Untersuchungen humaner naturlicher Killer-Zellen und
ihrer Sialyltransferasen nach Dicarbonyl-Stress

Dissertation

zur Erlangung des
Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)
der
Naturwissenschaftlichen Fakultat | — Biowissenschaften —

der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg,

vorgelegt

von Herrn Philip Rosenstock

geb. am 23.12.1989 in Hannover



Gutachter:
PD Dr. Iris Thondorf
Prof. Dr. Rudiger Horstkorte

Prof. Dr. Lars-Oliver Klotz  (Friedrich-Schiller-Universitat Jena)

Datum der Verteidigung: 01.07.2020



Inhaltsverzeichnis

AbbilduNgSVErZeiCHNIS ......eeemiiiiiiccerr e ————— |
TabellenVerzeiChNis ... s ]
AbKUrzuNgSVerzeiChNIS .....ccceiiiiieeeriiiise s s s s e 1]
B IR = 11111 (T ' 1
1.1 Glykierung und Dicarbonyl-StreSs ..........eueeiiiiiiiiiie e 1
1.1.1 GIYKIBIUNG ..ottt ettt e e e e et e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e eaaaas 1
1.1.2  Dicarbonyl-Verbindungen und Dicarbonyl-Stress ...........coccooveiiiiiiiiiiiiieeeenee 2

1.1.3  Glykierung und Dicarbonyl-Stress im Alter und bei altersbedingten
ErKranKUNGEN ... 5

1.1.4  Auswirkungen von Glykierung und Dicarbonyl-Stress auf das Immunsystem... 6

1.2 SHAIINSAUEN ...t e e e e e e e e eeeens 8
1.2.1 SIAIYRIANSTEIASEN.....eeeiieiie e 9
1.3 Natlrliche Killer-Zellen ............ e 12
1.3.1 Rezeptoren auf NK-Zellen ... 12
1.3.2 Lyse von Zielzellen durch NK-Zellen ... 14
1.3.3 Humane NK-ZellliNien ... 16
1.3.4  Sialinsduren auf NK-Zellen...........ooooiiiiii e 17
1.3.5 NK-Zellen im Alter und bei altersbedingten Erkrankungen .............cccccceeeennnee 18
1.4 Zielstellung der ArDeit...........o i 21
2 Material und Methoden ...........couiiiiiiiiimmmmiri 22
2.1 MAEEIIAL ... a e 22
21.1 ChemiKalEN .o 22
2.1.2  Molekularbiologische Reagenzien und KitS .........coooooieiiiiiiiieee, 23
21.3 Hergestellte LOSUNGEN ......cooeiiiii e 24
2.1.4  ZellKURUr-REAQENZIEN ..o 25
215 PIIME e 26
2.1.6  ANEKOIDET ...t 27
2.1.7  Verbrauchsmaterialien ... 27

2.1.8 G 1= o= | (=TT TSR 28



21.9 o111 =1 (= DTSRRI 30

2.2 MEENOAEN ...ttt e e e e e e e e e e aaa 31
2.2.1 ZEIKURUT <.ttt e e e e e e e aeeeaeeas 31
2.2.1.1 ZElKURIVIEIUNG ..ot 31
22.1.2 Behandlung mit Methylglyoxal und Glyoxal .............ccccoeeiiiiiiiiiiiiiiine 31
2.2.1.3 Stimulation mit Interleukin-2 (IL-2)........ccccvveriireee e 32
22.1.4 MIKFOSKOPIE ...ttt e e e 32
2.2.1.5 VT T o ASSAY .ttt ettt a e e e e e e e e e e e e e 32
2.2.2  DUrchflusSzZytOmEtrie.......c.uiiiiiiiiee e 33
2.2.21 Vi @D EATS - ASSAY ..tvvvevvreretreteeeettteeteeeeebettteteebee bbbt n b e n e nnnne 34
2222 KONJUGAT-ASSAY ..o 36
2.2.2.3 ZYIOTOXIZITAIS-ASSAY ..vvvvvvvvrrrerrrnnnniriiitiitiieeieeeteeeaaeeeeeebeeeeesnneeneennnnnnnennnnnnne 37
223 Protein-ANalySe......ccooo i 39
2.2.3.1 Protein-1S0olation ... 39
2.2.3.2 Konzentrationsbestimmung ... 39
2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelekirophorese ... 39
2234 WESTEIN-BIOL ... 39
2.2.4  BNA-ANGIYSE. ...t 40
2.2.41 RBNA-ISOIAtION ... 40
2242 Reverse Transkription ..o 41
2243 P II Er 41
2244 Polymerase KettenreaKtion ... 41
2245 Agarose-Gel-Elektrophorese ....... ..o 42
2.2.4.6 Semiquantitative Real-Time PCR ... 42
2.2.5  DatenanalySe .......eeeiiiiiiiiiiiii e 43

B o 1= o 17T 44
3.1  Einfluss von Dicarbonyl-Stress und Glykierung auf die Funktion von NK-Zellen.....44
3.1.1 Glykierung von NK-Zellen ..........oeeiiiii e 44
3.1.1.1 Nachweis der GIYKIEIUNG ......cooiiiiiiiiiiieieee e 44

3.1.1.2 Viabilitat und metabolische AKEIVITAL .......oeveie e 45



3.1.1.3 ZellMOrPROIOGIE. ... e 47

3.1.1.4 KONJUGAT-ASSAY ...ceeiieeeieite ettt a e e 48
3.1.1.5 ZYIOtOXIZIHAIS-ASSAY ...vveeeeiiieieiiiiie ettt 51
3.1.2  Glykierung von K562-Zellen ...........ooouuiiiiiiiiiiiiiiieiee e 53
3.1.2.1 Nachweis der GIYKIErUNG .......coooiiiiiiiii e 54
3.1.2.2  VI@bIlItAL ... s 55
3.1.2.3 Konju@atbildUNG ....cccooeiie e 55
3.1.2.4 ZYTOTOXIZIHAL ... 56

3.2  Analyse der Sialyltransferasen in NK-Zellen...........ccooiiiiiiicniie e 57
3.2.1 Primer Design und Test.......ooo i 58
3.2.2 Expression der Sialyltransferasen in NK-Zellen..........cccccoiiiiiiiiniie, 59
3.2.3 Expression der Sialyltransferasen nach Stimulation mit IL-2 ........................... 62
3.2.4  Expression der Sialyltransferasen nach MGO-Behandlung ...............coceeeee. 64

[ TE= LW =T o o 66
4.1  Einfluss von Dicarbonyl-Stress und Glykierung auf die Funktion von NK-Zellen.....66
411 Glykierung von NK-Zellen ..........ooeeiiiiiii e 66
41.1.1 Verwendete ZellliNi€ ........ooooo i 66
41.1.2 Verwendete Konzentrationen ... 66
4.1.1.3  Viabilitdt und metabolische AKLIVItaL ...........cccoeiiiiiiiii e 67
41.1.4 Unterschiedliche starke Effekte durch MGO oder GO ..........cccveeeeieennnnnee 68
41.1.5 Maogliche Mechanismen............ooo 70
41.1.6 Bedeutung fur die reduzierte NK-Zell-Aktivitat in vivo.............cccccoeeeee. 70
4.1.2  Glykierung von K562-ZelleN ..........cooiueiiiiiiiiee e 71
41.2.1 Unterschiede zur Glykierung der NK-Zellen ...........ccccceeiiiiiiiiiiieeieeeeee 71
41.2.2 Bedeutung fur die Krebsentstehung und Behandlung ............cccccceeeeeiniee 72

4.2  Analyse der Sialyltransferasen in NK-Zellen..............ccoooooiiiiiiieeeeee 74

4.2.1 Charakterisierung der NK-Zellen basierend auf ihrer Expression der

SIAlYRIANSTErASEN.....eeiiieiie e 74
4.2.2  Veranderung durch AKEVIEIUNG .......cocueiiiiiiiiiei e 75

4.2.3 Veranderung durch Dicarbonyl-Stress........ueeiiiiiiiiiiiiiieieeiiieeeee e 75



LT ¥ L] o T 77
6 ZUSAMMENTASSUNQ...cumerrririiiiirsnnnnerrrrrsassssssssss e e aaas s s s s s e s e e rreaaa s anm s e e e e e e e aa s nnnnnnnnnns 79
A -\ 1 (T 80
8 LiteraturverzeiChnis ... 81
Y 3T T 102
PUbliKatioNSIiSte......cuuiiiiiiiiiinr s 104
Lebenslauf ... ——————————— 106
2T ST T L1 o 107

Eidesstattliche ErkIGrung........cccceeiiiiiiiiiimnniinnsscceesen s e 108



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:
Abbildung 10
Abbildung 11
Abbildung 12
Abbildung 13
Abbildung 14
Abbildung 15
Abbildung 16
Abbildung 17
Abbildung 18
Abbildung 19

Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:
Abbildung 27:
Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:
Abbildung 31:
Abbildung 32:
Abbildung 33:
Abbildung 34:

Erste Schritte der GIYKIEruNg ..........eoviiiiiiii e 1
Methylglyoxal und GIYOXal .........cooiuiiiiiiiiiiie e 2
AGEs die aus MGO entstehen KONNeN ...........oooeiiiiiiiiiiiiecceeee e 3
AGEs die aus GO entstehen KONNEN ..........ccueviiiiiiiiiiiieec e 4
Struktur der SIaliNSAUIEN .......cuiiiii e 8
Biosynthese der SialinSAUreN...........ooii i 9
Gruppen der humanen Sialyltransferasen...........ccccoieiiiiiiie e 10
Erkennung von Zellen durch NK-Zellen ... 14
Degranulierung von NK-Zellen ...........oooiiiiiiiiie e 15
: DUrChflUuSSZYtOMELEN ..o 33
: Funktionsweise des ViabilitatS-ASSAYS......uuuuuuuururrrmriiriiiiiiiiniriiineeeinennennnnnnennns 35
: Gates beim ViabilitatS-ASSAY .....eeeiiiiiiiiiiiiiiieie e 36
: Gates beim KONJUQGAt-ASSAY......uueiiieeiiiiiiiiiiiiaae e e ettt e e e e e ee e e e e e e 37
: Gates beim ZytotOXiZItAIS-ASSAY ...ceeeiiiiiiiiieieie e 38
: Nachweis der Glykierung der NK-92-Zellen ..o 45
: Viabilitat der NK-92-Zellen ...........ueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 46
: Metabolische Aktivitat der NK-92-Zellen .............oueuvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieee 47
T MIKFOSKOPIE ...t e e e 48
: Zeitabhéngigkeit des Konjugat-ASSays ........cceuieiiiiiiiiiimiieeeee e 49
Konjugatbildung der NK-92-Zellen nach MGO- und GO-Behandlung............. 50
Zytotoxizitats-Assay nach Stimulation mit IL-2..........ccceeiiiiiiiie 52
Zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen nach MGO- und GO-Behandlung.......... 53
Nachweis der Glykierung der K56-Zellen ...........ccceeeeeiiiiiiiiiii e 54
Viabilitat der KE62-Zellen ..........oeeiiiiiiiiieeee e 55
Konjugat-Assay mit glykierten K562-Zellen...........cccceeveiiiiiiiiiiieeeceee 56
Zytotox-Assay mit glykierten K562-Zellen .............occcveiieieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 57
TEST I PIIME ...ttt eennennnnne 59
Expression der Sialyltransferasen in NK-Zelllinien ...........ccccccceeiiiiiiiiiieennnn. 60
Expression der Sialyltransferasen in primaren NK-Zellen ...........ccccccooeeeee.n. 61
INF-y-Expression nach Stimulation mit IL-2 ..., 63
Expression der Sialytransferasen nach Stimulation mit IL-2.............c..cccceee 64
Expression der Sialytransferasen nach MGO-Behandlung.............cccccccee.. 65
An-, Mono- und Dihydrate von MGO und GO.........cooevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 69
Ponceau-Farbung (ANNENG).........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 102



