 555
nm. Diese Art der Messung findet in verschiedenen kommerziell erhaltlichen Kits
Anwendung (z. B. Sialic Acid Assay Kit der Firma Sigma Aldrich). Es zeigte sich eine
Verbesserung der Sensitivitat der Methode im Bereich geringer
Sialinsaurekonzentrationen, sowie eine geringere Streubreite der Fluoreszenz-Werte um

den Mittelwert insbesondere im Bereich hoher Sialinsaurekonzentrationen.
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Standardkurve Extinktion
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Abb. 5: Extinktion von mittels Aminoff-Methode analysierter Neu5Ac- (5-N-Acetyl-
Neuraminsaure) Standards unterschiedlicher Konzentration bei 550 nm. Es zeigte sich
ein linearer Zusammenhang zwischen Sialinsaurekonzentration und gemessener
Extinktion. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Messungen * Standardabweichung,
sowie die Geradengleichung und das Bestimmtheitsmal}.

Standardkurve Fluoreszenz
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Abb. 6: Fluoreszenz von NeuSAc- (5-N-Acetyl-Neuraminsaure) Standards
unterschiedlicher Konzentration bei 585 nm nach Anregung mit Licht der Wellenlange
555 nm. Es zeigte sich ein exponentieller Zusammenhang zwischen
Sialinsaurekonzentration und Fluoreszenz. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei
Messungen + Standardabweichung (innerhalb der Punkte), sowie die
Geradengleichung und das Bestimmtheitsmal3.
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3.1.2 Etablierung eines Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur Analyse der

langkettigen Polysialinsauren in Gewebeproben

Da Sialinsauren, abhangig von den Verbindungen, in denen sie vorkommen,
unterschiedliche biologische Funktionen erflllen und nach aktuellem Wissensstand
besonders Polysialinsauren in der Modulation der Funktion von Immunzellen von
Relevanz sind, wurde ein Sandwich-ELISA-System zur Detektion von Polysialinsauren

entwickelt.

Ein initiales Musterprotokoll fir einen Sandwich-ELISA wurde aus dem Handbuch
,ELISA technical guide and protocols“ der Firma Thermo Fisher Scientific bezogen. Die
Etablierung des Verfahrens erfolgte durch Modifikation der einzelnen Schritte. Die
Zusammensetzung des Waschpuffers hatte starke Auswirkungen auf das am Ende
detektierte Extinktionssignal. Es wurden verschiedene pH-Werte des Waschpuffers und
die Wirkung der Zugabe eines Detergens getestet. Es zeigte sich eine starke pH-
Abhangigkeit des gemessenen Extinktionssignals mit einer Zunahme des Signals bei
niedrigeren pH-Werten. Dieser Effekt war bereits ohne die Zugabe von Sialinsauren bei
Messung des Hintergrundsignals nachweisbar. Weiterhin zeigte sich ein deutlicher
Einfluss des pH-Werts auf die Konzentrationsabhangigkeit des gemessenen
Extinktionssignals. Wahrend bei pH-Werten von 5 und 8 Anderungen der
Polysialinsdurekonzentrationen einen geringeren Einfluss auf die gemessene Extinktion
hatten, zeigte sich bei pH 6 und pH 7,2 eine Zunahme der Extinktion bei héheren
Polysialinsaurekonzentrationen. Im Bereich von pH 6 und pH 7,2 wurde auch am besten
zwischen unterschiedlichen Polysialinsaurekonzentrationen diskriminiert. Eine gut
sichtbare Konzentrationsabhangigkeit des Signals insbesondere im fur die Experimente
besonders relevanten Bereich geringer Sialinsdurekonzentrationen bei gleichzeitig
niedrigem Hintergrundsignal lag bei einem pH-Wert von 7,2 vor, weshalb dieser fur

weitere Experimente verwandt wurde.
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Abb. 7: Einfluss des pH-Werts des Waschpuffers auf das gemessene Extinktionssignal.
Der ELISA wurde mit verschiedenen Waschpuffern mit pH 5, pH 6, pH 7,2 und pH 8
durchgefuhrt. Es zeigten sich deutliche Unterschiede des Hintergrundsignals mit
Abnahme des gemessenen Extinktionssignals bei steigendem pH-Wert. Weiterhin
zeigten sich Unterschiede in der Konzentrationsabhangigkeit des Signals. Dargestellt
sind die Werte einer Messung. In der Korrelationsanalyse wurde bei in der Mehrzahl der
Falle gegebener Normalverteilung (bis auf die Werte bei pH 5, welche nicht
normalverteilt waren) und gegebener Linearitdt der Korrelationskoeffizienten nach
Pearson berechnet, welcher in allen Fallen einen starken positiven, jedoch nicht
signifikanten Zusammenhang zeigte (pH 5: r = 0,612, p = 0,272), pH 6: r = 0,699 (p =
0,189), pH 7,2: r = 0,770 (p = 0,128), pH 8: r = 0,645 (p = 0,239)). Zum Vergleich der
Korrelationskoeffizienten wurde eine Fisher-z-Transformation durchgefuhrt. Es ergaben
sich im Vergleich der Korrelation bei einem pH 7,2 zu den anderen pH-Werten keine
signifikanten Unterschiede (pH 5: z = 0,308 (p = 0,757), pH 6: z= 0,155 (p = 0,873), pH
8:z=0,254 (p = 0,803)).

Es wurde zusatzlich der Einfluss der Zugabe des Detergens Triton X-100 zum
Waschpuffer mit einem pH 7,2 auf das resultierende Extinktionssignal untersucht. Es
zeigte sich, dass durch Zugabe von Triton X-100 zum Waschpuffer im Bereich geringer
Sialinsaurekonzentrationen eine genauere Abhangigkeit des Extinktionssignals von der
Sialinsdurekonzentration erreicht wurde. Zudem zeigte sich im Bereich hoher
Sialinsdurekonzentrationen ein proportionaler Zusammenhang zwischen
Sialinsaurekonzentration und gemessener Extinktion bis zu
Polysialinsaurekonzentrationen von 64 ng/ml. Eine ausflhrlichere Darstellung der
Ergebnisse findet sich im Anhang S. 94. In den weiteren Experimenten wurde statt Triton

X-100 das Detergens Tween20 verwandt.
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Zur Reduktion des unspezifischen Hintergrundsignals wurde ein Blocking-Puffer
eingesetzt. Es wurden neun verschiedene Losungen (0,025 % bovines Serumalbumin,
0,25 % bovines Serumalbumin, 1 % bovines Serumalbumin, 2,5 % bovines
Serumalbumin, 0,5 % Polyvinylalkohol, 2 % Polyvinylalkohol, 0,5 % Gelatine aus
Fischhaut, 2 % Gelatine aus Fischhaut und 0,5 % Casein jeweils gelost in Waschpuffer)
bezuglich ihrer Eignung als Blocking-Puffer getestet. Drei der Losungen (2,5 % bovines
Serumalbumin, 0,5 % Polyvinylalkohol, 0,5 % Gelatine aus Fischhaut) zeigten aufgrund
der Reduktion des Hintergrundsignals und einer Zunahme der Extinktion mit
zunehmender Polysialinsaurekonzentration prinzipiell eine Eignung. In den
Experimenten bestanden keine signifikanten Unterschiede des Hintergrundsignals bei
den betrachteten Waschpuffern aus 2,5 % Rinderserumalbumin, 0,5 % Polyvinylalkohol
und 0,5 % Fischgelatine geldst in Waschpuffer. Bei Vergleich des Extinktionssignals bei
Zugabe von Polysialinsauren zeigten sich im Bereich geringer
Sialinsdurekonzentrationen signifikante Unterschiede. Insgesamt zeigte sich bei
Verwendung des Blocking-Puffers mit 0,5 % Fischgelatine die starkste und einzig
signifikante positive Korrelation zwischen Polysialinsaurekonzentration und gemessener

Extinktion, weshalb dieser fur die weiteren Experimente verwendet wurde.

W 2,5% Rinderserumalbumin
m 0,5% Polyvinylalkohol
0,5% Fischgelatine

Extinktion bei 450 nm

Polysialinsauren (ng/ml)

Abb. 8: Standardkurve bei Verwendung unterschiedlicher Blocking-Puffer. Dargestellt
ist der Mittelwert aus vier Messungen * Standardabweichung. Fur die statistische
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Auswertung wurde bei erflllter Normalverteilungsvoraussetzung fur alle Variablen im
Falle einer nicht erfullten Varianzhomogenitatsvoraussetzung
(Polysialinsaurekonzentrationen 0 ng/ml, 1 ng/ml und 2 ng/ml) eine Welch-ANOVA mit
Games-Howell post hoc durchgefuhrt. Bei den Polysialinsaurekonzentrationen 4 ng/ml
und 8 ng/ml war die Varianzhomogenitat gegeben, weshalb eine ANOVA (Analysis of
variance) durchgefuhrt wurde, bei fehlender Signifikanz wurde auf einen post-hoc-Test
verzichtet. Zur Berechnung der Korrelation wurde bei Normalverteilung aller Variablen
der Pearson-Korrelationskoeffizient berechnet. Es ergaben sich
Korrelationskoeffizienten zwischen Polysialinsaurekonzentration und Extinktion von r =
0,411 (p = 0,072) bei 2,5 % Rinderserumalbumin, r = 0,194 (p = 0,412) bei 0,5 %
Polyvinylalkohol, sowie r = 0,791 (p = 0,000) bei Verwendung von 0,5 % Fischgelatine.

Im letzten Schritt entstand durch die Reaktion der Meerrettichperoxidase mit ihrem
Substrat ein Farbstoff, dessen Extinktion anschlielend bestimmt wurde. Die Quantitat
des entstehenden farbigen Reaktionsprodukts war dabei unter anderem davon
abhangig, wie lange die Reaktion ablaufen konnte, bevor sie durch Zugabe von
Salzsaure gestoppt wurde. Es wurden verschiedene Inkubationszeiten untersucht. Nach
Angaben des Herstellers des TMB-Substrats sollen die gemessenen Extinktionswerte
den Wert 2 nicht Uberschreiten. Bereits bei diesem Wert wird aufgrund des
logarithmischen Zusammenhangs von Extinktion und Transmission nur noch 1 % des
eingestrahlten Lichts nach Durchstrahlung der Probe detektiert. Da sich fur eine
Inkubationszeit von 10 Minuten ein signifikanter positiver Korrelationskoeffizient ergab
und sich das Extinktionssignal im Bereich geringer Polysialinsaurekonzentrationen,
welche fur die Analyse der Retinaproben besonders relevant waren, in einem Bereich
unter 2 befand wurde diese Inkubationsdauer fur die folgenden Experimente gewahilt.

Eine ausfuhrlichere Darstellung der Ergebnisse findet sich im Anhang S. 95.

Um zu untersuchen, ob eine unspezifische Bindung der verschiedenen Komponenten
des ELISA relevant zum detektierten Signal beitragt, wurde ein Experiment
durchgefuhrt, bei dem lediglich die Komponenten des ELISA zugegeben wurden, welche
sonst nach Zugabe der Polysialinsauren zugegeben wurden. Es zeigte sich, dass sich
die gemessene Extinktion statistisch nicht signifikant von dem Signal einer Probe, in
welcher der Coating-Antikérper vorher zugegeben wurde, unterschied. Somit konnte
gezeigt werden, dass keine unspezifische Bindung der Komponenten des
Detektionssystems mit dem Coating-Antikorper signifikant zum gemessenen Signal

beitragt. Eine ausfuhrlichere Darstellung der Ergebnisse findet sich im Anhang S. 96.
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Standardkurve

f(x) = 0,327681749172154 x + 0,182057136935847
2,5 R2? = 0,958836083895406
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Abb. 9: Standardkurve mit den Extinktionswerten von den fur die Standardkurve jeweils
verwandten Polysialinsaurekonzentrationen. Es zeigte sich bei ein linearer
Zusammenhang zwischen Polysialinsaurekonzentration und gemessenem Signal.
Abgebildet ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten mit jeweils zwei
technischen Replikaten mit der Standardabweichung als Y-Fehlerbalken unter
Abbildung der Regressionsgerade mit Geradengleichung und Bestimmtheitsmal3.

0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

Polysialinsauren (ng/ml)

0,1+

0 -
1:2 1:4

Verdiinnung

Abb. 10: Detektion von Polysialinsauren mittels Sandwich-ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) in Gewebeproben. Um die Fahigkeit des Sandwich-ELISA-
Systems zur Detektion von Polysialinsauren in Gewebeproben zu testen, wurde eine
Mausleber-Probe  mit sterilem Wasser verdinnt und anschlielend die
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Sialinsdurekonzentration mittels des Sandwich-ELISA bestimmt. Es zeigte sich eine
Reduktion der anhand einer Standardkurve berechneten Sialinsdurekonzentration.
Dargestellt ist das Ergebnis einer Messung. Es zeigte sich eine abnehmende
Polysialinsduremenge bei Verdiinnung der Probe. Bei einer 1:2-Verdlinnung liel3en sich
noch 46,23 % der Sialinsauren nachweisen, bei der 1:4-Verdinnung noch 23,34 %.

Es wurde weiterhin gezeigt, dass insbesondere in einem Polysialinsaurekonzentrations-
bereich bis 3 ng/ml eine zuverldssige Detektion von Polysialinsduren in biologischen
Proben moglich ist, und dass die Schritte, welche zur Gewebevorbereitung eingesetzt
wurden, keinen signifikanten Einfluss auf die messbare Polysialinsdurekonzentration

hatten. Eine ausfuhrlichere Darstellung der Ergebnisse findet sich im Anhang S. 97.

3.2 Ergebnisse der Analysen humaner Retinae
3.2.1 Quantitativer Nachweis der gesamten Sialinsauren mittels Aminoff Methode

Der Mittelwert aller Proben ergab eine Sialinsaurekonzentration von 7,51 ug
Sialinsauren pro mg Protein mit einer Standardabweichung von 1,88 ug Sialinsauren pro

mg Protein.

Tab. 11: Mittelwerte der Sialinsaurekonzentration in humanen Retinaproben

Probe Mittelwert der|Standardabweichung des
Gesamtsialinsdurekonzentration Mittelwerts
(Mg/mg Protein)
Don#1 R 8,21 0,81
Don#1 L 8,25 0,61
Don#2 3 7,48 0,85
Don#2 4 8,56 0,61
Don #3 R 4,58 0,51
Don#3 L 8,59 0,8
Don#4 7 4,39 0,49
Don #4 8 6,87 0,54
Don #5 1 7,72 0,73
Don #5 2 10,46 0,99

Dargestellt ist der Mittelwert aus drei technischen Replikaten fur jede analysierte
Retinaprobe unter Angabe der Standardabweichung. Es wurde jeweils auf die

Proteinkonzentration normiert. Es zeigten sich nicht nur Unterschiede im
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Sialinsauregehalt der Proben verschiedener Gewebespender sondern auch teilweise
zwischen den beiden Netzhautproben der beiden Augen eines Gewebespenders. Zum
Vergleich der einzelnen Proben wurde bei erfullter Normalverteilungs- und
Varianzhomogenitatsvoraussetzung eine ANOVA durchgefuhrt mit post-hoc Bonferroni.
Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Retinaproben (F = 20,305, p =
0,000). Fiur die Gewebespender #3 (p = 0,000) , #4 (p = 0,017) und #5 (p = 0,006) ergab
sich auch zwischen den Retinaproben von rechtem und linkem Auge ein signifikanter

Unterschied.

Weiterhin zeigten die Probe des rechten Auges von Spender #3 und die Probe 7 von
Spender #4 im Vergleich mit den anderen Proben eine signifikant geringere
Gesamtsialinsdurekonzentration. Die Gesamtsialinsdaurekonzentration in Probe 2 von
Spender #5 war signifikant hoher als die der anderen Spender bis auf Probe 4 von

Spender 2 und die Probe des linken Auges von Spender #3.

3.2.2 Quantitativer Nachweis von Polysialinsauren mittels Sandwich-ELISA

Die Bestimmung der Polysialinsaure-Konzentration in humanen Retinaproben mittels
Sandwich-ELISA zeigt sowohl Unterschiede der Polysialinsauremenge im Gewebe
verschiedener Spender als auch Unterschiede zwischen den beiden Retinaproben eines
Spenders. Es wurden fur jede Probe drei unabhangige Experimente mit je zwei
technischen Replikaten durchgeflihrt. Im ersten und dritten Experiment zeigte sich eine
gute Ubereinstimmung der relativen Unterschiede im Polysialinsduregehalt zwischen
den verschiedenen Proben. Die im zweiten Experiment gemessenen Extinktionswerte
von Proben und Standards wichen deutlich von den in den anderen Experimenten
ermittelten Werten ab. Zur Bestimmung der Reliabilitat der Messungen wurde die Test-
Retest-Reliabilitat mittels Korrelationen und Crohnbachs a berechnet. In der
Korrelationsanalyse ergaben sich Korrelationen zwischen Experiment 1 und Experiment
2 vonr = 0,514 (p = 0,020), sowie Experiment 1 und 3 von r = 0,796 (p = 0,000).
Zwischen den Werten von Experiment 2 und 3 ergab sich r = 0,647 (p = 0,002). Es

ergab sich ein Crohnbachs a von 0,800 und somit eine hohe Reliabilitat. Der Mittelwert
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aller Proben ergab 0,069 ng Polysialinsdauren pro mg Protein mit einer

Standardabweichung von 0,048 ng Sialinsauren pro mg Protein.

Tab. 12: Mittelwerte der Polysialinsaurekonzentration in humanen Retinaproben

Probe Mittelwert der|Standardabweichung des
Polysialinsaurekonzentration Mittelwerts
(ng/mg Protein)
Don#1 R 0,07 0,05
Don#1 L 0,1 0,06
Don#2 3 0,1 0,04
Don#2 4 0,08 0,04
Don #3 R 0,05 0,03
Don#3 L 0,05 0,04
Don#4 7 0,08 0,06
Don #4 8 0,07 0,06
Don #5 1 0,06 0,04
Don #5 2 0,03 0,03

Tabellarisch dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten mit je
zwei technischen Replikaten unter Angabe der Standardabweichung des Mittelwerts. Bei
gegebener Normalverteilung und Varianzhomogenitat wurde eine ANOVA durchgefihrt.
Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (F = 1,246, p = 0,290), weshalb kein

post-hoc-Test durchgefuhrt wurde.

3.2.3 Immunhistochemie von Tri-, und Polysialinsauren

Zur genaueren Analyse der in den Retinaproben vorhandenen Sialinsauren erfolgte die
Darstellung von Poly- und Trisialinsauren durch immunhistochemische Farbungen von
Gewebeschnitten mit drei verschiedenen primaren Antikérpern gegen Sialinsauren
unterschiedlicher Kettenlange. Exemplarische Bilder der verschiedenen Sialinsaure-
Farbungen zeigten sichtbare Unterschiede in der Verteilung von Sialinsauren
verschiedener Kettenlange in den retinalen Schichten. Die mit den beiden Antikérpern

gegen Polysialinsauren (Klon 2-2B und Klon 12F8) anfarbbaren Strukturen waren vor
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allem in den inneren Retinaschichten (der Nervenfaserschicht, der Ganglienzellschicht
und der inneren plexiformen Schicht) nachweisbar, sowie in geringerem Umfang auch in
der inneren und aulieren Kornerschicht. Bei beiden Antikdrpern gegen Polysialinsduren
(Klon 2-2B und Klon 12F8) zeigte sich groRe Ahnlichkeit beziiglich der relativen
Farbungsintensitaten in den retinalen Schichten. Die Farbung kurzkettiger
Trisialinsauren mit einem Antikorper gegen A2B5 (Klon 105) zeigte die hochsten

Intensitaten in der Ganglien- und Nervenfaserschicht, sowie in den inneren und auf3eren

Segmenten der Fotorezeptoren.

Abb. 11: Konfokalmikroskopische Bilder der Polysialinsdaure-Immunfarbung der humanen
Retina (Klon 2-2B). Auf dem linken Bild ist die Farbung von Polysialinsduren zu sehen. Ein
starkes Signal fur Polysialinsduren war in der Ganglienzellschicht und der inneren
plexiformen Schicht erkennbar. In der Sekundarantikdrper-Kontrolle (rechts) war keine
spezifische Farbung zu sehen. Blau: DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol), grin:
Polysialinsduren (Klon 2-2B)



57

Abb. 12: Konfokalmikroskopisches Bilder der Polysialinsdure-Immunfarbung der humanen
Retina (Klon 12F8). Das linke Bild zeigt die CD56-Farbung von Polysialinsauren. Es zeigte
sich ein starkes Signal der Farbung in der Nervenfaserschicht, der Ganglienzellschicht,
sowie der inneren plexiformen Schicht. In der Sekundarantikbrper-Kontrolle (rechts) war
keine spezifische Farbung zu sehen. Blau: DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol), grin: CD56
(Cluster of differentiation 56)

Abb. 13: Konfokalmikroskopische Bilder der Trisialinsdure-Immunfarbung der humanen
Retina (Klon 105). Das linke Bild zeigt die A2B5-Farbung mit der Trisialinsauren angefarbt
wurden. Es zeigte sich insgesamt eine fleckige Farbung in der gesamten Retina.
Besonderes intensiv war das Signal in der Nervenfaserschicht. In der Sekundarantikorper-
Kontrolle auf dem rechten Bild war keine spezifische Farbung zu erkennen. blau: DAPI (4',6-
Diamidin-2-phenylindol), grian: A2B5
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Abb. 14: Darstellung der relativen Farbungsintensitat der einzelnen Retinaschichten in
Relation zur gemessenen Intensitat der gesamten Retina fur die verschiedenen
Sialinsaurekettenlangen, Mittelwerte der Intensitaten der verschiedenen Farbungen
aller Spender. Die unterschiedliche Verteilung der Sialinsauren in der humanen Retina
wird besonders in der obigen Darstellung der Intensitat der einzelnen Schichten
(Ganglionzell- und Nervenfaserschicht (GCNFL), innere plexiforme Schicht (IPL), innere
Kornerschicht (INL), auliere plexiformer Schicht (OPL), auRere Koérnerschicht (ONL),
und innere und aulere Segmente der Fotorezeptoren (ISOS)) als relativer Anteil der
Intensitat der gesamten Retina deutlich. Eine bei fehlender Varianzhomogenitat
durchgefuhrte Welch-ANOVA (Analysis of variance) ergab fur alle drei Farbungen
signifikante Unterschiede der relativen Farbungsintensitdten der verschiedenen
retinalen Schichten (Polysialinsaure: PSA-NCAM (Polysialic acid-neural cell adhesion
molecule) (Klon 2-2B): F = 36,849, p = 0,000; Polysialinsaure: CD56 (Cluster of
differentiation 56) (Klon 12F8): F = 234,394, p = 0,000; Trisialinsaure: A2B5 (Klon 105):
F=76,773, p = 0,000).

Zur Darstellung des Sialinsaure-Profils der einzelnen Schichten und um die
verschiedenen Proben weiter vergleichen zu kénnen, wurde eine z-Transformation der
gemessenen integrierten, hintergrundkorrigierten Intensitaten durchgefihrt. Dieser
Schritt war aufgrund der Nutzung von zwei unterschiedlichen Mikroskopen zur
Aufnahme der Bilder notig. Die Gesamtheit der gemessenen Intensitaten der Bilder

eines Mikroskops wurde jeweils z-standardisiert, um eine Vergleichbarkeit zu erreichen.
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Abb. 15: Darstellung der Sialinsauren verschiedener Kettenlange in den Retinaschichten.
Es sind jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung der z-standardisierten,
hintergrundkorrigierten, integrierten Farbungsintensitaten aller Spender in den
verschiedenen Retinaschichten (Ganglionzell- und Nervenfaserschicht (GCNFL), innere
plexiforme Schicht (IPL), innere Kdérnerschicht (INL), aul3ere plexiformer Schicht (OPL),
aullere Kornerschicht (ONL), und innere und aulRere Segmente der Fotorezeptoren
(ISOS)) dargestellt. Zum Vergleich der retinalen Schichten bei jeweils einer Farbung
wurde bei in allen Fallen fehlender Normaverteilung und Varianzhomogenitat eine Welch-
ANOVA (Analysis of variance) durchgefiuihrt. Es ergab sich bei allen Farbungen ein
signifikanter Wert. Polysialinsdure PSA-NCAM (Polysialic acid-neural cell adhesion
molecule) (Klon 2-2B) (F = 66,288, p = 0,000). Polysialinsdure CD56 (Cluster of
differentiation 56) (Klon 12F8) (F = 37,844, p = 0,000), Trisialinsaure A2B5 (Klon 105) (F =
51,661, p = 0,000). Zum Vergleich der Farbungsintensitaten verschiedener Farbungen
innerhalb der retinalen Schichten wurde bei in allen Fallen fehlender Normalverteilung und
Varianzhomogenitat ebenfalls eine Welch-ANOVA mit Games-Howell post-hoc
durchgefuhrt, deren Ergebnisse in der Grafik abgebildet sind. In den inneren Schichten ab
der inneren Kdrnerschicht zeigten sich ahnliche Unterschiede mit einer jeweils signifikant
hoheren Intensitat der A2B5-Farbung kurzkettiger Sialinsduren im Vergleich zu den
Farbungen langerkettiger Sialinsduren, welche sich untereinander nicht signifikant
unterschieden. In der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht, sowie der inneren
plexiformen Schicht zeigte sich eine davon abweichende Verteilung. In der Ganglienzell-
und Nervenfaserschicht zeigte sich ein gestaffeltes Vorkommen der Sialinsduren mit
Farbung von signifikant weniger langkettigen mittels PSA-NCAM-Antikorper anfarbbaren
Polysialinsduren — als kurzkettigen Sialinsauren. In der inneren plexiformen Schicht lieRen
sich vor allem die mittels dem anti-CD56-Antikdrper anfarbbaren Polysialinsduren
nachweisen. In der gesamten Retina ergab sich eine nach Sialinsaurekettenlange
gestaffeltes Vorkommen, kirzere Sialinsauren zeigten eine hdhere Farbungsintensitat
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bezogen auf die gesamte Retina.

3.2.4 Zusammenhange zwischen den verschiedenen analysierten Sialinsauren

Zwischen der mittels Aminoff-Methode ermittelten Gesamtsialinsaurekonzentration und
den immunhistochemisch bestimmten z-standardisierten Farbungsintensitaten der
Sialinsauren verschiedener Kettenlangen ergab sich fur die mittels des anti-A2B5-
Antikoérpers angefarbten Trisialinsauren in der aufderen Kdrnerschicht ein signifikanter
positiver Pearson-Korrelationskoeffizient (r = 0,540, p = 0,004). Bei Betrachtung der
mittels anti-CD56-Antikdrper anfarbbaren Polysialinsauren ergab sich fur die innere
Kdrnerschicht (r = 0,389, p = 0,045), sowie die Schicht der inneren und &uleren
Segmente der Fotorezeptoren (r = 0,473, p = 0,013) ein signifikanter positiver Pearson-
Korrelationskoeffizient. Fir die mittels anti-PSA-NCAM-Antikérper anfarbbaren
Polysialinsauren ergab sich in der aufieren Kornerschicht ein signifikanter negativer
Pearson-Korrelationskoeffizient (r = -0,514, p = 0,006) bei Korrelation mit der
Gesamtsialinsaurekonzentration. Die ermittelten Pearson-Korrelationskoeffizienten
zwischen einerseits der mittels ELISA-ermittelten Menge an Polysialinsauren und
andererseits der Gesamtsialinsduremenge und den z-standardisierten
Farbungsintensitaten  der  Sialinsaurefarbungen  ergab  keine  signifikanten
Zusammenhange. Bei Berechnung der Pearson-Korrelationskoeffizienten zwischen den
Farbungsintensitaten flr verschiedene Sialinsaurefarbungen der einzelnen Schichten
ergab sich bei Korrelation der kurzkettigen Sialinsauren (Klon 105) mit den langkettigen
Sialinsduren (Klon 2-2B und 12F8) in der gesamten Retina, sowie den inneren
Schichten (Ganglienzell- und Nervenfaserschicht, innere plexiforme Schicht und innere
Kdrnerschicht) ein signifikanter positiver Zusammenhang. Die mittels anti-CD56-
Antikorper anfarbbaren Polysialinsauren und die mittels anti-PSA-NCAM-Antikorper
anfarbbaren Polysialinsauren korrelierten in allen Schichten bis auf die innere
Kornerschicht und die Schicht mit den Segmenten der Fotorezeptoren signifikant positiv.

Die ausfuhrlichen Ergebnisse sind im Anhang S. 98 dargestelit.
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3.2.5 Altersabhangige Veranderungen der Sialinsauren

Bei Korrelation der mittels Aminoff-Methode emittelten Gesamtsialinsaurekonzentration
und dem Alter der Gewebespender ergab der bei gegebener Normalverteilung
errechnete Pearson-Korrelationskoeffizient einen schwachen, nicht signifikanten,
positiven Zusammenhang (r = 0,126, p = 0,508). Der ebenfalls bei gegebener
Normalverteilung ermittelte Pearson-Korrelationskoeffizient zwischen dem Alter der
Gewebespender und der mittels ELISA ermittelten Polysialinsdurekonzentration ergab
einen nicht signifikanten, leicht negativen Zusammenhang (r = -0,247, p = 0,057). Bei
Korrelation der z-standardisierten Farbungsintensitaten der Sialinsauren in den retinalen
Schichten ergab sich bei fast allen Schichten Uber verschiedene
Sialinsaurekettenlangen hinweg ein positiver Zusammenhang zwischen Spenderalter

und Intensitat der Sialinsaurefarbung.