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Humane Sialytransferasen (Daten aus Takashima et al. (2002b)) .............c......... 11
Tabelle 2: Verwendete FIUOrOPNOIE. ........uuiiiiiiiiiiie e 34
Tabelle 3: Positivkontrollen flr die Primer..........ooooiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 58
Tabelle 4: Expression der Sialyltransferasen in NK-Zellen ... 62
Tabelle 5: Amplifikationseffizienzen der verwendeten Primer (Anhang).......cccccccvvvvvveeeeennen. 103



Abkulrzungsverzeichnis

Abkilirzungsverzeichnis

7-AAD
AGE
APC
APS

CD
cDNA
CFSE
CMP
CTP
DMEM
DMSO
DTT

E:T Ratio
EDTA
Fc-Region
FKS
FSC

Gal
GalNAc
GD
GlcNac
GM
GNE
GO

GT

HRP

IL

INF
LFA-1
ManNAc
MGO
MHC
MTOC
MTT
NCAM
NCR
Neu5Ac
NK-Zelle
PBMCs

PBS
PCR
PMSF
polySia
RAGE
RPMI

7-Aminoactinomycin

Advanced Glycation Endproduct
Allophycocyanin

Ammoniumperoxodisulfat

Cluster of Differentiation

komplementare DNA, von engl. complementary DNA
Carboxyfluorescein-Succinimidylester
Cytidinmonophosphat

Cytidintriphosphat

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Effector:Target Ratio
Ethylendiamintetraessigsaure

Fragment crystallizable Region

Fetales Kéalberserum

Vorwartstreulicht, von engl. forward scatter
Galaktose

N-Acetylgalaktosamin

Disialo-Gangliosid

N-Acetylglukosamin

Monosialo-Gangliosid
UDP-N-Acetylglukosamin-2-epimerase / N-Acetylmannosamin-Kinase
Glyoxal

Trisialo-Gangliosid

Horseradish Peroxidase

Interleukin

Interferon

Lymphocyte Function-Associated Antigen 1
N-Acetylmannosamin

Methylgloxal

Major Histocompatibility Complex

Mikrotubuli-organisierendes Zentrum, von engl. Microtubule Organizing Center

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

Neurales Zelladh&sion Molekl, von engl. Neural Cell Adhesion Molecule
Natural Cytotoxic Receptor

N-Acetylneuraminsaure

nattrliche Killer-Zelle

mononukledre Zellen des peripheren Blutes, von engl. Peripheral Blood
Mononuclear Cells
Phosphate-Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polysialinsdure
Receptor for Advanced Glycation Endproducts
Roswell Park Memorial Institute

[



Abkulrzungsverzeichnis

SDS
Siglecs
SNARE
SSC
ST3Gal
STeGal
ST6GalNAc6
ST8Sia
TAE-Puffer
TEMED
TNF-a
TRAIL
TRIS

UDP

Natriumdodecylsulfat ,von engl. Sodium Dodecyl! Sulfate
Sialic Acid-binding Immunoglobulin-like Lectin

Soluble N-Ethylmaleimide-Sensitive-Factor Attachment Receptor
Seitwartstreulicht, von engl. sideward scatter

B-Galaktosid a2,3-Sialyltransferase

B-Galaktosid a2,6-Sialyltransferase

GalNAc a2,6-Sialyltransferase

a2,8-Sialyltransferase

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer

Tetramethylethylen iamin

Tumor Necrosis Factor a

Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Uridindiphosphat



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Glykierung und Dicarbonyl-Stress

1.1.1 Glykierung

Glykierung beschreibt die nicht-enzymatische Reaktion von Aminogruppen mit Carbonyl-
Verbindungen, z.B. Zuckern, wie Fruktose oder Glukose. Diese Reaktion l&uft unter anderem
beim Erhitzen von Lebensmitteln ab und sorgt fir eine Braunung beim Braten oder Frittieren.
Der Vorgang wird auch als Maillard-Reaktion bezeichnet, nach dem franzdsischen Chemiker
Louis Maillard, der 1912 zum ersten Mal die Reaktion von Zuckern mit Aminosduren unter
Hitzezufuhr beschrieb (Maillard 1912). Es handelt sich nicht um eine einzelne Reaktion,
sondern um ein komplexes Zusammenspiel verschiedener nicht-enzymatischer Reaktionen.
Glykierung tritt allerdings nicht nur in der Lebensmittelzubereitung auf, sondern kann auch in
vivo in verschiedenen Organismen ablaufen. Im menschlichen Kérper reagiert beispielsweise
freie Glukose mit Aminosauren von Proteinen. Die Carbonyl-Gruppe von Glukose oder
anderen Aldosen reagiert dabei mit einer freien Aminogruppe eines Proteins, wobei ein
spezielles Imin, die sogenannte Schiffsche Base, entsteht. Aus dieser relativ instabilen
Verbindung wird dann mittels Amadori-Umlagerung ein stabileres sogenanntes Amadori-
Produkt gebildet (Abbildung 1 A). Bei der Reaktion mit einer Ketose, wie zum Beispiel
Fruktose, erfolgt ebenfalls eine Reaktion an der Carbonyl-Gruppe. Die Schiffsche Base wird
dann durch Heyns-Umlagerung in ein sogenanntes Heyns-Produkt umgewandelt (Abbildung
1 B; Takahashi 2015).

A) H o H i /H :
\Cé \C=N/Prote|n H2C_N,Prote|n
HC—OH + HN—Protein =——= b oy —— "  ¢=o
R R R
Aldose Schiffsche Base Amadori-Produkt

B.)

H. 20
H,C—OH H,C—OH C
$=0  + HN—Protein T  {=n-Protein == L\ Protein
& & R
Ketose Schiffsche Base Heyns-Produkt

Abbildung 1: Erste Schritte der Glykierung

Gezeigt ist die Reaktion von Aldosen (A.) und Ketosen (B.) mit einer freien Aminogruppe eines Proteins. Zuerst
entsteht eine Schiffsche Base, die dann in einer Amadori- oder Heyns-Umlagerung zu einem sogenannten
Amadori- oder Heyns-Produkt umgewandelt wird. Abbildung erstellt mit Chem Draw nach Shan et al. (2013) und
Takahashi (2015).
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Das Amadori- bzw. Heyns-Produkt kann dann weiter reagieren, wobei sich verschiedene
Verbindungen, z.B. Reduktone und Furfurale, bilden kénnen. AuBerdem kdnnen
Spaltprodukte wie Carbonyl- oder Hydroxycarbonyl-Verbindungen entstehen, die dann
ebenfalls mit freien Aminogruppen reagieren koénnen. Die finalen Produktie dieser
verschiedenen Reaktionen, die nicht mehr weiter reagieren kénnen, werden als Advanced
Glycation Endproducts (AGEs) bezeichnet (Zhang et al. 2009). AGEs sind posttranslationale
Modifikationen und finden sich hauptsachlich an Lysin- oder Arginin-Seitenketten von
Proteinen. Neben der Glykierung von Proteinen kdnnen allerdings auch Aminophospholipide
glykiert werden (Bucala et al. 1993). AuBerdem kann auch eine Glykierung von Nukleotiden
der DNA stattfinden, was zu DNA-Schaden und Mutationen fihren kann (Thornalley 2008).

AGEs kénnen zellulare Prozesse auf verschiedene Arten beeinflussen. Zum einen kann eine
intrazellulare Glykierung stattfinden, was intrazellulare Signal- und Biosynthesewege
behindern kann. AuBerdem kénnen AGEs an Oberflachenrezeptoren und extrazellularen
Matrixproteinen gebildet werden. Dadurch kdnnen Zell-Adhdsion und Signaltransduktion
beeinflusst werden. Des Weiteren kénnen extrazellulare AGEs an bestimmte Rezeptoren
binden und so Signale in die Zellen weiterleiten (Brownlee 2001; Schalkwijk und Miyata
2012). Einer der am haufigsten beschriebenen AGE-bindenden Rezeptoren ist der Receptor
for Advanced Glycation Endproducts (RAGE). Es handelt sich bei RAGE um einen Rezeptor
aus der Immunoglobulin-Superfamilie. RAGE ist ein Multi-Ligand-Rezeptor und kann neben
AGEs auch an verschiedene andere Liganden, wie das High-Mobility-Group-Protein B1
(HMGB1) oder verschiedene S-100-Proteine binden. Bei der Bindung von Liganden kommt
es zu einer Multimerisierung von RAGE, wodurch verschiedene Kinasen oder Rho-GTPasen
aktiviert werden. AGEs kodnnen somit Uber die Bindung an RAGE z.B. die Zytokin-
Produktion, Zell-Migration oder Proliferation auslésen (Hudson und Lippman 2018).

1.1.2 Dicarbonyl-Verbindungen und Dicarbonyl-Stress

Neben reduzierenden Zuckern kénnen auch  Dicarbonyl-Verbindungen eine
Glykierungsreaktion auslésen. In vivo sind dies vor allem die Dicarbonyl-Verbindungen
Methylglyoxal (MGO) und Glyoxal (GO) (Abbildung 2), welche im Vergleich mit Glukose
deutlich reaktiver sind (Brings et al. 2017).

Ox
O
Methylglyoxal (MGO) Glyoxal (GO)
Abbildung 2: Methylglyoxal und Glyoxal

Abgebildet sind die haufig vorkommenden Dicarbonyl-Verbindungen, Methylglyoxal und Glyoxal. Abbildung
erstellt mit Chem Draw.
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Dicarbonyl-Verbindungen kénnen, wie bereits beschrieben, als Spaltprodukte des Amadori-
bzw. Heyns-Produkts, der Schiffschen Base oder direkt bei der Autooxidation von Glukose
entstehen (Thornalley et al. 1999). Ferner kénnen sie auch als Nebenprodukte von
verschiedenen Biosynthesewegen gebildet werden. MGO entsteht z.B. bei der Glykolyse aus
Glycerinaldehyd-3-phosphat und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) in einer nicht-
enzymatischen Reaktion (Phillips und Thornalley 1993). MGO und GO werden aufBBerdem
aus Produkten der Lipidperoxidation gebildet (Wetzels et al. 2017). Des Weiteren kénnen
Dicarbonyl-Verbindungen durch die Oxidation von Aminosduren entstehen (Semchyshyn
2014). Dicarbonyl-Verbindungen stellen die wichtigsten Intermediate bei der nicht-
enzymatischen Protein-Modifikation dar (Henning und Glomb 2016). Die Reaktionen von
Aminosauren mit Dicarbonyl-Verbindungen sorgen fir eine Vielzahl unterschiedlicher AGEs.
Neben Lysin und Arginin-Seitenketten kdnnen MGO und GO auch mit der Thiolgruppe von
Cystein reagieren (Vistoli et al. 2013). Einige der am héaufigsten vorkommenden Produkte,
die bei der Reaktion von Aminosduren mit MGO und GO entstehen, sind in Abbildung 3 und
Abbildung 4 dargestellt.

o v
Lys Cys NH
: 44 NH
At SI * N7 SN
4
HG—CHa HG—CH; N™ NH |
0=C—OH O=C—OH )—Q G N CH;
HsC 0 o
CEL CEC MG-H1 Argpyrimidin
T
X
Lys Ar
NZ “NH Lys~p7 Ny —Lys = N i
HoOC OH N YNH
H3C CHs HyC” NH
OH g =
THP MOLD MODIC

Abbildung 3: AGEs die aus MGO entstehen kénnen

Gezeigt sind einige AGEs, die aus_der Reaktion von MGO mit Arginin-, Lysin- oder Cystein-Seitenketten
entstehen kénnen. Aus Griinden der Ubersicht sind die Reste der Aminosduren mit Arg, Lys und Cys abgekurzt.
Carboxyethyllysin (CEL), Carboxyethylcystein (CEC) und Methylglyoxal-derived Hydroimidazolone (MG-H1)
entstehen bei der Reaktion eines MGO-Molekuls mit der entsprechenden Aminoséure. Fir die Bildung von
Argpyrimidin und Tetrahydropyrimidin (THP) sind zwei MGO-Molekile notwendig. Bei Methylglyoxal-Lysin-Dimer
(MOLD) und Methylglyoxal-derived-imidazoline-crosslink (MODIC) handelt es sich um zwei Aminos&uren, die mit
einem MGO-Molekil reagieren und dadurch miteinander verbunden werden. Abbildung erstellt mit Chem Draw
nach Vistoli et al. (2013), Henning und Glomb (2016) und Sadowska-Bartosz und Bartosz (2016).



Einleitung
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Abbildung 4: AGEs die aus GO entstehen kénnen

Gezeigt sind einige AGEs, die aus der Reaktion von GO mit Arginin-, Lysin- oder Cystein-Seitenketten entstehen
kénnen. Die Reste der Aminosduren sind aus Griinden der Ubersicht mit Arg, Lys und Cys abgekirzt.
Carboxymethyllysin (CML), Carboxymethylcystein (CMC), Carboxymethylarginin (CMA), und Glyoxal-derived
Hydroimidazolone (G-H1) entstehen bei der Reaktion eines GO-Molekiils mit der entsprechenden Aminoséaure.
Bei Glyoxal-Lysine-Amide (GOLA), Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) und Glyoxal-derived-imidazoline-crosslink
(GODIC) handelt es sich um zwei Aminosauren, die mit einem GO-Molekil reagieren und dadurch miteinander
verbunden werden. Abbildung erstellt mit Chem Draw nach Vistoli et al. (2013), Henning und Glomb (2016) und
Sadowska-Bartosz und Bartosz (2016).

Eine Anreicherung von hochreaktiven Dicarbonyl-Verbindungen ist schadlich fir Zellen, da
es zu einer vermehrten Glykierung kommen kann. Deshalb missen diese entstehenden
Verbindungen wieder abgebaut werden. Dies geschieht mit Hilfe des Glyoxalase-Systems,
welches aus zwei Enzymen, Glyoxalse | (EC: 4.4.1.5) und Glyoxalase Il (EC: 3.1.2.6),
besteht. Diese beiden Enzyme, welche im Zytoplasma und den Mitochondrien lokalisiert
sind, kommen in allen Geweben eukaryotischer Zellen vor. Glutathion dient dabei als Co-
Faktor und reagiert mit den Dicarbonyl-Verbindungen, sodass ein Hemiacetal entsteht.
Durch die Glyoxalase | wird dann daraus ein S-2-Hydroxyacyl-Glutathione-Derivat gebildet.
Die Glyoxalase Il wandelt dann dieses Derivat wieder in Glutathion um, wobei eine
Hydroxycarbonsaure entstent. MGO wird so beispielsweise in Laktat umgewandelt
(Thornalley 1990). Eine erhdhte Ansammlung von Dicarbonyl-Verbindungen wird auch als
Dicarbonyl-Stress bezeichnet. Dies geschieht, wenn viel mehr Dicarbonyl-Verbindungen
gebildet werden als die Zelle abbauen kann, beispielsweise bei erhdéhtem Glukose-
Metabolismus. AuBerdem kann eine reduzierte Expression der Glyoxalase | und Il sowie
eine verringerte Menge des Co-Faktors Gilutathion fir Dicarbonyl-Stress sorgen.
Entstehende Dicarbonyl-Verbindungen kénnen dann schlechter abgebaut werden (Rabbani
et al. 2016).
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1.1.3 Glykierung und Dicarbonyl-Stress im Alter und bei altersbedingten
Erkrankungen

Im Alter kommt es zu einer Verringerung von physiologischen Funktionen. Auf zellularer
Ebene sind eine Veranderung der Protein-Homd&ostase, eine schlechtere intrazellulare
Kommunikation, die Ansammlung von DNA-Schaden, mitochondriale Dysfunktionen und
verschiedene epigenetische Veréanderungen zu beobachten. AuBerdem kommt es zu einer
Akkumulation von seneszenten Zellen, die ihre Fahigkeit zu proliferieren verloren haben. All
diese Veranderungen sorgen fir ein erhdhtes Risiko von kardiovaskularen Erkrankungen,
Typ-2 Diabetes, neurodegenerativen Erkrankungen und Krebs (Lopez-Otin et al. 2013). Im
Alter kommt es zudem zu einer reduzierten Expression der Glyoxalase |, was zu Dicarbonyl-
Stress und einer vermehrten Entstehung und Akkumulation von AGEs fiihrt (Xue et al. 2011).
Auch in Caenorhabditis elegans (C. elegans) konnte mit steigendem Alter eine Reduzierung
der orthologen Glyoxalase | und ein erh6htes AGE-Level nachgewiesen werden. AuBBerdem
wirkte sich die Expression direkt auf die Lebenserwartung aus. So sorgte ein knockdown der
Glyoxalase | fir eine Verringerung, eine Uberexpression hingegen fir eine Verlangerung der
Lebensspanne (Morcos et al. 2008). Die vermehrte Glykierung im Alter kann direkt mit den
zellularen Dysfunktionen in Verbindung gebracht werden. So kann die Glykierung von
mitochondrialen Proteinen deren Funktion reduzieren und flir oxidativen Stress sorgen.
Allgemein kann die Protein-Glykierung zu einer geringeren Proteolyse fUhren, was die
Protein-Homoostase beeintrachtigt. Glykierung der DNA kann DNA-Schaden und
epigenetische Veranderungen zur Folge haben (Nigro et al. 2019). AuBerdem konnte gezeigt
werden, das eine Inkubation mit MGO und GO fir Seneszenz in vaskularen Endothelzellen
sorgen kann (Navarrete Santos et al. 2017). Somit sind Dicarbonyl-Stress und Glykierung
nicht nur eine Konsequenz von altersbedingten zellularen Veranderungen, sondern tragen
auch maBgeblich zu diesen bei. Ein gesundes Altern hangt deshalb auch damit zusammen,
wie gut der Koérper Dicarbonyl-Verbindungen abbauen kann (Nigro et al. 2019).

Glykierung und Dicarbonyl-Stress spielen auch bei vielen altersbedingten Krankheiten eine
entscheidende Rolle, wie z.B. bei Typ-2 Diabetes. Diese Erkrankung zeichnet sich durch
eine chronische Hyperglyk&mie aus. Durch die erhéhte Menge an Glukose werden mehr
Dicarbonyl-Verbindungen gebildet (Brownlee 2001). Es kommt daher zu Dicarbonyl-Stress,
wodurch im Plasma sowie im Speichel von Patienten mit Typ-2 Diabetes eine erhdhte
Menge an MGO und GO nachgewiesen werden konnte (Lapolla et al. 2005; Kong et al.
2014; Wang et al. 2019). Die vermehrte Bildung von hochreaktiven Dicarbonyl-Verbindungen
resultiert in erhéhten AGE-Konzentrationen (Ono et al. 1998). So kommt es beispielsweise
zu einem erhdhten Auftreten von glykiertem Hamoglobin (HbA1c), welches auch zur
Diagnose und Verlaufskontrolle von Diabetes genutzt werden kann (World Health

Organization 2011). Die direkte Verbindung von Hyperglykdmie und erhéhter AGE-Bildung
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konnte auch in Zellkultur-Experimenten bestétigt werden. Dazu wurden Endothelzellen mit
hohen (30 mM) und niedrigen (5 mM) Glukose-Konzentrationen inkubiert. Eine Inkubation
mit 30 mM Glukose hatte einen starken Anstieg der intrazellularen Glukosekonzentration zur
Folge. Dies fuhrte dazu, dass mehr AGEs gebildet wurden (Giardino et al. 1994). Auch
kardiovaskularen Erkrankungen hangen mit Glykierung zusammen. In einer Genom-Studie
mit Gber 90.000 Patienten konnte gezeigt werden, dass Defizite im Gen der Glyoxalase | mit
dem Auftreten der koronaren Herzkrankheit assoziiert sind (Makinen et al. 2014). In Maus-
Versuchen konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen Glykierung und kardiovaskularen
Erkrankungen gezeigt werden. So sorgte eine Inhibierung der Glyoxalase | oder eine externe
Zufuhr von MGO in Mausen fiur die Entstehung von Atherosklerose (Tikellis et al. 2014). Bei
Adipositas kommt es ebenfalls zu einer verringerten Aktivitdt des Glyoxalase-Systems
(Rabbani und Thornalley 2019). Die Folge sind eine erhéhte Menge an MGO, welche
wiederum zu Dicarbonyl-Stress flihrt (Masania et al. 2016).