3.2.6 Geschlechtsabhangige Unterschiede der Sialinsauren

Beim Vergleich der mittels Aminoff-Methode ermittelten Gesamtsialinsaurekonzentration
der Proben weiblicher und mannlicher Gewebespender ergab sich in einem bei
gegebener Normalverteilung und Varianzhomogenitat durchgefuhrten t-Test far
unabhangige Stichproben ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (t
= 3,123, p = 0,004) mit einer Mittelwert der Gesamtsialinsaurekonzentration in Proben
weiblicher Gewebespender von 8,66 ug Sialinsauren pro mg Protein mit einer
Standardabweichung von 1,30 pg Sialinsduren pro mg Protein und in den Proben
mannlicher Gewebespender von 6,74 ug Sialinsauren pro mg Protein mit einer
Standardabweichung von 1,84 ug Sialinsauren pro mg Protein. Beim Vergleich der
Polysialinsdurekonzentration der Proben weiblicher und mannlicher Gewebespender
ergab sich in einem bei gegebener Normalverteilung und Varianzhomogenitat
durchgefuhrten t-Test fUr unabhangige Stichproben kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (t = -0,300, p = 0,765) mit einem Mittelwert der
Polysialinsdurekonzentration in Proben weiblicher Gewebespender von 0,067 ng
Polysialinsduren pro mg Protein mit einer Standardabweichung von 0,051 ng

Polysialinsduren pro mg Protein und in den Proben mannlicher Gewebespender von
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0,071 ng Polysialinsduren pro mg Protein mit einer Standardabweichung von 0,046 ng
Polysialinsduren pro mg Protein. Zum \Vergleich der z-standardisierten
Sialinsaurefarbungsintensitat fur verschiedene Kettenlangen von weiblichen und
mannlichen Gewebespendern wurde trotz nicht fur alle Variablen erfullter
Normalverteilungsvoraussetzung ein T-Tests flr unabhangige Stichproben durchgeflhrt.
Es zeigte sich bei Betrachtung aller Sialinsaurefarbungen in allen Schichten ein héherer
Mittelwert der z-standardisierten Sialinsaurefarbungsintensitat in den Proben der
weiblichen Gewebespender. In allen Fallen bis auf einen (Schicht der Segmente der

Fotorezeptoren in der A2B5-Farbung) war dieser Unterschied statistisch signifikant.

3.2.7 Immunhistochemie von Mikroglia

Zur Darstellung der Mikroglia in der menschlichen Retina wurden die Proben flr die
Immunhistochemie vorbereitet und mit Antikdrpern gegen den Mikroglia-Marker Iba-1,

sowie CD68, einem Marker fur die Phagozytoseaktivitat der Mikroglia, gefarbt.

Abb. 16: Konfokalmikroskopische Z-Projektion der I|ba-1-CD68-Immunfarbung der
Choroidea. Insbesondere in den subretinalen Gewebeschichten der Choroidea liel3en
sich die Iba-1-positiven Mikroglia gut abgrenzen. Die Mikroglia zeigten zum Teil eine
deutliche CD68-Farbung als Zeichen ihrer Phagozytoseaktivitat. (Blau: DAPI (4',6-
Diamidin-2-phenylindol), grin: Iba-1 (lonized calcium-binding adapter molecule 1), rot:
CD68 (Cluster of differentiation 68))
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Abb. 17: Konfokalmikroskopische Z-Projektionen der Iba-1-CD68-Immunfarbung der
humanen Retina. In vielen Schichten der Retina lieRen sich Iba-1-positive
Mikrogliazellen nachweisen (linkes Bild). Diese zeigten grofRenteils einen ramifizierten
Phanotyp und waren vor allem in den inneren Schichten der Retina darstellbar. Die
CD68-Farbung hatte hier eine geringe, kaum sichtbare Intensitat. Im rechten Bild, der
Sekundarantikorper-Kontrolle, liel3 sich kein spezifisches Immunfarbung nachweisen.
(Blau: DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol), grin: Iba-1 (lonized calcium-binding adapter
molecule 1), rot: CD68 (Cluster of differentiation 68))
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Abb. 18: Anzahl Iba-1(lonized calcium-binding adapter molecule 1)-positiver Zellen in
der humanen Retina. Es ist jeweils der Mittelwert aller Spender in den verschiedenen
Retinaschichten (Ganglionzell- und Nervenfaserschicht (GCNFL), innere plexiforme
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Schicht (IPL), innere Kdrnerschicht (INL), aul3ere plexiformer Schicht (OPL), dulRere
Kornerschicht (ONL), und innere und dulRere Segmente der Fotorezeptoren (ISOS)) mit
Standardabweichung dargestellt. Bei fehlender Normalverteilung und in allen Fallen
nicht gegebener Varianzhomogenitat wurde eine Welch-ANOVA (Analysis of variance)
(F =102,499, p = 0,000) durchgefuhrt, welche signifikante Unterschiede ergab.
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Abb. 19: Darstellung der relativen CD68-Farbungsintensitat der einzelnen
Retinaschichten (Ganglionzell- und Nervenfaserschicht (GCNFL), innere plexiforme
Schicht (IPL), innere Kdérnerschicht (INL), aullere plexiformer Schicht (OPL), dulRere
Kornerschicht (ONL), und innere und aulRere Segmente der Fotorezeptoren (ISOS)) in
Relation zur gemessenen Intensitdt der gesamten Retina fir die integrierte,
hintergrundkorrigierte CD68 (Cluster of differentiation 68)-Farbungsintensitat. Die
Darstellung zeigt Balken mit den Mittelwerten der Intensitat der CD68-Farbung fur alle
Spender. Die unterschiedliche Verteilung der Sialinsauren in der humanen Retina wird
besonders in der obigen Darstellung der Intensitat der einzelnen Schichten als relativer
Anteil der Intensitat der gesamten Retina deutlich. Bei fehlender Normalverteilung und
Varianzhomogenitat wurde zum Vergleich der relativen Farbungsintensitaten der
Schichten eine Welch-ANOVA (Analysis of variance) durchgefuhrt, welche signifikante
Unterschiede ergab (F = 40,369, p = 0,000).
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3.2.8 Mikroglia und ihr Zusammenhang zu den analysierten Sialinsauren
3.2.8.1 Altersabhangige Veranderungen mikroglialer Marker

Bei Korrelation des Spenderalters mit der Anzahl der Iba-1-positiven Zellen in der Retina
und ihren einzelnen Schichten ergab sich ein signifikanter positiver Pearson-
Korrelationskoeffizient flir die gesamte Retina (r = 0,283, p = 0,011) und die innere
Kornerschicht (r = 0,285, p = 0,010). Alle weiteren Korrelationskoeffizienten waren nicht
signifikant. Bei Korrelation des Spenderalters mit der z-standardisierten CDG8-
Farbungsintensitat in den verschiedenen Retinaschichten ergab sich ein signifikanter
positiver Pearson-Korrelationskoeffizient fir Ganglienzell- und Nervenfaserschicht (r =
0,424, p = 0,000), sowie ein signifikanter negativer Zusammenhang fur die Schicht der
Segmente der Fotorezeptoren (r = -0,315, p = 0,004). Alle weiteren
Korrelationskoeffizienten waren nicht signifikant. Bei Korrelation der mittels quantitativer
real-time-PCR bestimmten delta-CT-Werte der bestimmten mikroglialen Marker (Iba-1,
CD68, TMEM119) mit dem Spenderalter ergab sich in allen Fallen ein negativer
Pearson-Korrelationskoeffizient als Hinweis auf eine hdhere Transkription im Alter. Im
Fall von Iba-1 (r = -0,460, p = 0,011) und CD68 (r = -0,397, p = 0,033) war dieser

statistisch signifikant.

3.2.8.2 Geschlechtsabhangige Unterschiede mikroglialer Marker

Fur die Farbung Iba-1-positiver Zellen ergab ein T-Test fur unabhangige Stichproben
zum Vergleich der Geschlechter in der Retina insgesamt, sowie der inneren plexiformen
und der inneren Kornerschicht eine signifikant hohere Anzahl Iba-1-positiver Zellen in
den Proben weiblicher Gewebespender. Ein weiterer T-Test flUr unabhangige
Stichproben zum Vergleich der Geschlechter bezuglich der z-standardisierten Intensitat
der CD68-Farbung ergab in der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht eine signifikant
hohere Farbungsintensitat in den Proben weiblicher Gewebespender. Beim Vergleich
weiblicher und mannlicher Gewebespender hinsichtlich der Gentranskription der
Mikrogliamarker zeigte sich lediglich fur TMEM119 ein signifikanter T-Test flr

unabhangige  Stichproben, welcher bei gegebener Normalverteilung und
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Varianzhomogenitat durchgefuhrt wurde. Es zeigte sich ein signifikant niedrigerer delta-
CT-Wert weiblicher Gewebespender als Hinweis auf eine signifikant hohere TMEM119-
Transkription in den Proben weiblicher Gewebespender (t = -2,935, p = 0,007).
Bezuglich der anderen Marker zeigten T-Tests flr unabhangige Stichproben keine

signifikanten Unterschiede.

3.2.8.3 Zusammenhange zwischen Mikroglia und den analysierten Sialinsauren

Bei Korrelation der Iba-1-positiven Zellen mit der Gesamt- und Polysialinsaure-
konzentration ergab sich fur die Zellzahl in der inneren plexiformen Schicht (r = 0,308, p
= 0,023), sowie in der Schicht der Segmente der Fotorezeptoren (r = 0,269, p = 0,049)
und der mittels ELISA ermittelten Polysialinsaurekonzentration eine signifikante positive
Korrelation, alle anderen Korrelationen waren nicht signifikant. Bei Korrelation der z-
standardisierten CDG68-Farbungsintensitat mit der Gesamt- und Polysialinsaure-
konzentration ergaben sich keine signifikanten positiven oder negativen Korrelationen.
In der Pearson-Korrelation von Gesamt- und Polysialinsaurekonzentration mit den delta-
CT-Werten der Gentranskription von Iba-1, CD68 und TMEM119 ergab sich lediglich ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem delta-CT-Wert von TMEM119 und der
bestimmten Gesamtsialinsauremenge (r = -0,373, p = 0,046), das heil3t, eine hohere
TMEM119-Transkription war mit einer signifikant hdheren Menge an Gesamtsialinsauren
assoziiert. Bei der Korrelation der Anzahl Iba-1-positiver Zellen mit der Intensitat der
Sialinsaurefarbungen ergab sich im Bereich der gesamten Retina, sowie der inneren
Kornerschicht fur die Intensitat der Farbung der kurz- und mittels anti-CD56-Antikorper
anfarbbaren Sialinsauren eine signifikante positive Korrelation, fur die langkettigen
Sialinsauren ergaben sich keine signifikanten Zusammenhange. Bei der Korrelation der
z-standardisierten CD68-Farbungsintensitat und der Farbungsintensitat der Sialinsauren
verschiedener Kettenlangen ergaben die folgenden Korrelationen: Fir die kurzkettigen
Trisialinsauren ergab sich fur die gesamte Retina, die Schicht der Ganglienzellen und
Nervenfasern, sowie die der inneren und aulleren Segmente der Fotorezeptoren eine
signifikante positive Korrelation. Fir die mittels anti-CD56-Antikorper anfarbbaren

Polysialinsduren ergab sich fur die gesamte Retina und die Ganglienzell- und
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Nervenfaserschicht eine signifikante positive Korrelation, flr die innere plexiforme
Schicht ein signifikanter negativer Zusammenhang. Fur die mittels anti-PSANCAM-
Antikdrper anfarbbaren Polysialinsauren ergab sich fur die Ganglienzell- und
Nervenfaserschicht, sowie die aullere plexiforme Schicht ein signifikanter positiver
Zusammenhang mit der z-standardisierten CD68-Farbungsintensitat. Die ausfuhrlichen
Ergebnisse sind im Anhang S. 98 dargestellt. Weiterhin erfolgte die Korrelation der z-
standardisierten  Farbungsintensitaten der Sialinsaurefarbungen verschiedener
Kettenlangen mit den delta-CT-Werten mikroglialer Marker. Fur die Gentranskription der
Mikrogliamarker ergab sich insbesondere fir TMEM119 in den inneren Schichten der
Retina (Ganglienzell- und Nervenfaserschicht, innere plexiforme Schicht) fur kurz- und
mittels anti-CD56-Antikorper anfarbbare Sialinsduren ein signifikanter negativer
Zusammenhang, bei héherer TMEM119-Transkription zeigte sich hier eine hohere z-
standardisierte Farbungsintensitat. Fur die Iba-1- und CD68-Transkription zeigte sich fur
die kurzkettigen Sialinsduren ein signifikanter positiver Pearson-Korrelationskoeffizient
fur die Schicht mit den Segmenten der Fotorezeptoren. Fir die Polysialinsauren zeigte
sich ein signifikanter positiver Zusammenhang im Bereich der aufleren plexiformen
Schicht. Eine geringere Transkription von Iba-1 und CD68 war hier mit einem
vermehrten Vorkommen von mittels anti-PSA-NCAM- und anti-CD56-Antikdrpern

nachweisbaren Polysialinsauren korreliert (siehe Anhang S.99)

3.2.9 Inflammatorische Marker und Sialinsauren

In einer bei gegebener Varianzhomogenitat durchgefuhrten ANOVA zeigten sich
signifikante Unterschiede der Transkription der inflammatorischen Zytokine TNFa (F =
19,270, p = 0,000) und IL1B (F = 76,127, p = 0,000) zwischen den Retinaproben. Es
zeigte sich fur beide inflammatorischen Zytokine eine negative Korrelation des delta-CT-
Werts mit dem Spenderalter und somit eine hdhere Transkription mit zunehmendem
Alter, im Fall von IL1B war diese statistisch signifikant (r = -0,580, p = 0,001). Zwischen
weiblichen und mannliche Gewebespendern zeigte ein T-Test fir unabhangige
Stichproben  keine  signifikanten  Unterschiede bezuglich der Transkription

inflammatorischer Zytokine. Eine Korrelation der Transkription mit der Gesamt- und
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Polysialinsaurekonzentration zeigte eine positive Korrelation zwischen
Gesamtsialinsaurekonzentration und der Transkription inflammatorischer Zytokine und
eine negative Korrelation mit der Polysialinsduremenge. Die Zusammenhange waren in
beiden Fallen nicht statistisch signifikant. Bei Korrelation der IL1B3-Transkription mit den
anfarbbaren kurz- und mittels anti-CD56-Antikorper anfarbbaren Sialinsduren in der
Ganglienzell- und Nervenfaserschicht ergab sich eine vermehrte Nachweisbarkeit bei
starkerer Transkription von IL1B. Fur die mittels anti-PSA-NCAM anfarbbaren
Polysialinsduren ergab sich in der auleren plexiformen Schicht eine grolere
Nachweisbarkeit der Sialinsduren bei geringerer Transkription von TNFa und IL18.
Dieser Zusammenhang zeigte sich fur die kurzkettigen Sialinsauren im Bereich der
Segmente der Fotorezeptoren. Fuir TNFa war diese positive Korrelation durchgehend

starker. FUr die ausflhrlichen Ergebnisse siehe Anhang S. 99.

3.2.10 Sialyltransferasen und Sialinsauren

Um die Gentranskription von Sialyltransferasen in den humanen Retinaproben zu
quantifizieren, wurde die RNA nach ihrer Isolation revers transkribiert und eine
quantitative real-time PCR durchfuhrt. Beim Vergleich der delta-CT-Werte der
Sialyltransferase-Gene unter den Spender ergaben sich in allen Fallen in einer bei
gegebener Varianzhomogenitat durchgefihrten ANOVA signifikante Unterschiede

zwischen den Spendern.