1.1.4 Auswirkungen von Glykierung und Dicarbonyl-Stress auf das
Immunsystem

Dicarbonyl-Stress und Glykierung haben auch einen Einfluss auf verschiedene Bereiche des
Immunsystems. So kdnnen beispielsweise Antikdrpern vom Typ IgG glykiert werden, die mit
einer Halblebenszeit von Uber 20 Tagen relativ lange im Kérper verbleiben (Goetze et al.
2012). Es konnte gezeigt werden, dass eine Glykierung die Bindung eines Antikérpers an
sein Antigen reduzieren kann (Mo et al. 2018). AuBerdem kann eine Glykierung die Bindung
von anderen Molekiilen, wie dem C1-Komplex des Komplementsystems, an die Fc-Region
(Fragment crystallizable Region) des Antikdrpers reduzieren (Dolhofer-Bliesener und Gerbitz
1990). Des Weiteren kénnen vom Korper auch Autoantikbper gegen verschiedene AGE-
Strukturen gebildet werden, Uber deren Einfluss allerdings noch wenig bekannt ist (Turk et al.
2001).

AGEs kénnen auch direkt auf die Immunzellen wirken. Werden die mononuklearen Zellen
des peripheren Blutes (PBMCs, von engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells) mit AGEs
inkubiert, so findet eine erhéhte Produktion der proinflammatorischen Zytokine Interferon-y
(INF-y) und Tumor Necrosis Factor a (TNF-a) statt. AuBerdem werden durch die AGEs
bestimmte Adhasionsmolekile in Makrophagen vermehrt exprimiert (Takahashi et al. 2009).
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von murinen Makrophagen mit
AGEs zu einer verminderten Immunantwort fUhrte. Zudem war die Polarisation der
Makrophagen nach AGE-Behandlung eingeschrankt. All diese Effekte waren unabhangig
von der Aktivierung von RAGE (Son et al. 2017). Auch eine direkte Inkubation von
Makrophagen mit MGO wurde bereits untersucht. Diese sorgt fir eine Glykierung der Zellen

und resultiert in einer erhdhten Expression von proinflammatorischen Zytokinen. Eine reine
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Inkubation mit AGEs hatte hingegen keine erhdhte Expression dieser Zytokine zur Folge.
AuBerdem war die Phagozytose bei glykierten Zellen eingeschrankt (Bezold et al. 2019). In
Mausen, denen in regelmaBigen Abstdnden MGO verabreicht wurde, war ebenfalls eine
erhéhte Expression von proinflammatorischen Zytokinen zu beobachten (Bhattacharyya et
al. 2008).

Glykierung kann zudem einen Einfluss auf die Funktion von neutrophilen Granulozyten
haben. Dicarbonyl-Stress, ausgeldst durch eine Inkubation mit Glukose und MGO, sorgt fiir
eine Reduzierung der Phagozytose (Guerra et al. 2012). Auch die Zelladhasion der
neutrophilen Granulozyten kann von Dicarbonyl-Stress beeinflusst werden. So wurde nach
einer Behandlung mit AGEs oder MGO das Zelladhdsionsmolekil CD11b vermehrt
exprimiert. Dies resultierte in einer erhéhten Bildung von Konjugaten aus Thrombozyten und
neutrophilen Granulozyten, was mdglicherweise das erhéhte Thromboserisiko im Alter und
bei Typ-2 Diabetes erklaren kénnte (Gawlowski et al. 2007).

Fir die korrekte Funktion des Immunsystems sind das Zusammenspiel und die
Kommunikation zwischen verschiedenen Zellarten von entscheidender Bedeutung. Bei
Versuchen von Price et al. (2004) wurden dendritische Zellen mit MGO-modifizierten
Peptiden inkubiert. Durch diese Behandlung war ihre Fahigkeit, T-Zellen zur Proliferation
anzuregen, stark reduziert. Weitere Experimente konnten auBerdem zeigen, dass auch eine
direkte Inkubation mit MGO einen negativen Einfluss auf die Funktion von T-Zellen und
dendritischen Zellen hatte (Price et al. 2010). AGE-modifizierte Matrix-Proteine kénnen
zudem die Migration und Zell-Matrix-Interaktion von T-Zellen reduzieren (Haucke et al.
2014).

Im Alter und bei Krankheiten, die vermehrt im Alter auftreten, wie z.B. Typ-2-Diabetes,
konnte eine Reduzierung der Immunfunktionen festgestellt werden, was zu verschiedenen
Komplikationen fuhrt (Weiskopf et al. 2009; Zhou et al. 2018). Glykierung und Dicarbonyl-
Stress beeinflussen unterschiedliche Zellen des Immunsystems und sind ein Faktor, der zu
dieser reduzierten Immunaktivitat beitragt (Price und Knight 2009). Aufgrund der Komplexitat
des Immunsystems ist bei vielen Zellarten und Mechanismen jedoch noch unklar, ob und

inwieweit diese durch Glykierung beeinflusst werden.
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1.2 Sialinsauren

Sialinsduren sind eine Familie von Monosachariden. Es handelt sich um Ketozucker mit
einem GrundgerUst aus neun C-Atomen (Abbildung 5 A). Der Name leitet sich von sialos
dem griechischen Wort fir Speichel ab, da Sialinsauren unter anderem in den Mucinen im
Speichel entdeckt wurden. Sialinsduren finden sich meist als endsténdige Zucker in N- und
O-Glykanen sowie in Glykosphingolipiden. In diesen Glykanstrukturen sind Sialinsduren
meist mittels 0a2,3- oder a2,6-glykosidischer Bindung mit Galaktose (Gal) oder
N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) verknipft. AuBerdem kann Uber eine a2,8-glykosidische
Bindung eine Verknipfung mit einer weiteren Sialinsdure hergestellt werden, wodurch sich
Di- und Polysialinsdure-Strukturen bilden kénnen (Varki und Schauer 2009). Im
menschlichen Organismus wird, abgesehen von einigen Tumorentitaten, fast ausschlieBlich
N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) gebildet (Abbildung 5 B) (Wang und Brand-Miller 2003).

A B.)

N-Acetylneuraminsaure (NeuSAc)

Abbildung 5: Struktur der Sialinsauren )

Das GrundgerUst der Sialinsduren besteht aus 9 C-Atomen. Uber R2 erfolgt die Bindung an andere Zucker, wie
Galaktose oder N-Acetylgalaktosamin. Uber R8 kann eine Verbindung mit weiteren Sialinsduren hergestellt
werden (A.). Im Menschen kommt fast ausschlieBlich die N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac) vor (B.). Abbildung
verandert nach Varki und Schauer (2009).

Als endstandige Zucker sind Sialinsduren an der AuBenseite der Zelle lokalisiert und sind
wichtig fir die Adhdsion und die Zell-Zell-Interaktion (Varki 2007). Sialinsduren stellen
auBerdem ein wichtiges Erkennungsmerkmal von koérpereigenen Zellen durch das
Immunsystem dar. Eine verstéarkte Sialylierung von Tumorzellen und Pathogenen kann
deshalb dafir sorgen, dass diese schlechter vom Immunsystem erkannt und beseitigt
werden kdénnen. Des Weiteren nutzen verschiedene Viren Sialinsduren zur Bindung an
entsprechende Wirtszellen (LUbbers et al. 2018). Sialinsduren spielen zudem bei der
Entwicklung des Gehirns und bei der Neuroplastizitdt eine entscheidende Rolle (Wang
2012).

Die im Menschen vorkommende Sialinsdure Neu5Ac wird aus Uridindiphosphat-N-

Acetylglukosamin (UDP-GlcNac) synthetisiert, welches wahrend der Hexosamin-Biosynthese
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gebildet wird (Hinderlich et al. 2015). Der Biosyntheseweg ist in Abbildung 6 dargestellt. Das
entstandene Produkt Neu5Ac reagiert dann im Nucleus mit Cytidintriphosphat, wobei
Cytidinmonophosphat(CMP)-Neu5Ac entsteht. Diese Reaktion wird von der CMP-Neu5Ac-
Synthetase (EC 2.7.7.43) katalysiert (MiUnster-Kihnel et al. 2004). CMP-Neu5Ac gelangt
dann wieder ins Zytosol und wird mit Hilfe von spezifischen Transporter-Proteinen in den
Golgi transportiert, wo es als Substrat fir verschiedene Sialyltransferasen dient (Nji et al.
2019).

UDP-GIcNAc

l UDP-GIcNAc-2-Epimerase (GNE)

&=z
ManNAc
1 ManNAc-Kinase (GNE)
Golgi apparatus ST
< \/ ~ ManNAc-6-P

@ NeusAc [ GlcNAc 1 Neu5Ac-9-P-Synthase

@ ®: Man cmp.  NeuSAC-9-P

Neu5Ac

8 CMP-Sialic Acid Golgi-Transporter l Neu5Ac-9-Phosphatase

ST - Sialyltransferase Neu5Ac

"“Qg' Glycoprotein

Nucleus

CMP-Neu5Ac <— Neu5Ac
CMP-Neu5Ac-Synthetase

Abbildung 6: Biosynthese der Sialinsauren

Uridindiphosphat-N-Acetylglukosamin (UDP-GIcNAC) wird im Zytosol in vier Schritten zu N-Acetylneuraminsaure
(Neu5Ac) umgewandelt. Die UDP-N-acetylglukosamine 2-epimerase / N acetylmannosamine kinase (GNE;
EC 3.2.1.183, EC 2.7.1.60) katalysiert die Bildung von N-Acetylmannosamin (ManNAc) und die anschlieBende
Phosphorylierung, die zur Entstehung von ManNAc-6-P fuhrt. Mit Hilfe der Neu5AC-9-P-Synthase (EC 2.5.1.57)
wird im weiteren Verlauf phosphorylierte N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac-9-P) gebildet. Die Neu5Ac-9-
Phosphatase (EC 3.1.3.29) sorgt dann fiir eine Dephosphorylierung, die zur Entstehung von Neu5Ac fiihrt.
AnschlieBend erfolgt im Nukleus die Synthese von Cytidinmonophosphat(CMP)-Neu5Ac, welches dann in den
Golgi gelangt, wo es als Substrat fiir verschiedene Sialyltransferasen (ST) dienen kann. Diese ST sorgen dann
fur die Verknipfung mit verschiedenen Glykanstrukturen. Abbildung veréndert nach Bork et al. (2017).

1.2.1 Sialyltransferasen

Sialyltransferasen sind spezielle Glykosyltransferasen, die den Transfer von CMP-
verknUpften Sialinsauren auf verschiedene Oligosaccharide katalysieren. Insgesamt gibt es
20 verschiedene humane Sialyltransferasen, die sich in vier Gruppen einteilen lassen. Die
a2,8-Sialyltransferasen (ST8Sia; EC 2.4.99.8) katalysieren die Verknipfung von Neu5Ac mit
anderen  Sialinsduren mittels  a2,8-glykosidischer  Bindung. Die  GalNAc 02,6-
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Sialyltransferasen (STGalNAc6; EC 2.4.99.3) sind fur den Transfer von Neu5Ac auf GalNAc
mittels a2,6-glykosidischer Bindung zusténdig. AuBerdem existieren noch die p-Galaktosid
02,6- und B-Galaktosid a2,3-Sialyltransferasen (ST6Gal, EC 2.4.99.1; ST3Gal, EC 2.4.99.4),
die die Verknipfung von Neu5Ac mit Galaktose (Gal) mittels a2,6- und a2,3- glykosidischer
Bindung katalysieren (Abbildung 7; Harduin-Lepers et al. 2012).

H
ST8Sia ST6GalNac SteGal ST3Gal O
) 4
*—R [—R O—R C—R
CMP-Neu5Ac CMP-Neu5Ac CMP-NeubAc CMP-Neu5Ac
a-8 a-6 a-6 a-3
9 R *{ R OC—R _—R

Abbildung 7: Gruppen der humanen Sialyltransferasen

Es existieren vier Gruppen von humanen Sialyltransferasen, die den Transfer von N-Acetylneuraminsure
(Neu5Ac) auf verschiedene Glykane katalysieren (vereinfachte Darstellung). Als Substrat dient dabei
Cytidinmonophosphat(CMP)-Neu5Ac, welches mit weiteren Neu5Ac-Molekilen, Galaktose (Gal) oder
N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) verknlpft wird. a2,8-Sialyltransferasen (ST8Sia) sorgen firr die Verknlpfung
zweier Neu5Ac-Molekiile mittels a2,8-glykosidischer Bindung. Die GalNAc a2,6-Sialyltransferassen (STGalNAc6)
verknipfen Neu5Ac mit GalNAc Uber eine a2,6-glykosidische Bindung. B Galaktosid a2,6- (ST6Gal) und
B-Galaktoside a2,3-Sialyltransferasen (ST3Gal) katalysieren die Reaktion von Neu5Ac mit Gal, sodass a2,3- und
a2,6-glykosidische Bindungen entstehen. Abbildung erstellt mit Microsoft PowerPoint.

Obwohl mehrere Sialyltransferasen die gleiche Reaktion zwischen zwei Kohlenhydraten
katalysieren, haben die Sialyltransferasen zum Teil unterschiedliche Funktionen, da sie mit
Glykanen von unterschiedlichen Substraten reagieren kénnen. So existieren zum Beispiel
sechs verschiedene a2,8-Sialyltransferasen (ST8Sia I-VI). ST8Sia | und ST8Sia V erkennen
vor allem Glykane auf Gangliosiden als Substrat (Sasaki et al. 1994; Kim et al. 1997).
ST8Sia VI hingegen bindet bevorzugt an O-Glykane (Takashima et al. 2002a). Eine
Besonderheit stellen auBerdem ST8Sia Il und ST8Sia IV dar, die fast ausschlieBlich fir die
Synthese von Polysialinsaure (polySia) auf dem Neuralen Zelladhasion Molekil (NCAM, von
engl. Neural Cell Adhesion Molecule) zustéandig sind (Mori et al. 2017).

Die Sialyltransferasen zeigen, je nach Zell- und Gewebe-Typ, sehr starke Unterschiede in
ihrer Expression (Kitagawa und Paulson 1994; Harduin-Lepers et al. 2001).

Die Gene der Sialyltransferasen sind nicht alle in einer bestimmten Region oder einem Gen-
Komplex auf einem einzelnen Chromosom zu finden, sondern verteilen sich auf

verschiedene Chromosomen. In Sdugetieren sind diese Gene sehr stark konserviert, sodass
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beispielsweise auch in Mausen, analog zum Menschen, 20 verschiedene Sialyltransferasen
exprimiert werden (Harduin-Lepers 2010). Die humanen Sialyltransferasen und ihre
Substrate sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Humane Sialytransferasen (Daten aus Takashima et al. (2002b)

Protein Aminosauren | Gen Chromosom | Substrat

ST8Sia | 356 ST8SIA1 12 GM3

ST8Sia ll 375 ST8SIA2 15 N-glykan on NCAM

ST8Sia lll 380 ST8SIA3 18 NeuAca2,3GalB1,4GIcNAc-

ST8Sia IV 359 ST8SIA4 5 N-glykan on NCAM

ST8Sia V 376 ST8SIAS 18 GM1b, GT1b, GD1a, GD3

ST8Sia VI 398 ST8SIA6 10 NeuAca2,3(6)Gal-

ST6GalNAc | | g0 ST6GALNACT | 17 GalNAca1,0-Ser/Thr

STeGalNAc Il | 374 ST6GALNAC2 | 17 Galp1,3GalNAcat,O-
Ser/Thr

ST6GalNAc Il | 305 ST6GALNAC3 | 1 E\IL?SQ;GZBGaIm ,3GalNAc-

ST6GalNAc IV | 302 ST6GALNAC4 | g zﬂpigfe?gﬁ,36alﬁ1 ,3GalNAc-

ST6GaINAc V | 335 ST6GALNACS | 1 GM1b

ST6GalNAc VI | ogg ST6GALNACE6 | g GM1b, GT1b, GD1a

ST6Gal | 406 ST6GALT1 3 Galp1,4GIcNAc-

ST6Gal |l 529 ST6GAL2 2 GalB1,4GIcNAc-

ST3Gal | 340 ST3GAL1 8 GalB1,3GalNAc-(Protein)*

ST3Gal Il 350 ST3GAL2 16 Galp1,3GalNAc-(Lipid)*

ST3Gal Il 375 ST3GAL3 1 GalB1,3(4)GIcNAc-

ST3Gal IV 329 ST3GAL4 11 Galp1,4(3)GIcNAc-

ST3Gal V 362 ST3GAL5 5 Lac-Cer

ST3Gal VI 331 ST3GAL6 3 GalB1,4GIcNAc-

*bevorzugtes aber nicht spezifisches Substrat
Lac-Cer (Lactosylceramid), GM (Monosialo-Gangliosid), GD (Disialo-Gangliosid),
GT (Trisialo-Gangliosid)
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1.3 Natiirliche Killer-Zellen

Bei Naturlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) handelt es sich um Zellen des angeborenen
Immunsystems. NK-Zellen sind groBe granuldre Lymphozyten, die in der Lage sind,
veranderte Zellen, wie virusinfizierte Zellen und Tumorzellen zu erkennen und zu lysieren.
AuBerdem produzieren sie verschiedene Zytokine, um die Funktion anderer Immunzellen zu
regulieren. Die Detektion von verdnderten Zellen geschieht ohne die Erkennung spezifische
Antigene. Ungeféhr 10-15 % der humanen Lymphozyten im peripheren Blut sind NK-Zellen.
Humane NK-Zellen zeichnen sich generell dadurch aus, dass sie den Oberflichenmarker
CD56 exprimieren, jedoch nicht den Marker CD3 (Farag und Caligiuri 2006). CD56 ist eine
andere Bezeichnung fir NCAM. Basierend auf der Expression von CD56 werden NK-Zellen
meist in zwei Populationen eingeteilt. Zellen mit einer hohen CD56-Expression, sogenannte
CD56°"" NK-Zellen, machen ca. 10 % der gesamten NK-Zellen aus. Diese Zellen
produzieren vermehrt Zytokine, wie INF-y, Tumor Necrosis Factor 8 (TNF-B), Interleukin-10
(IL-10), Interleukin-13 (IL-13) oder Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-
CSF). Ca. 90 % der NK-Zellen sind sogenannte CD56°™ NK-Zellen, mit einer geringeren
CD56-Expression. Sie zeichnen sich durch eine hdhere zytotoxische Aktivitat im nattrlichen
Zustand aus. Zudem gibt es weitere Unterschiede in der Rezeptor-Expression (Cooper et al.
2001). NK-Zellen entstehen aus lymphatischen Vorlduferzellen im Knochenmark und reifen
dort oder in sekundéren lymphatischen Organen heran (Abel et al. 2018). Mit ihrer Fahigkeit
entartete Zellen zu lysieren, stellen NK-Zellen einen der wichtigsten Zelltypen bei der
Tumorbekadmpfung dar. Eine niedrige NK-Zell-Aktivitat ist deshalb mit einem erhdhten
Krebsrisiko assoziiert (Imai et al. 2000). Auch Defekte in den Genen von NK-Zellen kénnen
zu einem erhdhten Risiko beitragen, an Krebs zu erkranken (Xu et al. 2019). AuBerdem
hangt auch der Erfolg von Krebstherapien mafBgeblich mit der NK-Zell-Aktivitat der Patienten
zusammen (Hansen et al. 2019).