3.2.10.1 Korrelationen der Sialyltransferasen untereinander

Bei Betrachtung der Korrelationen der delta-CT-Werte der Sialyltransferasen
untereinander zeigten sich viele signifikante und stark positive Korrelationen, unter
anderem fur ST6GAL1, ST6GALNACG, ST8SIA1, ST8SIA2 und ST8SIA3. Eine positive
Korrelation bedeutet im Fall des delta-CT-Werts, dass eine geringere Transkription des
einen Gens mit einer geringeren Transkription des anderen Gens korrelierte, da sich der

delta-CT-Wert reziprok zur Quantitat der Gentranskription verhalt. Im Gegensatz dazu
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zeigten die Sialyltransferasen ST3GAL5 und ST8SIA5 untereinander eine positive
Korrelation, mit den anderen Sialyltransferasen jedoch in allen bis auf einen Fall eine
negative Korrelation. Diese Sialyltransferasen wurden also in fast allen Fallen signifikant
hoher transkribiert, wenn die Gruppe der anderen Enzyme geringer transkribiert wurde.
Zwischen den beiden Sialyltransferasen bestand wiederum eine signifikante positive

Korrelation.

3.2.10.2 Zusammenhange der Sialyltransferasentranskription mit dem Spenderalter,

dem Geschlecht und dem Vorkommen verschiedener Sialinsauren

Es zeigte sich fur ST6GAL1, ST6GALNACG, ST8SIA1 und ST8SIA3 jeweils eine
signifikant hohere Transkription mit zunehmendem Alter. Fur ST3GAL5 und ST8SIAS
zeigten sich eine nicht signifikante geringere Transkription mit héherem Alter. Bei
Korrelation der Gesamt- und Polysialinsaurekonzentration mit der Sialyltransferase-
Transkription ergaben sich keine signifikante Korrelationen (siehe Anhang S. 99). Beim
Vergleich der Sialyltransferase-Transkription zwischen mannlichen und weiblichen
Gewebespendern ergaben sich in einem T-Test fUr unabhangige Stichproben ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede. Bei Korrelation mit der A2B5-Farbungsintensitat
kurzkettiger Trisialinsauren zeigte sich in der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht eine
signifikant hohere Transkription der Sialyltransferasen ST6GAL1, ST6GALNAC6 und
ST8SIA1 bei starkerer A2B5-Farbungsintensitat. In der Schicht der Segmente der
Fotorezeptoren war eine geringere Transkription dieser Sialyltransferasen mit starkerer
A2BS5-Anfarbbarkeit korreliert. In dieser Schicht zeigte sich weiterhin eine signifikante
positive Korrelation der Transkription von ST5GAL5 und ST8SIA5 mit der Anfarbbarkeit
von Trisialinsauren. Bei Korrelation der CD56-Farbungsintensitat von Polysialinsauren
mit der Sialyltransferase-Transkription zeigte sich fur die Mehrzahl der Sialyltransferase-
Gene eine signifikante negative Korrelation, eine erhdhte Transkription ging also mit
einem vermehrten Vorkommen von mittels anti-CD56 anfarbbaren Polysialinsduren
einher. Im Fall von ST6GAL1, ST6GALNACG6 und ST8SIA3 waren diese Korrelationen
im Bereich innerer Retinaschichten teilweise signifikant, fir ST8SIAS zeigten sich in

zentralen Schichten (plexiforme und Kornerschichten) signifikante Korrelationen. Far
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ST8SIA1 und ST8SIA2 zeigten sich im Gegensatz dazu positive Korrelationen in einigen
aulleren Retinaschichten. Eine geringere Transkription ging hier mit einer starkeren
Anfarbbarkeit von mittels anti-CD56-Antikdrper anfarbbaren Polysialinsauren einher. Bei
Korrelation der z-standardisierten Farbungsintensitat der PSA-NCAM-Farbung von
Polysialinsduren und den delta-CT-Werten der Sialyltransferasegene ergab sich flr
ST6GALNACG6 und ST8SIA3 in einigen Schichten, sowie der gesamten Retina eine
signifikante negative Korrelation, also eine starkere Gentranskription korrelierte
signifikant mit einem starkeren Vorkommen von mittels PSA-NCAM-Farbung
anfarbbaren Polysialinsauren. Fir ST8SIA1 und ST8SIA2 zeigte sich hingegen in
einigen auferen Reinaschichten ein Zusammenhang zwischen einer verminderten
Transkription und einem hoheren Polysialinsdure-Vorkommen (Klon 2-2B). Die

Ergebnisse sind tabellarisch im Anhang S. 100 dargestellt.

3.2.10.3 Korrelation der Sialyltransferasetranskription mit  Mikroglia- und

inflammatorischen Markern

Fur die Sialyltransferasen ST6GAL1, ST6GALNACG6, ST8SIA1, ST8SIA2 und ST8SIA3
zeigten sich signifikante positive Korrelation der delta-CT-Werte mit den delta-CT-
Werten von inflammatorischen und mikroglialen Markern, sie wurden also starker
transkribiert wenn Mikrolia- und Inflammationsmarker starker transkribiert wurden. Fur
ST3GAL5 und ST8SIAS zeigte sich ein entgegengesetzter Trend. Bei hoherer
Transkription inflammatorischer Zytokine und Mikrogliamarker wurden diese
Sialyltransferasen geringer transkribiert, im Fall von ST8SIAS5 waren die
Zusammenhange meist statistisch signifikant. Die Ergebnisse finden sich tabellarisch im
Anhang S. 100.
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4. Diskussion

In der aktuellen Leitlinie der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft e.V. von 2015
werden zur Therapie der AMD vorrangig allgemeine MalRnahmen wie eine Optimierung
des Risikoprofils sowie in einigen Fallen die Einnahme von Nahrungserganzungsmitteln
empfohlen. Bei Auftreten von Neovaskularisationen stehen unter anderem intravitreale
VEGF-Injektionen, Lasertherapie oder Makulachirurgie als Optionen zur Verfigung.
Darlber hinaus wurden 2023 fir die Therapie der geographischen Atrophie, einem
fortgeschrittenen Stadium der trockenen altersabhangigen Makuladegeneration mit
Pegcetacoplan und Avacincaptad pegol bereits zwei Komplement-Inhibitoren durch die
FDA in den USA zugelassen, also Wirkstoffe, welche Komponenten des Immunsystem
als Angriffsziel haben. Ein mit Sialinsduren beschichteter Nanopartikel zur intravitrealen
Applikation wird momentan im Rahmen von Studien bezlglich seiner Eignung zur
Behandlung der geographischen Atrophie am Menschen erforscht (Bakri et al., 2023). In
dieser Arbeit wurde mit zum Teil neu entwickelten Verfahren das Vorkommen von
Sialinsauren verschiedener Kettenlangen in der humanen Retina untersucht. Aul3erdem
wurden mogliche Einflussfaktoren auf das Vorkommen von Sialinsduren betrachtet.
Neben dem Einbezug der vorliegenden Informationen zu den Gewebespendern erfolgte
dazu die Analyse der Transkription verschiedener Sialyltransferasegene und
inflammatorischer Marker sowie der Anzahl und Aktivitdt von Mikroglia. Dieses Wissen
dient dazu, ein besseres Verstandnis von zugrundeliegenden physiologischen und
pathologischen Prozessen zu erhalten. Eine Limitation der vorliegenden Untersuchung
besteht in der Heterogenitat des Probenkollektivs. Das untersuchte Gewebe stammt von
funf Spendern (drei mannlich, zwei weiblich) im Alter zwischen 52 und 80 Jahren. Auch
ist moglich, dass die unterschiedlichen Todesursachen, insbesondere verschiedene
intrakranielle Blutungen oder eine Sepsis, Einfluss auf das Vorkommen oder die Struktur

von Sialinsauren haben.
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4.1 Quantifizierung der gesamten Sialinsauren in humanen Retinae

Es wurde ein Protokoll zur Vorbereitung von Gewebeproben fur die Analyse mittels
Aminoff-Methode entwickelt, bei dem die Probe einer sauren Hydrolyse unter
Einwirkung von Hitze unterzogen wurde. Es zeigten sich bei der Analyse von
Gewebeproben nach diesen Vorbereitungsschritten ein signifikant hdheres messbares
Signal, welches nicht signifikant durch die Interferenz durch cDNA beeinflusst wurde und
nicht von der fur die Verdinnung der Proben verwendeten Ldsung abhangig war,
weshalb zur Konservierung der Proteine in den Proben RIPA-Puffer verwendet wurde.
Bei Analyse freier Sialinsauren (Neu5Ac-Standards) zeigte sich nach den
Vorbereitungsschritten mit saurer Hydrolyse unter Hitzeeinwirkung Uber den gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich signifikant niedrigere Fluoreszenzwerte als ohne
die vorbereitenden Schritte. Eine mdgliche Erklarung liefert hier eine Publikation von
Zhu et al., in der gezeigt wurde, dass es abhangig vom pH-Wert schon nach einer
Stunde zu einer Abnahme der messbaren NeuS5Ac-Konzentration kommt, und dieser
Prozess durch Zugabe von Oxidantien verstarkt wird (Zhu et al., 2020). In einer alteren
Studie wird in diesem Kontext eine Schwache des Verfahrens mit Thiobarbitursaure
vermutet, da sich bei anderen Analysemethoden nach einer Saurebehandlung unter
Hitzeeinwirkung keine so starke Abnahme der messbaren Sialinsaurekonzentration
zeigte (Karkas et Chargaff, 1964). Im Gehirn liegen nur etwa 3 % der Sialinsauren in
freier Form vor, wahrend der Rest in gebundener Form vorliegt (Rawal et Zhao, 2021).
Aufgrund dessen fallt es mutmallich nicht so stark ins Gewicht, dass von den freien
Sialinsauren im Mittel lediglich 83,56 % messbar waren. Es erfolgte keine detaillierte
Untersuchung, welcher Schritt der Gewebevorbereitung zu einer Reduktion der
messbaren Menge freier Sialinsauren fuhrt. Als alternatives Verfahren ware eine
enzymatische Freisetzung der Sialinsauren aus dem Gewebe durch Behandlung mit
Sialidasen denkbar, da hier Verluste durch die chemische Hydrolyse wegfallen wurden.
Die Freisetzung mittels Sialidase wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
AbschlieBend wurde die Genauigkeit der Methode dadurch optimiert, dass statt der
Extinktion die Fluoreszenz der in den Reaktionen entstehenden chemischen Verbindung

bestimmt wurde, wie sie bereits in kommerziellen Kits Anwendung findet. Dadurch
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erfolgte insbesondere in den relevanten Bereichen niedriger Sialinsaurekonzentrationen

eine genauere Detektion von Konzentrationsunterschieden.

Fir die mittels Aminoff-Methode bestimmte Menge der gesamten Sialinsauren nach
saurer Hydrolyse des Gewebes ergab sich eine Konzentration von 7,51 ug Sialinsauren
pro mg Protein mit einer Standardabweichung von 1,88 ug Sialinsauren pro mg Protein.
Es zeigten sich bei einem Gewebespender eine im Vergleich zu drei der anderen
Gewebespender signifikant niedrigere Gesamtsialinsaurekonzentration. Daruber hinaus
war fur drei Probanden ein signifikanter Unterschied zwischen den Retinaproben aus
dem rechten und dem linken Auge nachweisbar. Dem konnten auch mogliche
Unterschiede im Vorkommen von Sialinsduren in verschiedenen Retinaregionen
zugrundeliegen, da nicht eindeutig bekannt war, aus welchen Regionen der Pars optica
der Retina die Proben entnommen wurden. Beim Vergleich der Proben untereinander
zeigten sich auch teilweise signifikante Unterschiede. Es lieRen sich in der frei
zuganglichen Literatur keine direkt vergleichbaren Werte zum Vergleich mit den
Ergebnissen finden. Bei Bestimmungen der gesamten Sialinsauren mit einer
modifizierten Aminoff-Methode im Serum fanden sich in einer Studie an Patienten mit
rheumatischer Mitralstenose mit und ohne Vorhofthrombus Sialinsaurekonzentrationen +
Standardabweichung von 192.54 + 64.57 bzw. 152.30 + 58.59 mg/l (Pulimamidi et al.,
2013). Eine andere Studie mit Untersuchung von gesunden Kontrollen, Probanden mit
chronischer Gingivitis oder chronischer Peridontitis ergab bei Anwendung einer
modifizierten Aminoff-Methode Serumkonzentrationen fir die Gesamtsialinsauren +
Standardabweichung von 49.75 £+ 7,87 mg/dl, 65,65 + 3,56 mg/dl und 75,98 + 3,58 mg/dI
(Rathod et al., 2014). Unter der Annahme, dass im menschlichen Serum oder Plasma
die Menge an Proteinen 60-100 mg/ml betragt (im Protokoll des BCA-Assay
vorgeschlagene Menge) lassen sich so fur das menschliche Serum unter Annahme von
80 mg Protein/ml aus der ersten Arbeit Vergleichswerte zwischen 2,41 und 1,90 ug
Sialinsauren pro mg Protein berechnen. Fur die zweite darstellte Arbeit ergeben sich
Wert von 6,22 bis 9,50 ug Sialinsauren pro mg Protein. Diese Werte aus der Literatur

liegen grundsatzlich in einem ahnlichen Bereich wie die experimentell ermittelten Werte.
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4.2 Quantifizierung der Polysialinsduren in humanen Retinae

Die Funktion von Sialinsauren ist mafigeblich von der Verbindung abhangig, in der sie
vorkommen. In diesem Kontext ist auch die Polymerisierung von Sialinsauren, bei der
Oligo- und Polysialinsduren entstehen, relevant. In vielen bisherigen Studien wurden
niedermolekulare Sialinsauren mit einem durchschnittlichen Polymerisierungsgrad von
20 untersucht, da gezeigt werden konnte, dass diese mit verschiedenen im
Immunsystem relevanten Strukturen, wie Siglec-11 (Wang et Neumann, 2010) und
Properdin (Shahraz et al., 2022) interagieren und Effekte in vitro und in vivo haben. Die
Analyse der natlrlich vorkommenden Sialinsauren stellt aufgrund der einleitend
beschriebenen Komplexitat jedoch nach wie vor eine Herausforderung dar, weshalb ein
Sandwich-ELISA entwickelt wurde, um Polysialinsduren zu detektieren. In der
Vergangenheit wurde bereits ein ELISA zur Detektion von Polysialinsauren entwickelt
(Tajik et al., 2020). Dieser ist allerdings Lektin-basiert, und Lektine weisen eine deutlich
geringere Bindungsaffinitat zu ihrem Substrat auf (Liyanage et Yan, 2020). Die
Entwicklung in dieser Arbeit erfolgte durch schrittweise Modifikation eines Muster-
Protokolls aus einem Handbuch der Firma Thermo Fisher Scientific. In den
Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine starke Abhangigkeit des messbaren
Signals vom pH-Wert des verwendeten Waschpuffers insbesondere im Bereich von pH-
Werten Uber sieben bestand, was mutmalilich durch eine pH-abhangige
Bindungsaffinitat verschiedener Komponenten verursacht wurde. Auch die Verwendung
eines Detergens im Waschpuffer hatte einen wesentlichen Einfluss auf das messbare
Signal, am ehesten dadurch, dass sich durch das Detergens schwach und oder
unspezifisch gebundene Komponenten effektiver beseitigen lielen. Um die
unspezifische Bindung weiter zu reduzieren wurde aus verschiedenen Blocking-Puffern
eine Lésung mit 0,5 % Fischgelatine geldst in Waschpuffer als am geeignetsten ermittelt
und fur die Experimente verwandt. Es fanden sich keine Hinweise darauf, dass
unspezifische Bindungen der Komponenten des Detektionssystems untereinander oder
an die ELISA-Platte zu einer signifikanten Veranderung des Signals fuhrt. Die Dauer der
im letzten Schritt des ELISA erfolgende Inkubation der Meerrettichperoxidase mit ihrem
Substrat TMB hatte erwartungsgemald einen malgeblichen Einfluss auf das

resultierende Extinktionssignal. Es wurde eine Inkubationszeit von 10 Minuten gewahilt,
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da sich hier Messwerte fiur das gemessene Extinktionssignal in einem sinnvollen

Messbereich zeigten.