1.3.1 Rezeptoren auf NK-Zellen

Wie genau die NK-Zellen veranderte von normalen kérpereigenen Zellen unterscheiden, war
lange Zeit nicht bekannt. Den Grundstein zur Erklarung der NK-Zell-Funktion stellt die
Missing-self-Hypothese von Klas Kéarre dar. Anders als T-Zellen, bei denen eine einzelne
Zelle ein spezifisches Antigen erkennt, erkennen NK-Zellen das Fehlen von bestimmten
Liganden, die auf gesunden Zellen vorkommen. Beobachtet wurde dies besonders bei
Tumoren, die keine oder veréanderte Major Histocompatibility Complex | (MHC-1)-Molekile
auf ihrer Oberflache exprimierten und von NK-Zellen lysiert wurden (Ljunggren und Kérre
1990). Allgemein erfolgt die Erkennung von Zellen durch verschiedene Oberflachen-
Rezeptoren auf NK-Zellen. Diese lassen sich grob in zwei Arten, aktivierende und
inhibierenden Rezeptoren, einteilen. Aktivierende Rezeptoren haben meist eine kurze
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zytoplasmatische Doméne und eine basische Aminosdure in der Transmembran-Region.
Uber diese Aminosdure sind die Rezeptoren mit Adapter-Molekiilen wie z.B. DNAX-
activation protein 10 (DAP10) oder DAP12 verbunden, die fir die Signaltransduktion sorgen.
Bei einer Bindung an einen Liganden werden durch diese Molekile verschiedene Kinasen
aktiviert, die dann zu einer Aktivierung der NK-Zelle flhren. Im Gegensatz dazu haben
inhibierende Rezeptoren eine lange zytoplasmatische Doméane mit einem sogenannten
Immunoreceptor Tyrosine-Based Inhibitory Motif (ITIM), das einen Tyrosin-Rest enthélt.
Bindet ein Ligand an einen inhibierenden Rezeptor, wird dieser Tyrosin-Rest phosphoryliert,
und stellt dann eine Bindungsstelle fiir eine Phosphatase dar. Die Phosphatase kann dann
dem Signal der Kinasen entgegenwirken. Dies geschieht allerdings nur, wenn aktivierende
und inhibierende Rezeptoren in raumlicher Nahe zueinander stehen (Srivastava et al. 2003).

Solange mehr inhibierende als aktivierende Rezeptoren einen Liganden gebunden haben,
bleibt die NK-Zelle inaktiv (Abbildung 8 A). Verliert eine Zelle ihre inhibierenden Liganden,
sind mehr Liganden flir die aktivierenden als fir inhibierenden Rezeptoren vorhanden,
wodurch es zu einer Aktivierung der NK-Zelle kommt (Abbildung 8 B). Werden aufgrund von
zellularem Stress mehr aktivierende Ligaden produziert, kommt es ebenfalls zu einer
Aktivierung der NK-Zellen (Abbildung 8 C). Die meisten inhibierenden Rezeptoren binden
MHC-1 Molekille und sind entweder sogenannte Killer-Cell Immunoglobulin-like Receptors
(KIRs) oder gehdren zur Familie der C-Typ-Lektine (Biassoni et al. 2001). Zuséatzlich gibt es
unterschiedliche aktivierende Rezeptoren wie die Natural Cytotoxic Receptors NKp30,
NKp44 und NKp46, von denen viele Liganden noch unbekannt sind (Konjevic¢ et al. 2017).
Beim aktivierenden Rezeptor NKG2D sind hingegen mehrere Liganden bekannt. Diese
Liganden werden in verschiedenen Stresssituationen, wie bei DNA-Schéden, Hitzeschock
oder erhdhter Proliferation, vermehrt exprimiert und sorgen so fir eine Erkennung durch NK-
Zellen (Zingoni et al. 2018). Einen weiteren wichtigen Mechanismus zur Erkennung von
veranderten Zellen stellt die antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC, von
engl. Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity) dar. NK-Zellen besitzen Fc-
Rezeptoren, wie beispielsweise CD16, die an die Fc-Region von Antikérpern binden kénnen.
Sind Antikérper an Tumorzellen oder virusinfizierte Zellen gebunden, kénnen NK-Zellen
diese Zellen durch ihre Fc-Rezeptoren erkennen und lysieren. Mit der Hilfe von
monoklonalen tumorspezifischen Antikérpern kénnte dieser Mechanismus auch ein wichtiges

Hilfsmittel bei der Krebstherapie darstellen (Wang et al. 2015).

13



Einleitung

TOLERANCE

Inhibitory MHC 55 3
receptor class| 7 \'\\

.
éa /

2o

NK cell Healthy cell

|
-}—-«

C&—b /”
/ g
Activating —
Activating—' ligand
receptor
B. ) | MISSING SELF |
Activated NK cell Tun:lguf cell
N

 Loss of MHC molecule
expression promotes
killing of tumour cell

| NK cell activation ’
@ oo
Cytokines and
cytotoxic mediators

C.)

STRESS-INDUCED SELF
Activateﬁd NK cell Tun‘19_u‘r cell

= =2

\
N\

Upregulation of

stress-induced

ligands promotes

| killing of tumour cell

o o 0
Cytokines and
cytotoxic mediators

NK cell activation

Abbildung 8: Erkennung von Zellen durch NK-Zellen

Gesunde Zellen exprimieren mehr Liganden fir inhibierende als fiir aktivierende Rezeptoren und werden deshalb
nicht von NK-Zellen lysiert (A.). Bei einer Zelle, die weniger inhibierende Liganden exprimiert, Gberwiegt das
aktivierende Signal. Es kommt zu einer Aktivierung der NK-Zelle und die Zielzelle wird lysiert (B.). Eine vermehrte
Expression von aktivierenden Liganden fuhrt ebenfalls zu einer Aktivierung der NK-Zelle und einer Lyse der
Zielzelle (C.). Abbildung aus Vivier et al. (2012)

1.3.2 Lyse von Zielzellen durch NK-Zellen

Die Erkennung und Lyse von veranderten Zellen stellt einen komplexen Mechanismus dar.
Zunachst wird eine sogenannte immunologische Synapse zwischen NK-Zelle und Zielzelle
gebildet (Orange 2008). Kommt es nach dem ersten Kontakt zu einer Aktivierung der NK-
Zelle, sammeln sich verschiedene Adhéasions-Moleklle der NK-Zelle, z.B. Lymphocyte
Function-Associated Antigen 1 (LFA-1), Macrophage-1 Antigen oder CD2, an der Synapse.
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Diese binden dann an entsprechende Liganden auf den Zielzellen und sorgen somit fir eine
starkere Zell-Zell-Verbindung. Dies l6st eine Polymerisierung von Aktin aus, was in einer
Veranderung des Zytoskeletts resultiert (Abbildung 9 A). Des Weiteren kommt es zu einer
Polymerisierung des Mikrotubuli-organisierendes Zentrums (MTOC, von engl. Microtubule
Organizing Center) an der immunologischen Synapse. Sekretorische Lysosomen, auch
lytische Granula genannt, werden dann entlang der Mikrotubuli zur Synapse transportiert
(Abbildung 9 B und C). Dort angekommen sorgen verschieden Soluble N-Ethylmaleimide-
Sensitive-Factor Attachment Receptors (SNAREs) daflir, dass die sekretorischen
Lysosomen mit der Plasmamembran fusionieren und deren Inhalt in den Bereich zwischen
NK-Zelle und Zielzelle freigesetzt wird (Abbildung 9 D). Es kommt zu einer Degranulierung
der NK-Zelle (Topham und Hewitt 2009).

(a) Stage 1 (b) Stage 2

(d) Stage 4

Secretory lysosome @ Actin cytoskeleton LN
MTOC 8 Adhesion proteins =
Microtubule ==

Abbildung 9: Degranulierung von NK-Zellen

Nach der Aktivierung der NK-Zelle binden Adhasionsproteine an die Zielzelle. Es kommt zu einer Veranderung
des Aktin-Zytoskeletts (a.). Das Microtubule Organizing Center (MTOC) verschiebt sich in Richtung der
immunologischen Synapse. Sekretorische Lysosomen werden dann, entlang der Microtubuli, in Richtung der
Synapse transportiert (b.). AnschlieBend werden die Lysosomen in die Nahe der Plasmamembran gebracht (c.).
Dort fusionieren sie mit der Plasmamembran und setzen ihren Inhalt frei, was zur Lyse der Zielzelle fihrt (d.).
Abbildung aus Topham und Hewitt (2009).
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Die sekretorischen Lysosomen enthalten verschiedene Proteine, darunter Perforin,
Granulysin und Granzyme. Perforin ist ein Protein, welches daflir sorgt, dass sich Poren in
der Membran der Zielzelle bilden. Durch diese Poren kénnen dann die Granzyme, spezielle
Serin-Protease, in die Zelle eindringen und dort Apoptose auslésen. Granulysin sorgt fir eine
Schadigung der Membran der Zielzellen, was ebenfalls zur Apoptose fuhrt (Krzewski und
Coligan 2012). Ein weiterer Mechanismus zur Lyse von Zielzellen erfolgt Uber bestimmte
Liganden, wie TNF-a, Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL)
oder FAS-Ligand. Diese binden an Todes-Rezeptoren auf den Zielzellen und lésen so
Apoptose aus (Chavez-Galan et al. 2009). Wahrend TNF-a nur in léslicher Form vorkommt,
werden TRAIL und FAS-Ligand auch membrangebunden exprimiert. Bei einer Aktivierung
der NK-Zelle gelangen sie an die Oberflaiche der Membran und kénnen dort an die
Rezeptoren der Zielzelle binden (Johnsen et al. 1999; Bryceson et al. 2005).

Trifft die NK-Zelle hingegen auf eine gesunde Zelle, Uberwiegen die inhibierenden Signale.
Dadurch werden wichtige Schritte der Lyse, wie der Transport der sekretorischen
Lysosomen zur immunologischen Synapse, inhibiert (Das und Long 2010). AuBerdem
sorgen die inhibierenden Signale auch fir eine Destabilisierung der immunologischen
Synapse und einer verringerten Adhéasion (Abeyweera et al. 2013). Die Zellen dissoziieren
dann, ohne dass die Zielzelle lysiert wird.

1.3.3 Humane NK-Zelllinien

Humane NK-Zellen kénnen mittels magnetischer Zellseparation oder Zellsortierung mit Hilfe
der Durchflusszytometrie aus Blut von Patienten isoliert werden. Die NK-Zellen von
verschiedenen Spendern kénnen allerdings starke Unterschiede aufweisen, je nach
Geschlecht, Alter und Gesundheitszustand des Spenders (Almeida-Oliveira et al. 2011; Al-
Attar et al. 2016; Viel et al. 2017). Far viele Versuche wird deshalb auf humane NK-Zelllinien
zurtckgegriffen. Eine haufig genutzte Zelllinie ist NK-92 mit der auch die meisten Versuche
in dieser Arbeit durchgefihrt wurden. Es handelt sich hierbei um NK-Zellen, die einem 50-
jahrigen Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom, bei dem groBe granulare Lymphozyten
betroffen waren, entnommen wurden. Die Zelllinie braucht das Zytokin Interleukin-2 (IL-2) um
zu proliferieren und zytotoxisch aktiv zu sein (Gong et al. 1994; Térnroos et al. 2019).
NK-92-Zellen zeigen typische Merkmale von humanen NK-Zellen, wie die Expression von
CD56 bei gleichzeitiger Abwesenheit von CD3, die Expression unterschiedlicher
aktivierender und inhibierender Rezeptoren, sowie die Fahigkeit, verschiedene Tumorzellen
zu lysieren. Allerdings unterscheiden sich die Zellen auch von primaren NK-Zellen zum
Beispiel dadurch, dass sie keine CD16-Molekiile auf ihrer Oberflache exprimieren (Maki et
al. 2001). Aufgrund ihrer Fahigkeit Tumorzellen zu téten, werden NK-92-Zellen oft zur

Untersuchung der NK-Zell-Funktionen eingesetzt. AuBerdem lassen sich die Zellen einfacher
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transfizieren, als primare NK-Zellen, was sie auch fir weitere Studien interessant macht. So
wurden beispielsweise NK-92-Zellen hergestellt, die humanes IL-2 exprimieren und somit
permanent, auch unabhangig von exogenem IL-2, proliferieren und zytotoxisch aktiv sind
(Tam et al. 1999). NK-92 wurden auch bereits in der Tumortherapie eingesetzt. Dafir
wurden die Zellen bestrahlt und anschlieBend Patienten intravends verabreicht, die sich im
Endstadium ihrer Krebserkrankung befanden. Die Infusion mit NK-92-Zellen wurde von fast
allen Patienten gut toleriert. Bei Patienten mit Lungenkarzinom zeigte sich auBerdem in
derselben Studie teilweise eine Reduzierung des Tumorwachstums (Tonn et al. 2013). In
einem anderen Ansatz wurden NK-92-Zellen mit einem Vektor transfiziert, der fiir einen
Chimeric Antigen Receptor (CAR) codiert. Dabei handelt es sich um einen Rezeptor, der ein
spezielles Tumor-Antigen erkennt. In vitro und in einem Maus-Modell konnten die NK-92-
Zellen so Tumorzellen lysieren, die sie sonst nicht erkannt hatten. Somit kénnte man in
Zukunft diese NK-92-Zellen méglicherweise dazu nutzen, Tumorzellen abzutéten, die nicht
vom Immunsystem erkannt werden (Uherek et al. 2002).

Eine weitere humane NK-Zelllinie ist NKL, welche aus einem 62-jahrigen Patienten stammt,
der an einer Leukamie mit groBen granularen Lymphozyten (LGL-Leukamie) erkrankt war.
Auch diese Zelllinie proliferiert nur bei Stimulation mit IL-2 (Robertson et al. 1996). Auch
wenn NKL-Zellen einige Merkmale mit primaren Zellen gemein haben, so exprimieren sie,
anders als primare NK-Zellen, nicht den Oberflachenmarker CD56 und zeigen nahezu keine
Zytotoxizitat gegentber Tumorzellen (Matsuo und Drexler 2003). Die NK-Zelllinie KHYG-1
hingegen zeigt, wie auch NK-92, eine lytische Aktivitdt gegeniber Tumorzellen. Diese
Zelllinie stammt aus einer 45-jdhrigen Patientin mit NK-Zell-Leuk&mie. Die Zellen
exprimieren CD56, wohingegen CD3 nicht exprimiert wird. AuBerdem existiert eine
Punktmutation im p53 Gen (Yagita et al. 2000). Dartber hinaus gibt es noch weitere humane
NK-Zelllinien, wie NK-YS oder SNK-6. In den meisten Zellkultur-Versuchen wird jedoch
entweder auf isolierte primare NK-Zellen oder auf NK-92-Zellen zurtickgegriffen. NK-92 ist
sehr gut charakterisiert und zudem auch die einzige NK-Zelllinie, die in klinischen Studien
getestet wurde (Klingemann et al. 2016).

1.3.4 Sialinsauren auf NK-Zellen

Wie alle kdrpereigenen Zellen tragen auch NK-Zellen Sialinsduren auf inrer Oberflache. Eine
besondere Sialylierung findet sich auf CD56. Dieses Molekil ist polysialyliert, besitzt also
eine lange Kette von Sialinsaure-Molekullen (polySia), die in a2,8-glykosidischen Bindungen
miteinander verknlipft sind. Die Polysialyltransferase ST8Sia IV sorgt fir die Synthese von
polySia auf NK-Zellen (Moebius et al. 2007). Die Subpopulationen der NK-Zellen haben
zudem eine unterschiedliche Menge an Sialinsduren auf ihrer Oberflache. So konnte durch

Verwendung eines sialinsaurebindenden Lektins mittels Durchflusszytometrie gezeigt
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werden, dass CD56°"" NK-Zellen starker sialyliert sind als CD56%™ NK-Zellen (Rosenstock
et al. 2017).

NK-Zellen exprimieren auBerdem sogenannte Sialic Acid-binding Immunoglobulin-like
Lectins (Siglecs), spezielle Rezeptoren, die in der Lage sind Sialinsduren zu binden. Siglec-7
ist ein inhibierender Rezeptor, der auf fast allen NK-Zellen vorkommt. Er bindet
hauptsachlich a2,8-verknupfte Di-Sialinsduren und verzweigte, a2,6-verknlpfte Sialinsauren,
die z.B. auf verschiedenen Gangliosiden vorhanden sind (Yamaji et al. 2002). Siglec-9,
ebenfalls ein inhibierender Rezeptor, wird hingegen nur von etwa der Halfte der CD56%"
NK-Zellen exprimiert (Belisle et al. 2010). Der Rezeptor bindet vor allem Sialinsauren in a2,3-
und a2,6-glykosidischen Bindungen (Zhang et al. 2000). Da koérpereigenen Zellen
Sialinsduren tragen, kdnnen mit Hilfe von Siglecs gesunde kdpereigene Zellen von fremden
oder entarteten Zellen unterschieden werden. Allerdings exprimieren auch viele Tumorzellen
Liganden fir Siglec-7 und Siglec-9 und sind somit in der Lage, der Detektion und Lyse durch
NK-Zellen zu entkommen (Jandus et al. 2014). Siglecs binden nicht nur Sialinsduren auf
anderen Zellen (trans), sondern kénnen auch an Sialinsduren auf derselben Zelle (cis)
binden. Eine solche Verbindung von Siglecs mit zelleigenen Sialinsduren von Glykoproteinen
oder Glykolipiden wird auch als Maskierung bezeichnet. Eine Maskierung reguliert
mdglicherweise die Aktivitat des Rezeptors, da sie die Bindestelle blockiert. Siglec-7 ist mit
einem bisher unbekannten Liganden maskiert, der Sialinsduren in einer a2,8-glykosidische
Bindung besitzt (Avril et al. 2006). Es wurde vermutet, dass polySia auf NCAM
mdglicherweise fur die Maskierung verantwortlich ist, was sich jedoch nicht bestatigen
konnte (Moebius et al. 2007). In Bezug auf NK-Zellen wurden Sialinsduren vor allem als
Liganden auf Tumorzellen untersucht, die von Siglecs auf den NK-Zellen gebunden werden
kdnnen. Uber die Funktion der Sialinsiduren und die Regulierung der Sialylierung auf NK-

Zellen ist hingegen nur relativ wenig bekannt.

1.3.5 NK-Zellen im Alter und bei altersbedingten Erkrankungen

Altere Personen leiden haufiger an Infektionskrankheiten und haben ein héheres Risiko an
Krebs zu erkranken als jingere Menschen. Einer der Grinde fur dieses Phanomen ist eine
reduzierte Aktivitat des Immunsystems im Alter (Weiskopf et al. 2009). Auch die Anzahl und
Funktion der NK-Zellen ist im Alter verandert. Insgesamt haben altere Menschen mehr NK-
Zellen als jiingere. AuBerdem &ndert sich das Verhaltnis von CD56°™ zu CD56%™ NK-
Zellen, sodass &ltere Personen mehr CD56%™ NK-Zellen besitzen (Almeida-Oliveira et al.
2011). Auch wenn bei alteren Menschen mehr NK-Zellen vorhanden sind, so ist die lytische
Aktivitédt der einzelnen NK-Zellen verringert (Di Lorenzo et al. 1999). Durch die hdhere
Menge an NK-Zellen ist die gesamte NK-Zell-Aktivitdt von jungen und alten Menschen
allerdings vergleichbar. Bei Studien, die alle PBMCs als Effektor-Zellen verwendeten, zeigten
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sich deshalb keine Unterschiede in der Aktivitdt. Wurden allerdings isolierte NK-Zellen
verwendet, konnte die beschriebene Reduzierung der lytischen Aktivitat der einzelnen NK-
Zellen gemessen werden (zusammengefasst von Hazeldine und Lord (2013)). Auch eine
Veranderung der Rezeptor-Expression auf NK-Zellen im Alter ist zu beobachten, zum
Beispiel eine verringerte Expression der aktivierenden Rezeptoren NKp30, NKp46 und
NKG2D (Almeida-Oliveira et al. 2011; Hayhoe et al. 2010). Die Expression von Granzymen
und Perforin &ndert sich hingegen im Alter nicht. Allerdings wird weniger Perforin in Richtung
der immunologischen Synapse freigesetzt, was dann zu einer Reduzierung der Lyserate
fihrt und einen mdéglichen Grund fir die reduzierte Zytotoxizitat darstellt (Hazeldine et al.
2012). Auch bei murinen NK-Zellen konnte eine verringerte Zytotoxizitdt mit zunehmendem
Alter gezeigt werden. AuBerdem war die Degranulierung der NK-Zellen im Alter
eingeschrankt (Shehata et al. 2015).