Zusammenfassend konnte ein neues Verfahren entwickelt werden, mit dem die
Detektion von Polysialinsauren schon in sehr geringen Mengen von weniger als 1 ng/ml
madglich war. Bei Zugabe von Polysialinsduren zu einer Gewebeprobe konnte gezeigt
werden, dass die zugegebenen Polysialinsduren im  Bereich  geringer
Polysialinsdurekonzentrationen zuverlassig detektiert wurden, und die Schritte zur
Vorbereitung des Gewebes keinen signifikanten Einfluss auf das gemessene Signal
hatten. Da initial aufgrund der neuen Methode unklar war, mit welcher Menge an
Polysialinsduren in den Retinaproben zu rechnen ist, wurde fur die Durchfuhrung der
Experimente eine Standardkurve mit acht Standards von 0 — 10ng Polysialinsauren pro
Milliliter verwandt. Um den Messbereich zu ermitteln erfolgte die Bestimmung von
Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze durch eine Berechnung des Signal-Rausch-
Verhaltnisses. Fur die geringste Untersuchte Polysialinsaurekonzentration von 0,1 ng/ml
ergab sich ein Wert von 2,50. Bei Messung des Quotienten fur die hochste untersuchte
Polysialinsaurekonzentration von 10 ng/ml wurde ein Wert von 8,24 berechnet. Die
ermittelten Signal-Rausch-Verhaltnisse liegen grundsatzlich nahe dem Bereich der
empfohlenen Werte in der ,ICH Q2(R2) - Validation of Analytical Procedures - Scientific
Guideline® der Europaischen Arzneimittel-Agentur, welche im Kontext klinischer
Zulassungsverfahren Anwendung findet. Hier werden Signal-Rausch-Verhaltnisse von
3:1 fur die Nachweisgrenze und 10:1 flr die Bestimmungsgrenze empfohlen. Eine
leichte Unterschreitung der Werte in dieser frihen Testvalidierungsphase und Pilotstudie
ist moglicherweise auch durch die rauscharme Probenmatrix und die Detektion mittels
eines sehr empfindlichen Mikroplatten-Lesegerats mitbedingt. Reliabilitat und Validitat
des entwickelten Verfahrens wurden durch Detektion eines konzentrationsabhangigen
Signals gezeigt, welches nicht relevant durch das Vorhandensein von DNA beeinflusst
wurde. Die Reproduzierbarkeit des Verfahrens konnte durch den Vergleich der
Mittelwerte der ermittelten Extinktionswerte in mehreren unabhangigen Experimenten
und durch eine erfolgreiche Nutzung zur Messung der Polysialinsaurekonzentration in
Serum- und Milchproben laborintern durch Vibha Anantha Simha, sowie im Rahmen

einer anderen Studie (Muller-Miny et al., 2023) demonstriert werden. Experimente von
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Vibha Anantha Simha zeigten, dass der ELISA geeignet war Polysialinsauren mit einem
durchschnittlichen Polymerisierungsgrad von 60 zu detektieren und Polysialinsauren
kurzerer Kettenlangen (getestet wurden durchschnittliche Polymerisierungsgrade von 20
und 50) nicht zuverlassig detektiert wurden. Dies ist relevant, da wie oben erwahnt
insbesondere Polysialinsauren mit einem durchschnittlichen Polymerisierungsgrad von
20 bezuglich ihrer Funktion im Immunsystem genauer beschrieben sind. Bei der Analyse
der Spenderproben zeigten sich Polysialinsaurekonzentrationen von 0,02 ng/ml bis
0,67ng/ml. Da die in der Standardkurve analysierten Werte teilweise weit Uber den in
den Proben gemessenen Werten lagen, lasst sich die Genauigkeit des Verfahrens
insbesondere bezuglich der Detektion von Unterschieden zwischen verschiedenen
Proben mutmalilich dadurch verbessern, dass fur die Standardkurve geringere
Polysialinsaurekonzentrationen verwendet werden. Um die Spezifitdt des Verfahrens
nachzuweisen, konnte in weiteren Experimenten untersucht werden, wie das messbare
Signal durch eine Vorbehandlung mit einer Sialidase oder eine saure Hydrolyse
beeinflusst werden kann. Zukunftige Forschung sollte zur Validierung der Ergebnisse
aullerdem einen Vergleich mit anderen analytischen Verfahren beinhalten. Hier sind
exemplarisch massenspektrometrische Verfahren und solche auf Basis einer
Anionenaustausch-Chromatographie zu nennen (Villanueva-Cabello et al., 2022).
Exemplarisch wurde vor kurzem eine neue Methode zur Detektion von Oligo- und
Polysialinsauren mittels Permethylierung und anschlieBender Analyse mit Tandem
MALDI-TOF Massenspektrometrie entwickelt. Durch die Permethylierung werden die
negativ geladenen Sialinsauren stabilisiert und ionisierbar gemacht. Die Methode erlaubt
eine sensitive Detektion und strukturelle Analyse von Sialinsauren und eignet sich
besonders fur die Untersuchung komplexer, polysialylierter Glykopeptide (Suzuki et al.,
2025). Der ELISA wurde zum experimentellen Einsatz entwickelt. Sofern das Verfahren
zukunftig im klinisch-diagnostischen Bereich Anwendung finden sollte ist eine
Validierung und Anpassung der Sicherheits- und Leistungsanforderungen an die
,verordnung uber In-vitro-Diagnostika“ der Europaische Arzneimittel-Agentur notwendig.
Die Bestimmung der Polysialinsaurekonzentration humaner Retinaproben mittels des
entwickelten Sandwich-ELISA zeigte eine durchschnittliche Polysialinsauremenge von
0,069 ng Polysialinsauren pro mg Protein mit einer Standardabweichung von 0,048 ng.

Es zeigten sich weder flr die Spender, noch bei Betrachtung der einzelnen Proben
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signifikante Unterschiede. In dem von Tajik et al. entwickelten ELISA zur Detektion von
Polysialinsduren wurden fur das menschliche Serum Konzentration um 100 ng
Polysialinsauren pro ml Serum ermittelt (Tajik et al., 2020). Bei der Annahme von 80 mg
Protein/ml ergibt sich so eine Konzentration von 1,25 ng/mg Protein. In einem von Piras
et al. entwickelten Sandwich-ELISA zur Detektion von PSA-NCAM im Serum wurden
andere Antikdrper und Reagenzien verwendet. In der Publikation werden nur relative
Unterschiede angegeben und keine absoluten Polysialinsaurekonzentrationen im Serum
(Piras et al., 2015). In beiden Publikationen wird nicht angegeben, Polysialinsauren

welcher Kettenlange untersucht wurden.

4.3 Immunhistochemie von Sialinsduren in humanen Retinae

Bei immunhistochemischen Farbungen von Sialinsduren verschiedener Kettenlangen in
humanen Retinae waren Polysialinsduren vor allem in den inneren Retinaschichten
anfarbbar (Nervenfaserschicht, der Ganglienzellschicht und der inneren plexiformen
Schicht), wahrend die kurzkettigen Trisialinsduren sich fleckig in der gesamten Retina,
insbesondere in den aulleren Schichten anfarben lieRen (Schicht der Segmente der
Fotorezeptoren und der Nervenfaserschicht). Um der begrenzten Vergleichbarkeit
absoluter Signalintensitaten aufgrund der Verwendung von zwei verschiedenen
konfokalen Mikroskopen und unterschiedlichen Antikorpern Rechnung zu tragen,
wurden in  den Auswertung ausschlieBlich hintergrundkorrigierte, integrierte
Signalintensitaten verwendet, die einer z-Standardisierung unterzogen wurden. Diese
Vorgehensweise diente dazu eine Vergleichbarkeit herzustellen, die statistische
Analysen relativer Zusammenhange zwischen den Signalen mdoglich machte. Davon
unbeeinflusst bleiben technisch bedingt Unterschiede zum Beispiel durch Zuganglichkeit
der Epitopstruktur, Spezifitdt und Affinitdt der Antikdrper und unterschiedliche
Signalverstarkung. Fixierung, Farbung, Bildaufnahme und -auswertung erfolgten unter
streng standardisierten Bedingungen um vermeidbare technische Varianz zu
minimieren. Bei Betrachtung der gesamten Retina zeigte sich ein gestaffeltes
Vorkommen der Sialinsauren mit starkerer Anfarbbarkeit bei kirzerer Kettenlange. In der

Ganglienzell- und Nervenfaserschicht fand sich im Gegensatz dazu eine starke
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Anfarbbarkeit von Polysialinsauren, welche mit dem einen Polysialinsaure-Antikérper
(Klon 12F8) anfarbbar waren und welche sich signifikant von der Farbung von
Polysialinsduren mit dem anderen Polysialinsaure-Antikorper (Klon 2-2B) unterschied.
Eine mdgliche Erklarung liefern hier die unterschiedlichen Epitope der Antikdrper, dies
ist im Fall von dem Polysilainsaure-Antikorper Klon 12F8 noch nicht genau
charakterisiert. Bei Vergleich der Farbungsintensitaten verschiedener Sialinsauren
innerhalb einer Schicht zeigte sich fur die inneren Schichten (innere und &ulere
Kdérnerschicht, aullere plexiforme Schicht und die Schicht der Segmente der
Fotorezeptoren) signifikant hoéhere Intensitaten der A2B5-Farbung kurzkettiger
Sialinsauren im Vergleich zu den Farbungen langerkettiger Sialinsauren (CD56 (Klon
12F8) und PSA-NCAM (Klon 2-2B)), welche sich untereinander nicht signifikant
unterschieden. In der Publikation von Karlstetter et al. erfolgte die Farbung humaner
Retinae nach gleichem Protokoll, jedoch ohne detaillierte Auswertung der
Farbungsintensitat (wie bei der in dieser Arbeit durchgefuhrte Bestimmung der
integrierten, hintergrundkorrigierten, z-standardisierten Farbungsintensitat), sondern
eine rein visuelle Beurteilung (Karlstetter et al., 2017). In dieser zeigte sich grundsatzlich
ein ahnliches Bild, lediglich die Farbung von CD56 zeigte in dieser Arbeit hohere
Intensitaten im Bereich der inneren plexiformen Schicht, und bei der Farbung von
Trisialinsauren wiesen die aullersten Schichten (Schicht der Ganglienzellen und
Nervenfasern, sowie die Schicht der Segmente der Fotorezeptoren) eine hdhere
Farbungsintensitat auf. Mit einem in dieser Arbeit nicht verwendeten Antikérper konnten
Polysialinsduren an NCAM in der Retina von Zebrafischen (Kustermann et al., 2010),
Molchen (Becker et al.,, 1993), Mausen (Bartsch et al., 1990) und Ratten angefarbt
werden. In der Retina der Ratte lielen sich so Polysialinsauren in der gesamten Retina
anfarben mit besonders starker Intensitat der Farbung in der duf3eren und inneren
plexiformen Schicht. Immunoreaktivitat lie® sich auch in der Choroidea und dem
subretinalen Bindegewebe nachweisen. Die Autoren konnten aulRerdem zeigen, dass
Muller-Zellen an NCAM gebundene Polysialinsauren auf ihrer Membran exprimieren,
und dass das durch den Antikdrper erkannte Epitop Sialidase-sensibel ist (Sawaguchi et
al., 1999). Insgesamt scheinen Sialinsduren verschiedener Kettenlangen in
unterschiedlichen retinalen Schichten unterschiedlich stark vorzukommen, weshalb der

gewahlte Ansatz einer nach histologischer Schicht differenzierenden Untersuchung
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sinnvoll scheint und auch fur zukinftige Untersuchungen gewahlt werden sollte. Die
Frage, welche Sialinsaure-Verbindungen in welcher Retinaschicht und mit welchem
Polymerisierungsgrad vorkommen, kann anhand der vorliegenden Ergebnisse nur
teilweise beantwortet werden, da sowohl durch den Sandwich-ELISA, als auch durch die
Immunhistochemie nur jene Sialinsauren quantifiziert beziehungsweise dargestellt

wurden, welche als Epitope der gewahlten Antikorper fungieren.

4 4 Einfluss des Alters auf die untersuchten Sialinsauren

In der Vergangenheit wurde bereits fur Fibroblasten (ltakura et al., 2016) und
Erythrozyten (Kumar et Rizvi, 2013) gezeigt, dass die Mengen an Sialinsauren an der
Zelloberflache mit dem Alter abnimmt. Auch in verschiedenen Geweben wurde eine
altersabhangige Abnahme der Sialinsduremenge beschrieben, so zum Beispiel in den
Gangliosiden des Rattengehirns (Sprenger et al., 2009) und dem Nervensystem des
Seidenwurms (Soya et al., 2017). Fir den Menschen konnte gezeigt werden, dass die
Menge an Gangliosiden im Gehirn, welche die Struktur sind, an die die meisten
Sialinsguren gebunden sind, im Alter abnimmt (Chiricozzi et al.,, 2020).
Massenspektrometrisch wurde eine altersabhangige Abnahme von Polysialinsauren in
Frontal- und Okzipitallappen des menschlichen Gehirns nachgewiesen (Sarbu et al.,
2017). Auch fur die Expression von Polysialinsdure-NCAM und andere Sialoproteine
konnte eine altersabhangige Abnahme gezeigt werden (Marini et al.,, 2021). Im
Muskelgewebe der Maus zeigte sich entgegengesetzt dazu eine Zunahme von
Polysialinsduren bei einer Abnahme der Gesamtsialinsauren (Marini et al., 2021). In
einem Mausmodell mit einem heterozygoten GNE-Knockout zeigte sich im mittleren
Alter eine reduzierte Menge membrangebundener Sialinsauren und damit einhergehend
ein ausgepragterer Verlust von Neuronen im Hippocampus und der Substantia nigra mit
dem Alter im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (Klaus et al., 2020). Im Rahmen der
Experimente in dieser Arbeit fand sich kein signifikanter Einfluss des Alters auf die
messbare Menge der Gesamtsialinsauren und der im Sandwich-ELISA bestimmte
Menge an Polysialinsauren. Hierbei ist allerdings die geringe GroRe der Stichprobe zu

beritcksichtigen. Fur die verschiedenen Sialinsaurefarbungen zeigte sich fur alle
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Kettenlangen flur fast alle Gewebeschichten eine signifikante positive Korrelation der
Farbungsintensitat mit dem Spenderalter. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu
beachten, dass es sich bei den untersuchten Gewebespendern nicht um eine grofRe
Anzahl handelte und diese eine relativ homogene Verteilung des Alters aufwiesen. Dass
alle Sialinsaurefarbungen ein ahnliches Ergebnis zeigten, Iasst die Ergebnisse prinzipiell
plausibel erscheinen, auch wenn aufgrund der einleitenden Ausfuhrungen mit einer
Abnahme der Sialinsduremenge gerechnet wurde. Da sich die Zunahme der
Anfarbbarkeit von Sialinsauren nicht in der Gesamt- oder Polysialinsdurekonzentration
widerspiegelt, ist es mdglich, dass die Sialinsauren-Epitope mit dem Alter im Gewebe
(ohne vorherige Lyse, wie sie fur die Analyse mittels Aminoff-Methode und Sandwich-
ELISA durchgefuhrt wurde) besser zuganglich waren, oder aber, dass die
Vorbereitungsschritte, welche vor der Immunhistochemie durchgefihrt wurden, auf die
Detektion Einfluss hatten. Alternativ scheint plausibler, dass es sich um eine
Beobachtung handelt, die auf der homogenen Verteilung von hohem Alter und
weiblichem Geschlecht in der untersuchten Stichprobe basiert. Es ware auch denkbair,
dass eine altersabhangige Abnahme nur sehr langkettige Polysialinsauren betrifft,
welche einen hoheren Polymerisierungsgrad aufweisen als jene, die mittels
Immunhistochemie detektiert wurden. Ein Hinweis darauf konnte die (allerdings nicht
signifikante) altersabhangige Abnahme der Polysialinsaurekonzentration in den ELISA-

Experimenten sein.

4 5 Einfluss des Geschlechts auf die untersuchten Sialinsauren

In verschiedenen Studien konnte ein Einfluss des Geschlechts auf die messbare
Sialinsduremenge gezeigt werden. So konnte fur das Serum eine Zunahme der
Gesamtsialinsaurekonzentration mit dem Alter fur Frauen gezeigt werden, wahrend es
bei Mannern zu einer Abnahme kam (Olaru et al., 2020). Bei an Diabetes mellitus Typ 1
erkrankten Personen wurde auch in allen Subgruppen eine hohere
Sialinsaurekonzentration in den Serumproben von Frauen im Vergleich zu Mannern
nachgewiesen (Crook et al., 2001). Im Serum weiblicher Personen wurden durch Tajik et

al. im Vergleich zu Mannern signifikant weniger Polysialinsauren nachgewiesen (Tajik et



81

al.,, 2020). In den hier prasentierten Experimenten zeigte sich fir weibliche
Gewebespender eine signifikant hohere Gesamtsialinsaurekonzentration mit einem
Unterschied der Mittelwerte zwischen weiblichen und mannlichen Gewebespendern von
1,92 ug Sialinsauren pro mg Protein,was 28,5 % entspricht. Auch in den Ergebnissen
der Farbung von Sialinsauren verschiedener Kettenlangen zeigte sich Uber alle
Kettenlangen eine signifikant hohere Farbungsintensitat in den Proben weiblicher
Gewebespender. Bezuglich der mittels Sandwich-ELISA bestimmten Polysialinsauren
zeigten die Proben weiblicher Gewebespender eine geringere Konzentration, der
Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant. Bei der Interpretation dieser
Ergebnisse ist zu beachten, dass es sich bei den beiden Gewebespenderinnen, deren
Proben untersucht wurden, gleichzeitig um die altesten untersuchten Spender handelte.
Die weiblichen Gewebespender waren im Mittel 75,5 Jahre alt, wahrend sich fur die drei
mannlichen Gewebespender ein Mittelwert des Alters von 63,33 Jahren ergab. Dass das
Geschlecht der fur die Erklarung der Unterschiede relevantere Faktor sein konnte wird
dadurch gestutzt, dass sich ein signifikanter Einfluss des Geschlechts auf die
Gesamtsialinsaurekonzentration zeigte, welche flr das Alter nicht nachweisbar war.
Insgesamt ist hier kritisch anzumerken, dass weitere Untersuchungen an einer grof3eren
und bezuglich Alter und Geschlecht heterogeneren Stichprobe notwendig sind, um eine
differenzierte Bewertung des Einflusses der Faktoren Alter und Geschlecht zu
ermdglichen. Auch moglich systemische oder okulare Vorerkrankungen der

Gewebespender wurden nicht einbezogen.

4.6 Einfluss von Vorkommen und Aktivitat von Mikroglia auf die untersuchten

Sialinsauren

Mikroglia wurden durch eine Farbung der Marker Iba-1 und CD68 immunhistochemisch
dargestellt. Aullerdem wurde die Gentranskription verschiedener mikroglialer Marker
durch quantitative real-time Polymerasekettenreaktion untersucht. Iba-1-positive Zellen
lieRen sich vor allem in der der Schicht der Ganglienzellen und Nervenfasern, sowie der
inneren plexiformen — und inneren Kornerschicht anfarben. Diese Verteilung der Zellen

in der adulten Retina in den plexiformen Schichten, sowie der Schicht der
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Ganglienzellen und Nervenfasern und der inneren Kornerschicht mit deutlich geringerer
Nachweisbarkeit in der aul3eren Kornerschicht und der Segmente der Fotorezeptoren
entspricht der in der Literatur beschriebenen Verteilung (Guo et al., 2022), in der auch
eine altersabhangige Migration der Mikroglia in aul3ere Retinaschichten beschrieben
wird, deren Korrelat eine signifikante Zunahme |ba-1-positiver Zellen in der gesamten
Retina und in der inneren Kornerschicht mit dem Alter sein kdnnte. Als Limitation dieser
Arbeit ist an dieser Stelle zu nennen, dass keine Untersuchung der Morphologie der
Mikroglia erfolgte, welche weitere Ruckschlisse auf ihren Funktionszustand zulassen
wurde. Wahrend in der humanen Retina eine Zunahme der Anzahl von Mikroglia mit
dem Alter gezeigt werden konnte (Yi et al., 2020), welche sich auch in dieser Arbeit
zeigte, ergaben sich bei der Betrachtung verschiedener Hirnregionen unterschiedlicher
Spezies divergierende Befunde (Muzio et al., 2021). Anhand einer Meta-Analyse von
Studien zur Quantifizierung von Iba-1 mittels unterschiedlicher Verfahren in
Gehirngewebe von Alzheimer-Patienten und gesunden Kontrollen ergab sich, dass Iba-1
von allen Mikroglia-Zellen exprimiert wird und es bei Aktivierung der Zellen zu einer
gesteigerten Expression kommt, die Anzahl der Zellen sich aber nicht verandert
(Hopperton et al., 2018). CD68 als ein Marker der Phagozytose-Aktivitat zeigte eine
etwas abweichende Anfarbbarkeit und war insbesondere im Bereich der Fotorezeptoren,
der aulderen Kornerschicht und der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht nachweisbar.
Eine Zunahme des Vorkommens von CD68 in Mikroglia wurde insbesondere fur die
weille Substanz im Gehirn beschrieben, und es wird ein Zusammenhang mit einem
gestorten Abbau von phagozytiertem Myelin diskutiert (Safaiyan et al., 2016). Als
Zeichen hierfur kann eine signifikante Zunahme der CD68-Farbungsintensitat im Bereich
der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht mit dem Alter interpretiert werden. Die
Gentranskriptionsanalysen zeigten fur alle untersuchten Mikroglia-Marker eine starkere
Transkription mit hoherem Alter, welche im Fall von Iba-1 und CD68 statistisch
signifikant war. Insgesamt deuten die Ergebnisse somit darauf hin, dass es mit dem Alter
sowohl zu einer Zunahme der Anzahl von Mikroglia in der Retina kommt, als auch zu
einer Zunahme ihrer Phagozytose-Aktivitat, welche in dieser Arbeit durch das
Vorkommen und die Transkription von CD68 bestimmt wurde. Diese Befunde passen zu
einer in der Literatur beschriebenen und auf Genexpressions-Daten basierenden

Beobachtung einer erhdhten Mikrogliadichte und -aktivierung in gealterten humanen
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Retinae (Yi et al., 2020). Interessanterweise zeigte sich kein signifikanter Anstieg der
Transkription von TMEM119, obwohl dieser allein aufgrund der Zunahme der Zellzahl
prinzipiell denkbar erscheint. Dies konnte ein Hinweis auf ein hdheres
Aktivierungsniveau der vorhandenen Mikroglia sein. Im Mausmodell einer degenerativen
Netzhauterkrankung zeigte sich in einer Einzelzell-RNA-Sequenzierung im Vergleich der
mutierten mit wildtyp-Mausen eine verringerte Expression des homoostatischen
Mikroglia-Markers TMEM119. Dies wurde was als Hinweis auf eine mikrogliale
Aktivierung interpretiert, insbesondere, da auch die Expression von Aktivierungsmarkern
zunahm (Kumari et al., 2022). Beim Vergleich der beiden Geschlechter bezlglich des
Vorkommens mikroglialer Marker fiel auf, dass, obwohl sich bei weiblichen
Gewebespendern signifikant mehr Iba-1-positive Zellen in der gesamten Retina und der
inneren plexiformen Schicht fanden und CD68 in der Ganglienzell- und
Nervenfaserschicht signifikant starker anfarbbar war, sich in den
Genetranskriptionsanalysen nur eine signifikant hohere Transkription von TMEM119
zeigte, es also trotz gesteigerter Anzahl und gesteigerter Phagozytose nicht zu einer
starkeren Aktivierung der Mikroglia mit konsekutiver Downregulation von TMEM119 kam.
Die Mikroglia-Aktivierungsmarker wurden nicht signifikant vermehrt transkribiert. In der
Literatur kommen verschiedene Autoren zu unterschiedlichen Schlussen bezuglich eines
geschlechtsabhangigen Unterschieds der Anzahl von Mikroglia. Es existieren jedoch,
sowohl in Mausmodellen, als auch bei der Analyse von menschlichen Gehirnen
Hinweise darauf, dass im Gewebe weiblicher Individuen eine starkere Hochregulation
inflammatorischer Gene stattfindet (Lynch, 2022). In einer Studie, die altersabhangige
Veranderungen in der Mauseretina untersuchte, zeigte sich hingegen ein starkerer
Anstieg der Iba-1-Immunoreaktivitat in den Proben mannlicher Mause (Trotta et al.,
2021). Bei Betrachtung der Zusammenhange der mittels Aminoff- und Sandwich-ELISA
bestimmten Gesamt- und Polysialinsauren zeigte sich nur in der inneren plexiformen
Schicht und der Schicht mit den Segmenten der Fotorezeptoren eine signifikante
positive Korrelation der Polysialinsauremenge mit der Anzahl Iba-1-positiver Zellen. Fur
die Gentranskription von Iba-1 und die Farbung und Transkription von CD68 ergaben
sich keine signifikanten Zusammenhange. Bei Korrelation der Gesamt- und
Polysialinsduren mit der Transkription mikroglialer Marker zeigte sich nur eine

signifikante positive Korrelation der Transkription von TMEM119 mit der
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Gesamtsialinsauremenge. Nach den Ergebnissen der Farbungen liegt dem am ehesten
ein vermehrtes Vorkommen von kurz- und mittels anti-CD56-Antikorper anfarbbaren
Sialinsauren in der Schicht der Ganglienzellen und Nervenfasern, den Segmenten der
Fotorezeptoren und der inneren Koérnerschicht zugrunde. Zusammenfassend kdnnte
dies darauf hinweisen, dass die hdohere Anzahl von Mikroglia sich nicht in einem
aktivierten Zustand befinden, da gezeigt werden konnte, dass Mikroglia nach Exposition
mit verschiedenen inflammatorischen Stimuli reduzierte Mengen an Sialinsduren an
ihrer Oberflache exprimieren (Allendorf et al., 2020) und TMEM119 ein homdostatischer
Mikroglia-Marker ist. Prinzipiell wurde, da Mikroglia eine wichtige Rolle in
Neurodegenerationsprozessen spielen, erwartet, dass Sialinsauren und insbesondere
Polysialinsduren bei vermehrtem Auftreten von Mikroglia weniger vorkommen. Bei
Patienten mit milden kognitiven Einschrankungen etwa konnte eine Dysregulation unter
anderem des Kohlenhydratstoffwechsels im Liquor gezeigt werden (Hajjar et al., 2020),
und, dass Sialinsauren bei Personen mit mildem kognitivem Defizit weniger vorkommen
und dies mit einer Progression zu einer Alzheimer-Erkrankung assoziiert war
(Palmigiano et al., 2016). Bei der Untersuchung der Zusammenhange von Mikroglia-
Vorkommen und -Aktivierung und dem Vorkommen verschiedener Sialinsauren ergab
sich ein abweichendes Bild je nachdem ob ein Vergleich der Sialinsaurefarbungen mit
den Ergebnissen der immunhistochemischen Darstellung von Mikroglia oder der
Gentranskription mikroglialer Marker erfolgte. In den Farbungen zeigten sich signifikante
positive Korrelationen der Anfarbbarkeit von A2B5 und CD56, sowie l|ba-1 in der
gesamten Retina und der inneren Kornerschicht. Fur die CD68-Farbung ergab die
Korrelation mit der A2B5 und der CD56-Farbung vor allem im Bereich von gesamter
Retina und der Schicht der Ganglienzellen und Nervenfasern signifikante positive
Zusammenhange. In den Gentranskriptionsanalysen hingegen zeigte sich fur die
Farbung von A2B5 im Bereich der Segmente der Fotorezeptoren und fur die mittels zwei
Antikorpern gefarbten Polysialinsauren (Klon 2-2B und Klon 12F8) im Bereich der
aulleren plexiformen Schicht ein signifikanter Zusammenhang einer hoheren
Farbungsintensitat mit einer geringeren Transkription von Iba-1 und CD68. Eine hdhere
Transkription von TMEM119 ging in der Schicht der Ganglienzellen und Nervenfasern,

sowie der inneren plexiformen Schicht fur A2B5 und CD56 mit einer signifikant starkeren
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Anfarbbarkeit dieser Sialinsauren einher. Im Fall von CD56 war dieser Zusammenhang

auch fur die gesamte Retina statistisch signifikant.

Die Diskrepanz der Ergebnisse macht eine Interpretation schwierig. Ein Aspekt, der die
Ergebnisse der Korrelationen mit den Gentranskriptionsanalysen plausibel erscheinen
lasst, ist, dass sich gegenlaufige Veranderungen fur den homdostatischen Marker
TMEM119 und die Aktivierungsmarker Iba-1 und CDG8 zeigten, auch wenn diese in

unterschiedlichen retinalen Schichten nachweisbar waren.

4.7 Einfluss der Transkription inflammatorischer Marker auf die untersuchten

Sialinsauren

Die beiden mittels Gentranskriptionsanalyse betrachteten inflammatorischen Zytokine
TNFa und IL1B8 zeigten beide eine hohere Transkription mit hoherem Alter, die
Korrelation war jedoch nur im Fall von IL1B statistisch signifikant. Zwischen den
Geschlechtern zeigten sich keine signifikanten Unterschiede und auch der Vergleich der
Gentranskription dieser Marker mit der Gesamt- und Polysialinsaurekonzentration zeigte
keine signifikanten Korrelationen. Bei Korrelation der IL1B-Transkription mit den
Ergebnissen der Farbung von Sialinsauren unterschiedlicher Kettenlange zeigte sich fur
A2B5 und CD56 in der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht eine hohere
Nachweisbarkeit bei vermehrter Transkription von IL13. Fur die Polysialinsaure-
Farbungen (CD56- und PSA-NCAM) ergab sich im Gegensatz dazu in der aufleren
plexiformen Schicht eine starkere Nachweisbarkeit der Sialinsduren bei geringerer
Transkription von TNFa und IL1B. Dieser Zusammenhang zeigte sich fir die
Trisialinsduren (A2B5) im Bereich der Segmente der Fotorezeptoren. Interessanterweise
fanden sich hier bei Korrelation der Gentranskriptionsdaten von inflammatorischen
Markern und Mikrogliamarkern und den Ergebnissen der Sialinsdurefarbungen
Gemeinsamkeiten, welche von der Kettenlange abhangig waren. Fur die Farbung von
Trisialinsauren war eine geringere Transkription von Iba-1, CD68, TNFa und IL13 mit
einer starkeren Anfarbbarkeit in der Schicht mit den Fotorezeptoren assoziiert, wahrend
fur die beiden Farbungen von Polysialinsauren ein signifikanter Zusammenhang einer

geringeren Transkription mit starkerer Farbungsintensitdt im Bereich der aulieren
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plexiformen Schicht gezeigt werden konnte. Fir die Trisialinsduren und die mittels eines
Polysialinsaure-Antikorpers (Klon 2-2B) anfarbbaren Sialinsduren zeigte sich ebenfalls
eine positive Korrelation der CD68-Farbung in der Schicht mit den Fotorezeptoren

beziehungsweise der aulReren plexiformen Schicht.

4.8 Einfluss der Sialyltransferase-Transkription auf die untersuchten Sialinsduren

In der vorliegenden Arbeit wurde die Transkription der Sialyltransferasen, welche eine
wichtige Rolle im Sialinsaure-Stoffwechsel spielen und die Schlusselenzyme der
Polysialinsdure-Synthese sind, untersucht, um Hinweise auf einen moglichen
Zusammenhang mit dem Vorkommen verschiedener Sialinsduren zu finden. Es wurden
Sialyltransferasen aus allen vier anhand ihres Substrats und der katalysierten Reaktion
unterscheidbaren Gruppen untersucht und solche Sialyltransferasen ausgewahlt, die
entweder eine hohe absolute Expression im humanen Gehirn zeigen oder im Vergleich
zu anderen Organen im Gehirn stark exprimiert werden. Es liel3 sich fur alle
untersuchten Sialyltransferasen eine Transkription in der humanen Retina nachweisen.
Bei Analyse der Zusammenhange zwischen den Enzymen untereinander zeigte sich,
dass sich die Sialyltransferasen anhand der Korrelationen untereinander in zwei
Gruppen einteilen lieRen: Den Sialyltransferasen ST6GAL1, ST6GALNACG6, ST8SIA1,
ST8SIA2 und ST8SIAS in der ersten Gruppe und den Sialyltransferasen ST3GALS und
ST8SIAS in der zweiten Gruppe. Innerhalb einer Gruppe bestand jeweils eine
signifikante  positive Korrelation der Transkription der delta-CT-Werte der
Sialyltransferasen untereinander, das heil3t, sie wurden geringer transkribiert, wenn die
anderen Enzyme dieser Gruppe geringer transkribiert wurden. Zwischen den Gruppen
zeigte sich fur die Transkription fast aller Enzyme eine negative Korrelation, welche in
vielen Fallen statistisch signifikant war. Somit wurde eine Gruppe starker transkribiert,
wenn die andere Gruppe geringer transkribiert wurde. Bei Korrelation mit dem Alter der
Gewebespender zeigte sich fur alle Sialyltransferasen der ersten Gruppe eine Zunahme
der Transkription mit dem Alter, welche fur ST6GAL1, ST6GALNAC6, ST8SIA1 und
ST8SIAS signifikant war. Die beiden Sialyltransferasen der zweiten Gruppe wurden im

Gegensatz dazu im Alter geringer transkribiert, jedoch nicht signifikant. Fir ST3GAL5
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und ST8SIA5 zeigte sich bei starkerer Transkription eine Zunahme der Menge an mit
dem ELISA bestimmten Polysialinsauren, wahrend sich bei den Sialyltransferasen der
anderen Gruppe in fast allen Fallen ein negativer Zusammenhang zeigte. Alle
Zusammenhange waren allerdings nicht statistisch signifikant. Von den untersuchten
Sialyltransferasen sind ST6GALNACG6 (Hugonnet et al., 2021), ST3GAL5, ST8SIA1 und
ST8SIAS an der Gangliosid-Biosynthese beteiligt (Julien et al., 2013). Im Gangliosid-
Stoffwechsel konnten altersabhangige Veranderungen gezeigt werden (Svennerholm el
al.,, 1994), und Veranderungen der Expression von Enzymen des Gangliosid-
Stoffwechsels wurden unter anderem mit der neurodegenerativen Erkrankung Morbus
Parkinson in Zusammenhang gebracht (Schneider, 2018). Es zeigten sich bei
Untersuchung der Zusammenhange zwischen der Transkription der an der Gangliosid-
Synthese beteiligten Sialyltransferasen und der Farbungsintensitat von Sialinsauren
unterschiedlicher Kettenlange in einzelnen Schichten teilweise signifikante
Korrelationen. Diese zeigten in der Zusammenschau jedoch kein einheitliches Muster.
Es fiel allerdings auf, dass sich fur die Trisialinsdurefarbung in der Schicht mit den
Segmenten der Fotorezeptoren und fur die Polysialinsaurefarbungen im Bereich der
aulBeren plexiformen Schicht Unterschiede in der Transkription der beiden initial
beschriebenen Gruppen zeigten. Eine geringere Transkription der Sialyltransferasen der
ersten Gruppe war mit einer starkeren Anfarbbarkeit von Trisialinsauren assoziiert,
wahrend sich fur die zweite Gruppe ein entgegengesetzter Trend zeigte mit einer
starkeren Transkription, welche mit einer starkeren Anfarbbarkeit einherging. Bei
Betrachtung der gesamten Retina fand sich eine signifikant hohere Farbungsintensitat
fur Polysialinsauren (CD56 und PSA-NCAM-Farbung) bei starkerer Transkription von
ST6GALNACG6. In Darmkrebszellen konnte eine Veranderung der Glykane der
Zelloberflache mit einer verringerten Transkription von ST6GALNAC6 in Verbindung
gebracht werden, was moglicherweise zu einer Entzindungs-mediierten Karzinogenese
beitragt (Hugonnet et al., 2021). ST6GAL1 katalysiert insbesondere den Transfer von
Sialinsduren an Strukturen der Zelloberflache. Neben einer Beteiligung an der
Glykosylierung von Krebszellen konnte gezeigt werden, dass dies Uber die Bindung von
Sialinsduren an verschiedene Rezeptoren zu einer Forderung unterschiedlicher
inflammatorischer Signalwege beitragt (Holdbrooks et al., 2020 und Ankenbauer et al.,

2023). Es wird in der Literatur fir die Expression von ST6GAL1 eine hohe Expression im
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Kindesalter und im hohen Alter beschrieben (Catera et al., 2016). Es zeigte sich fur
A2BS5 und CD56 in der Schicht mit den Ganglienzellen und Nervenfasern eine signifikant
hohere Farbungsintensitat bei starkerer Transkription von ST6GAL1. Die Enzyme
ST8SIA2, ST8SIA3 und ST8SIA4 sind zur Synthese von Polysialinsauren befahigt.
Dabei spielen insbesondere ST8SIA2 und ST8SIA4 in der Produktion von PSA-NCAM
eine wichtige Rolle (Hugonnet et al., 2021). Mutationen im ST8SIA2-Gen kommen bei
psychiatrischen Erkrankungen wie Schizophrenie, bipolarer Stérung und Autismus vor
(Sato et al., 2016). Fur ST8SIA2 zeigte sich in den aulleren Retinaschichten (OPL, ONL,
ISOS) eine in vielen Fallen signifikante Korrelation einer geringeren Transkription mit
starkerer Anfarbbarkeit von Polysialinsauren (CD56 und PSA-NCAM). Im Vergleich dazu
wurde ST8SIA3 in der Ganglien- und Nervenfaserschicht, der inneren plexiformen
Schicht, sowie der gesamten Retina signifikant starker transkribiert bei starkerer
Anfarbbarkeit von CD56 und PSA-NCAM. Bei Korrelation der Transkription der
Sialyltransferasen mit Mikroglia- und Entzindungsmarkern zeigten sich erneut ein klarer
Unterschied zwischen den eingangs beschriebenen Gruppen. Wahrend die
Sialyltransferasen ST6GAL1, ST6GALNAC6, ST8SIA1, ST8SIA2 und ST8SIA3 bei
starkerer Transkription dieser Marker ebenfalls vermehrt transkribiert wurden, zeigte sich

fur ST3GALS und ST8SIAS ein entgegengesetzter Trend mit geringerer Transkription.

Zusammenfassend zeigten sich interessante Veranderungen der Transkription einiger
Sialyltransferasen abhangig vom Alter des Gewebespenders und der Transkription von
Mikroglia- und Entzindungsmarkern. Es liel} sich kein globaler, offensichtlicher
Zusammenhang zwischen der Transkription und dem Vorkommen verschiedener
Sialinsauren herstellen. Dafur sind verschiedene Grinde denkbar. Grundsatzlich ist die
Transkription eines Enzyms nicht der Enzymaktivitat gleichzusetzen. Fir das
Vorkommen von Polysialinsauren im Ganglion ciliare von Hihnerembryonen konnte
gezeigt werden, dass nicht primar das Vorkommen von mMRNA von
Polysialyltransferasen fur das Vorkommen von Polysialinsduren entscheidend war,
sondern es zeigte sich eine Abhangigkeit der Polysialinsdure-Biosynthese sowie der
Polysialyltransferase-Aktivitat vom Calcium-Spiegel. Zusatzlich wird ein Vorkommen von
Polysialinsduren abhangig von der neuronalen Aktivitat beschrieben (Brusés et

Rutishauser, 1998). In der vorliegenden Arbeit wurden nicht alle Sialyltransferasen
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untersucht. Insbesondere die Transkription von ST8SIA4, welche die Synthese von
Polysialinsduren katalysiert, wurde hier nicht betrachtet. Auch die Expression von
Sialidasen und ihre Aktivitat, um unter anderem Sialinsduren aus phagozytierten
Glykoproteinen und Glykolipiden zu recyceln, war nicht Gegenstand der
Untersuchungen. In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass bei
Entzindungsprozessen der Retina vermehrt Neuraminidase 1 vorkommt, und dass
retinale Ganglienzellen weniger Sialinsduren aufweisen (Lorenz et al., 2021). Auch
wurde die Expression von Rezeptoren der Sialinsauren, welche fur deren biologische
Wirkung relevant sind, nicht untersucht. Es existieren Untersuchungen, dass es
Diskrepanzen gibt in der Detektion von Polysialinsauren zwischen verschiedenen
Detektionsverfahren, namentlich der Immunhistochemie und der

Immunaffinitatschromatographie (Gretenkort et al., 2023).

5. Zusammenfassung

Polysialinsauren sind polymere Kohlenhydratverbindungen, die im zentralen
Nervensystem nicht nur an Entwicklungs- und Regenerationsprozessen beteiligt sind,
sondern auch eine Rolle in der Regulation zellularer und humoraler Immunreaktionen
spielen. Entzindungsprozesse haben das Potential Gewebe zu schadigen, und ihre
Beteiligung konnte bei einer Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen gezeigt
werden. Ziel dieser Arbeit war deshalb, im Rahmen eines Pilotversuchs mittels zum Teill
neuer Verfahren Erkenntnisse zum Vorkommen von Sialinsauren in der Retina humaner
Gewebespender (n = 5, 3m/2w) zu gewinnen und mdgliche assoziierte Faktoren zu

beschreiben.

Bei der Gesamtsialinsdurekonzentration ergaben sich signifikante Unterschiede
zwischen den Retinaproben verschiedener Spender. Die Polysialinsaurekonzentration
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Proben verschiedener Spender.
Immunhistochemisch waren Polysialinsauren vor allem im Bereich der inneren
Retinaschichten nachweisbar, wahrend sich flr Trisialinsduren eine homogenere

Farbung in der gesamten Retina zeigte. Bezuglich des Einflusses von Alter und
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Geschlecht zeigte sich in den immunhistochemischen Experimenten eine signifikant
hohere Anfarbbarkeit von Oligo- und Polysialinsduren in hoherem Alter und bei

weiblichen Spendern.

Es konnte eine altersabhangige Zunahme der Anzahl und CD68-Farbungsintensitat von
Mikroglia, sowie der Gentranskription des inflamatorischen Zytokins IL1B in der
humanen Retina nachgewiesen werden. Beim Vergleich der Geschlechter zeigte sich
bei weiblichen Spendern eine hdohere Anzahl von Iba1-positiven Mikrogliazellen, jedoch
wurde nur der mikrogliale Homdostase-assoziierte Marker TMEM119 auch hdher
transkribiert. Zwischen Anzahl und Aktivitat von Mikroglia, sowie der Gentranskription
inflammatorischer Zytokine und den untersuchten Sialinsauren liel sich eine positive
Korrelation der Transkription von TMEM119 mit der Gesamtsialinsauremenge
nachweisen. DarlUber hinaus ergaben die Sialinsaurefarbungen lediglich Hinweise auf

schichtspezifische Veranderungen, ohne dass ein konklusives Gesamtbild ableitbar war.

Die Gentranskription der untersuchten Sialyltransferasen zeigte klare Hinweise auf eine
Abhangigkeit vom Alter oder der Transkription von Mikroglia- und Entzindungsmarkern.
Das Geschlecht, die Gesamtsialinsaurekonzentration und die

Polysialinsdurekonzentration hatten hier keinen signifikanten Einfluss.

Perspektivisch sollten weitere neue zum Beispiel auf Massenspektrometrie basierende
Verfahren zur genaueren Analyse der Komplexitat unterschiedlicher Mono-, Oligo und

Polysialinsauren etabliert und an einer groReren Stichprobe untersucht werden.

Durch genauere Kenntnisse von Eigenschaften und Vorkommen von Sialinsauren in
humanen Retinae erdffnen sich Perspektiven fur die klinische Anwendung als Therapie

entzundlicher und degenerativer Erkrankungen der Netzhaut.
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6. Anhang
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Abb. 20: Auswirkungen des Hydrolyse-Schritts auf die Detektion unterschiedlicher
Mengen der ungebundenen Sialinsaure Neu5Ac. Die Standards der ersten Bedingung
(ohne Hydrolyse) wurden ohne weitere vorbereitende Schritte analysiert. Bei der
zweiten Gruppe (mit Hydrolyse) wurden vor der Analyse die Schritte zur
Gewebevorbereitung (Zugabe von Salzsaure, Erhitzung auf 80 °C fuar 1 h und
Zentrifugation) durchgefuhrt. Anschlieliend wurde die Aminoff-Methode durchgefihrt
und die Fluoreszenz (Exzitation 555nm, Emission 585 nm) gemessen. Im gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich zeigt sich eine signifikant niedrigere gemessene
Fluoreszenz in den vorbehandelten Standards. Im Mittel betrug die nach den
Gewebevorbereitungsschritten detektierte Sialinsaurekonzentration 83,58 % der
Konzentration ohne die Schritte der Gewebevorbereitung. Dargestellt ist der Mittelwert
aus drei Messungen * Standardabweichung. Es wurde trotz nicht erflllter
Normalverteilungsvoraussetzung in allen Fallen ein t-Test fur verbundene Stichproben
durchgefuhrt. Bei gegebener Normalverteilung und Linearitat erfolgte die Berechnung
des Pearson-Korrelationskoeffizienten (N je = 30). Es zeigte sich jeweils eine sehr
starke, statistisch signifikante positive Korrelation zwischen Sialinsdurekonzentration
und Fluoreszenzsignal. Im Fall ohne Hydrolyse mit r = 0,938 (p = 0,000) und im Fall mit
Hydrolyse r = 0,952 (p = 0,000). Zum Vergleich der Korrelationskoeffizienten wurde
eine Fisher-z-Transformation der Korrelationskoeffizienten durchgeflhrt. Bei einer
PrafgréRe z von 0,483 (p = 0,631) ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den Korrelationen.
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Abb. 21: Effekt verschiedener Verdinnungslésungen auf das gemessene
Extinktionssignal bei Analyse von freien Sialinsduren mittels Aminoff-Methode. Es
wurden steriles Wasser, eine 0,1 M Salzsaure (HCI) und 200 pl RIPA
(Radioimmunoprecipitation assay)-Puffer mit Zugabe von 28 pl einer 1 molaren
Salzsaure verglichen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Messungen +
Standardabweichung. Es zeigte sich kein signifikanter Einfluss der Verdinnungslésung
auf die gemessene Extinktion der farbigen Losung, welche im letzten Reaktionsschritt
der Aminoff-Methode entsteht. Zur statistischen Auswertung wurde zum Vergleich der
Konditionen bei einer Konzentration von 0 ug Neu5Ac (5-N-Acetyl-Neuraminsaure) bei
fehlender Normalverteilung und fehlender Varianzhomogenitat eine Welch-ANOVA
(Analysis of variance) durchgefiihrt. Bei den restlichen Konzentrationen waren
Normalverteilungs- und Varianzhomogenitatsvoraussetzung erfullt, weshalb eine
ANOVA angewandt wurde. Bei in allen Fallen nicht signifikanten Ergebnissen der
ANOVA wurde auf einen post-hoc-Test verzichtet.
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Abb. 22: Einfluss von DNA auf das gemessene Extinktionssignal. Es wurde eine Probe
ohne Zugabe von Sialinsauren (steriles Wasser), sowie eine Probe mit 85,33 ug cDNA
(Complementary deoxyribonucleic acid) mittels Aminoff-Methode analysiert und die
Extinktion bei 550 nm gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei Messungen *
Standardabweichung. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Hintergrundsignal und dem Extinktionssignal der Probe mit der cDNA. Bei fehlender
Normalverteilung und gegebener Varianzhomogenitat wurde ein t-Test fir unabhangige
Stichproben durchgefihrt.
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Abb. 23: Einfluss eines Detergens im Waschpuffer auf das gemessene
Extinktionssignal. Dargestellt sind die Werte einer Messung. Bei gegebener
Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov-Test und erfullter Linearitdt wurde der
Pearson-Korrelationskoeffizient berechnet. Es ergab sich bei einem pH 7,2 ohne
Zugabe von Triton r = -0,040 (p = 0,925), sowie bei Zugabe von Triton ein r = 0,620 (p =
0,101). Zum Vergleich ergab sich nach Fisher-z-Transformation eine Prufgrolle z = -
1,21 (p = 0,226) und somit kein signifikanter Unterschied zwischen den Korrelationen.
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Abb. 24: Vergleich verschiedener Inkubationszeiten der Meerrettichperoxidase mit
ihrem Substrat TMB (3,3',5,5-Tetramethylbenzidin) vor Zugabe von Salzsdure zum
Stoppen der Reaktion. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei Messungen mit der
Standardabweichung als Fehlerbalken. Es wurde bei in allen Fallen erfullter
Normalverteilungsvoraussetzungen und fehlender Varianzhomogenitat eine Welch-
ANOVA durchgefiihrt. Es zeigten sich bis auf den Vergleich von einer Inkubationszeit
von 5 min und 30 min bei einer Polysialinsaurekonzentration von 5 ng/ml (p = 0,015)
keinerlei signifikante Unterschiede. In der Korrelationsanalyse zeigte sich bei allen
Messungen ein signifikanter Pearson-Korrelationskoeffizient (5 min: r = 0,731, p =
0,001; 10 min: r = 0,710, p = 0,002; 15 min: r = 0,727, p = 0,001; 20 min: r = 0,743, p =
0,001; 30 min: r = 0,786, p = 0,000), welcher bei erflllter Normalverteilung und
Linearitat berechnet wurde. In der Fischer-Z-Transformation zum Vergleich der
Korrelationskoeffizienten ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Korrelationskoeffizienten.
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Abb. 25: Testung des Sandwich-ELISA auf unspezifische Bindung. Um den ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) auf unspezifische Bindung der Komponenten
des Detektionssystems zu testen erfolgte die Inkubation unter Auslassung des Coating-
Antikdrpers und ohne Zugabe von Polysialinsauren. Es wurde in beiden Fallen eine
TMB-Inkubationszeit von 30 min gewahlt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier
Messungen ohne Coating-Antikdrper und zwei Messungen mit Coating-Antikorper *
Standardabweichung. Bei fehlender Erflullung der Normalverteilungs- und
Varianzhomogenitats-Voraussetzung wurde eine Welch-ANOVA (Analysis of variance)
durchgefuhrt, bei fehlender Signifikanz des Ergebnis wurde keine post-hoc Analyse
durchgefuhrt.
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Abb. 26: Beeinflussung des Extinktionssignals durch die Schritte zur
Gewebevorbereitung. Es wurde der Einfluss der Schritte zur Gewebevorbereitung auf
die messbare Polysialinsdurekonzentration im Gewebe untersucht. Dazu wurde eine
Mausleberprobe sowohl ohne Zugabe von Polysialinsauren, als auch mit Zugabe von
Polysialinsauren entweder vor den Schritten zur Gewebevorbereitung in Form von
Zentrifugation und Proteinase-K-Verdau (Zugabe zum Gewebehomogenat) oder nach
den Schritten der Gewebevorbereitung zum gewonnen Uberstand (Zugabe zum
Uberstand) analysiert und die Polysialinsduremenge anhand einer Standardkurve
berechnet. Es wurde jeweils eine anhand der Probe ohne Zugabe von Polysialinsauren
und der zugegebenen Polysialinsduren erwartete Polysialinsaurekonzentration
berechnet und die Polysialinsaurekonzentration der Proben gemessen. Dargestellt sind
die Werte einer Messung. Eine bei gegebener Normalverteilung und
Varianzhomogenitat durchgefihrte ANOVA (Analysis of variance) ergab keine
signifikanten  Unterschiede  zwischen den  Mittelwerten der berechneten
Polysialinsaurekonzentration, der gemessenen Polysialinsaurekonzentration bei
Zugabe vor der Gewebevorbereitung und der gemessenen
Polysialinsaurekonzentration bei Zugabe nach der Gewebevorbereitung (F = 0,265, p =
0,773).
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Tab. 13: Korrelation der z-standardisierten, hintergrundkorrigierten, integrierten
Farbungsintensitaten der Sialinsaurefarbungen miteinander durch Berechnung der
Pearson- Korrelationskoeffizienten.

A2BS5 - CD56 A2B5 - PSANCAM CD56 - PSANCAM

retina |0,508*** 0,340** 0,384***

GCNFL |0,611*** 0,546™** 0,484***

IPL 0,445*** 0,234* 0,283*

INL 0,469™** 0,378™** 0,151

OPL 0,191 0,196 0,479***

ONL 0,203 0,197 0,483***

ISOS |0,005 0,104 0,127

Tab. 14: Pearson-Korrelationskoeffizienten der Anzahl Iba-1-positiver Zellen und der z-
standardisierten, hintergrundkorrigierten, integrierten CD68-Farbungsintensitat mit den
z-standardisierten, hintregrundkorrigierten, integrierten Intensitaten der verschiedenen
Sialinsaurefarbungen in den unterschiedlichen retinalen Schichten, sowie der gesamten

Retina.

Iba-1-Farbung

Iba-1 — A2B5 Iba-1 — CD56 Iba-1 — PSA-NCAM
retina |0,357** 0,527*** 0,189
GCNFL |0,091 0,066 0,005
IPL 0,162 0,249* 0,194
INL 0,299** 0,464*** 0,098
OPL -0,072 0,043 -0,176
ONL -0,022 -0,215 -0,172
ISOS |-0,134 -0,025 -0,196
CD68-Farbung
CD68 — A2B5 CD68 — CD56 CD68 — PSA-NCAM
retina |0,377** 0,280 0,163
GCNFL |0,480*** 0,381*** 0,366**
IPL -0,058 -0,416*** -0,011
INL 0,054 -0,036 0,093
OPL 0,086 0,129 0,468***
ONL 0,181 -0,017 0,136
ISOS [0,489*** 0,173 0,197
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Tab. 15: Pearson-Korrelationskoeffizienten der Korrelationen der z-standardisierten,
hintergrundkorrigierten, integrierten Sialinsaurefarbungsintensitaten mit den delta-CT-
Werten der Gentranskription von mikroglialen- und inflammatorischen Markern.

Mikroglia-Marker

Farbung |Gen retina |GCNFL |IPL  |INL OPL ONL [ISOS
A2B5 | TMEM119 | -0,378| -0,652***-0,472* -0,079] -0,241/ 0,042 0,023
Iba-1 -0,019]  -0,323 -0,082] 0,279 -0,030, 0,269 0,478
CcD68 0,070, -0,196 0,016/ 0,380 0,027| 0,190 0,610**
CD56 | TMEM119 |-0,545*% -0,657***-0,491* -0,252| 0,342 -0,017| -0,329
Iba-1 -0,346/ -0,468* -0,295 0,028 0,448* 0,121 -0,207
CcD68 -0,130|  -0,274 -0,088 0,238 0,566** 0,246 -0,090
PSA TMEM119 | -0,258  -0,231 -0,143 0,110 0,343 -0,083 0,002
NCAM  |pa-1 0,281  -0,250 -0,179 -0,045 0,401* -0,171 0,104
CcD68 0,151  -0,148 -0,073| 0,012 0,501** -0,209 0,064
Inflammatorische Marker
Farbung |Gen retina |GCNFL |IPL  |INL OPL ONL |ISOS
A2B5 TNFa 0,012| -0,154 0,045 0,302 -0,010, 0,035 0,446*
IL1B -0,234| -0,519** -0,314, 0,131 -0,195 -0,028 0,433*
CD56 |TNFa 0,079 -0,065 0,129/ 0,360 0,728*** 0,420* 0,016
IL1B -0,354| -0,532** -0,289 -0,053 0,437* 0,114 -0,292
PSA TNFa 0,094 0,065 0,152 0,349 0,673*** 0,023 0,165
NCAM L1 -0,206]  -0,225 -0,078/ 0,024/ 0,444* -0,199/ 0,008

Tab. 16: Pearson-Korrelationskoeffizienten der delta-CT-Werte der Sialyltransferasen
mit Alter, Gesamtsialinsdurekonzentration und Polysialinsdurekonzentration.

Gen Alter Gesamtsialinsauren Polysialinsauren
ST3GALS 0,214 -0,314 -0,310
ST6GAL1 -0,720*** -0,218 0,168
ST6GALNACG6 -0,685*** 0,004 0,189

ST8SIA1 -0,550** -0,081 0,263

ST8SIA2 -0,095 0,121 0,046

ST8SIA3 -0,412* -0,084 -0,037

ST8SIA5 0,289 -0,211 -0,255
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17:
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Pearson-Korrelationskoeffizienten
hintergrundkorrigierten, integrierten Sialinsaurefarbungsintensitat mit den delta-CT-
Werten der Transkription der Sialyltransferasen.

der

z-standardisierten,

Farbung |Gen retina GCNFL |IPL INL OPL ONL ISOS
A2B5 |ST3GAL -0,010 0,008/ -0,031, -0,154] 0,151 -0,124 -0,441*
5
ST6GAL -0,197| -0,493*| -0,289 0,114 -0,196, 0,052 0,429*
1
ST6GAL -0,153| -0,433*| -0,256 0,113 -0,264, 0,072 0,505**
NACG6
ST8SIA1 -0,127) -0,406*| -0,204| 0,175 -0,147, -0,101| 0,504**
ST8SIA2 | -0,015] -0,202] -0,037| 0,306/ -0,025/ 0,368 0,266
ST8SIA3 | -0,101] -0,341| -0,263| 0,084 -0,175 0,269 0,244
ST8SIA5 0,029 0,078 0,025 -0,214] 0,221 0,066| -0,542**
CD56 |ST3GAL -0,170| -0,084| -0,132 -0,298 -0,158 -0,103| -0,387*
5
ST6GAL -0,365| -0,532**| -0,294| -0,086, 0,330, -0,016] -0,284
1
ST6GAL | -0,397* -0,540** -0,350| -0,095 0,186 -0,137 -0,107
NACG6
ST8SIA1 -0,175 -0,343| -0,111 0,049/ 0,436* 0,022] -0,194
ST8SIA2 | -0,131] -0,192] -0,070| 0,247 0,589**| 0,387* 0,082
ST8SIA3 | -0,504** -0,587** -0,473* -0,229 0,028 -0,188 -0,135
ST8SIA5 | -0,344 -0,156| -0,389* -0,508**| -0,542**| -0,454* -0,192
PSA- |ST3GAL -0,167) -0,085 -0,219| 0,202 -0,081 0,201 -0,377
NCAM |5
ST6GAL -0,296| -0,282] -0,147, -0,115 0,349  -0,331 0,009
1
ST6GAL | -0,511** -0,481* -0,353| -0,390* 0,096/ -0,536** -0,134
NACG6
ST8SIA1 -0,211| -0,174| -0,093] -0,016) 0,440* -0,326, -0,101
ST8SIA2 | -0,075 -0,003 0,022/ 0,097 0,538** 0,099 0,429*
ST8SIA3 | -0,485* -0,441* -0,397* -0,356] 0,004/ -0,310 0,027
ST8SIA5 | -0,154| -0,033] -0,318| -0,149] -0,368 0,303 -0,090

Tab. 18: Pearson-Korrelationkoeffizienten der delta-CT-Werte der Transkription der
Sialyltransferasen mit denen von mikroglialen- und inflammatorischen Markern

TMEM119 Iba-1 TNFa CD68 IL1B
ST3GALS -0,042 -0,247 -0,197 -0,314 -0,235
ST6GAL1 0,742*** 0,927*** 0,651*** 0,868*** 0,943***
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ST6GALN 0,633*** 0,848*** 0,517** 0,807*** 0,828***
é‘?gSIM 0,475** 0,723*** 0,788*** 0,870*** 0,797***
ST8SIA2 0,677*** 0,782*** 0,607*** 0,656*** 0,633***
ST8SIA3 0,734*** 0,762*** 0,235 0,575** 0,651***
ST8SIA5 0,062 -0,340 -0,624*** -0,651*** -0,427*
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