Isoliert man PBMCs, so kdénnen diese in Kultur gebracht werden und die NK-Zellen durch
Zugabe verschiedener Zytokine, wie IL-2, zur Proliferation angeregt werden. Man spricht von
einer Expansion der primaren NK-Zellen. Diese Expansion ist bei NK-Zellen von alteren
Menschen reduziert, da mit zunehmendem Alter des Spenders die NK-Zellen langsamer
proliferieren (Gounder et al. 2018). In einer anderen Verdéffentlichung wurden NK-Zellen von
alten und jungen Spendern mittels magnetischer Zellseparation aus PBMCs isoliert und mit
IL-2 behandelt. Auch hier zeigten die NK-Zellen der é&lteren Spender eine deutlich
schlechtere Proliferation. Zudem war die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 geringer
als bei den Zellen von jlingeren Spendern (Borrego et al. 1999). In Versuchen von Zhang et
al. (2007) wurden die NK-Zell-Produktion und Proliferation bei Menschen in vivo gemessen.
Sowohl die Entstehung neuer NK-Zellen im Knochenmark, als auch die Proliferation
vorhandener Zellen waren im Alter eingeschrénkt. Es wurde deshalb vermutet, dass die
erhéhte Anzahl von NK-Zellen im Alter durch langlebige NK-Zellen zustande kommt, die
allerdings nicht mehr in der Lage sind zu proliferieren (Zhang et al. 2007).

Alter hat zudem einen Einfluss auf die Zytokin-Produktion der NK-Zellen. So produzieren NK-
Zellen von é&lteren Menschen, nachdem sie mit IL-2 stimuliert wurden, deutlich weniger
INF-y, als Zellen von jungen Menschen (Krishnaraj und Bhooma 1996). Auch die Produktion
des Chemokins IL-8 nach Stimulation der NK-Zellen, war im Alter eingeschrankt (Mariani et
al. 2001). In M&usen zeigen sich ebenfalls altersbedingte Einflisse auf die INF-y-Produktion
in NK-Zellen. Nach Stimulation mit IL-15 war die Anzahl der INF-y-produzierenden NK-Zellen
in alten Mausen geringer als in jungeren (Nogusa et al. 2012). Die NK-Zellen von alten
Mausen sind auBBerdem schlechter in der Lage zu Lymphknoten zu migrieren (Fang et al.
2010).
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Die reduzierte Aktivitat der NK-Zellen im Alter hdngt mit der metabolischen Umgebung der
Zellen zusammen. So konnte in Maus-Versuchen gezeigt werden, dass NK-Zellen von
alteren Tieren schlechter auf Stimulation reagierten. Wurden diese Zellen allerdings in junge
Tiere transferiert, zeigten sie ein normales Verhalten. NK-Zellen von jungen Tieren, die in
alte M&use transferiert wurden, zeigten hingegen die gleichen Einschrankungen wie die NK-
Zellen von alten Tieren. Auch die Transplantation von Stammzellen aus jungen Mausen
sorgte nicht fir eine Verbesserung der NK-Zell-Funktion in alten Tieren. Somit liegt die
reduzierte NK-Zell-Aktivitat im Alter nicht an veranderten Stammzellen oder intrinsischen
Defekten der NK-Zellen, sondern an der metabolischen Umgebung (Chiu et al. 2013).

Verschiedene altersbedingte Erkrankungen haben ebenfalls einen Einfluss auf die NK-
Zellen. Patienten mit Typ-2 Diabetes zeigen beispielsweise eine veranderte Rezeptor-
Expression und eine verringerte Degranulierung der NK-Zellen (Berrou et al. 2013). Auch die
Zytotoxizitat der NK-Zellen ist bei Personen mit Typ-2 Diabetes im Vergleich mit gesunden
Personen reduziert (Pigtkiewicz et al. 2013). Die Aktivitat der NK-Zellen bei Diabetes hangt
direkt mit der Kontrolle der Glukose-Konzentration zusammen. So konnte gezeigt werden,
dass die Glukose-Konzentration im Plasma und die Menge an glykiertem Hamoglobin
negativ mit der NK-Zell-Aktivitat korreliert (Kim et al. 2019).

Auch bei Adipositas zeigt sich eine Verringerung der NK-Zell-Funktionen. So ist die
Expression von verschiedenen Rezeptoren verandert und es kommt zu einer verringerten
Produktion von INF-y. AuBerdem ist die Degranulierung bei NK-Zellen von adipdsen
Patienten eingeschrankt (Viel et al. 2017). Dadurch ist auch die Fahigkeit der NK-Zellen, ihre
Zielzellen zu lysieren, bei Adipositas merklich reduziert (O'Shea et al. 2010).

Somit ist im erhéhten Alter und bei altersbedingten Erkrankungen, wie Typ-2 Diabetes und
Adipositas, die Funktion der NK-Zellen verringert. Welche Rolle dabei allerdings Dicarbonyl-
Stress und Glykierung spielen, ist hingegen noch nicht bekannt.
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1.4 Zielstellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Teilbereiche gegliedert, die sich beide mit NK-Zellen
beschaftigen. NK-Zellen kdnnen entartete und virusinfizierte Zellen erkennen und lysieren,
weshalb sie von groBer Bedeutung bei der Tumorbekdmpfung und der Abwehr von

Viruserkrankungen sind.

Mit zunehmendem Alter und bei Erkrankungen wie Diabetes und Adipositas, ist die Funktion
des Immunsystems und auch die Aktivitat der NK-Zellen merklich reduziert. Im Alter und bei
Diabetes und Adipositas kommt es zu einem schlechteren Abbau von Dicarbonyl-
Verbindungen, was letztendlich zu Dicarbonyl-Stress fihrt. In  verschiedenen
Veroéffentlichungen konnte gezeigt werden, dass Dicarbonyl-Stress und eine erhdhte
Glykierung die Funktion verschiedener Immunzellen verringern kann. Uber mégliche

Auswirkungen auf NK-Zellen ist hingegen nur wenig bekannt.
Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es deshalb:

- zu untersuchen, welchen Einfluss Dicarbonyl-Stress und Glykierung auf die lytische
Aktivitat von NK-Zellen haben.

- maodgliche Unterschiede nach der Behandlung mit den Dicarbonyl-Verbindungen MGO
und GO zu untersuchen.

- festzustellen, welche Auswirkungen eine Glykierung der Tumorzellen auf deren Lyse
durch NK-Zellen hat.

NK-Zellen tragen wie fast alle kdrpereigenen Zellen Sialinsauren auf ihrer Oberflache, die
eine mdgliche Rolle bei der Maskierung von zelleigenen Rezeptoren und dem Zell-Zell-
Kontakt spielen. Die Verknipfung mit Sialinsduren mit verschiedenen Glykanstrukturen
erfolgt im Golgi durch Sialyltransferasen. Uber die Expression und die Regulierung der

Sialyltransferasen in NK-Zellen sind nur wenige Informationen vorhanden.
Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit war es deshalb:

- verschiedene NK-Zelllinien und primare NK-Zellen anhand der Expression der
Sialyltransferasen zu charakterisieren.

- die Expression der Sialyltransferasen von NK-92-Zellen nach Aktivierung und nach
Dicarbonyl-Stress zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

5-Sulfosalicylsaure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Acrylamid-, Bisacrylamid-Stamml&sung,
30 % in H,O (Verhaltnis 37,5:1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Agarose

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Bromphenolblau

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Calciumchlorid (CaCly)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ethidiumbromid

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycerin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glyoxal (GO), 40 % in H,O

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Isopropanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kaliumchlorid (KClI)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Methylglyoxal (MGO), 40 % in H,O

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Milchpulver

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS, von engl. Sodium
Dodecyl Sulfate)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ponceau S

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Trichloressigséure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) 10x

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Triton X-100

Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Tween 20

Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Xylencyanol

Deutschland

2.1.2 Molekularbiologische Reagenzien und Kits

7-AAD Viability Staining Solution

Biolegend, San Diego, USA

Allophycocyanin (APC) annexin V apoptosis
detection kit

Biolegend, San Diego, USA

Carboxyfluorescein-Succinimidylester (CFSE)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

dNTP Set (100 mM)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Oligo(dT)42.1g Primer

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA
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PageRuler Plus prestained protein ladder

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Protease Inhibitor Cocktail (PIC) P8340

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

gPCR GreenMaster Mix

Jena Bioscience, Jena, Deutschland

Quick-RNA™ MiniPrep Kit

Zymo Research Corporation, Irvine, USA

RiboLock , RNAse Inhibitor

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Super Script || Reverse Transcriptase

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Trypanblau (0,4%)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Western Blotting Detection Reagent

GE Healthcare, Chicago, USA

2.1.3 Hergestellte Losungen

Solubilisierungspuffer
pH 7,5

Ladepuffer SDS-PAGE

Ladepuffer DNA

10 mM
150 mM

1 mM

1 mM

1 % (v/v)
0,2 % (v/v)
0,1 mM

TRIS

NaCl

CaCl;

MgCl,

Triton X-100
PIC

PMSF

PBS (Phosphate-Buffered Saline)

137 mM
2,7 mM
10 mM
1,8 mM

pH 7,4

NaCl

KCI
Na,HPO,
KH.PO,

12,5 % (W/v)
0,3M

50 % (v/v)
50 mM

0,05 % (w/v)

SDS

TRIS
Glycerin
DTT
Bromphenol
-blau

50 % (V/v)
50 mM

0,05 % (W/v)
0,05 % (W/v)

Glycerin
EDTA
Xylencyanol
Bromphenol
- blau

Laufpuffer SDS-Page
pH 8,5
25mM TRIS
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
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Ponceau-L6sung

0,2 % (v/v)
3 % (V/v)
3 % (V/v)

Ponceau S
Trichloressigsaure
5-Sulfosalicylsaure

Sammelgel SDS-Page

4 % (vIV)
377 mM
0,05 % (w/v)
0,8 % (v/v)
0,08 % (v/v)

Acrylamid
TRIS
SDS

APS
TEMED

2.1.4 Zellkultur-Reagenzien

TBS-T Puffer Blockierlosung
pH 7,6 in TBS-T Puffer
137 mM NaCl 5 % (w/v) Milchpulver
7,7mM TRIS
0,1 % (v/v) Tween 20
Trenngel SDS-Page Agarosegel

10 % (V/v)
124 mM
0,05 % (w/v)
0,4 % (v/v)
0,1 % (v/v)

in TAE-Puffer
Acrylamid 1,5 % (w/v) Agarose

TRIS 2 % (v/v) Ethidium-
SDS bromid
APS

TEMED

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Gibco™

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Fetales Kalberserum (FKS), Gibco™

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

humanes Interleukin- 2 (Proleukin S)

Novartis AG, Basel, Schweiz

Natriumpyruvat (100 mM), Gibco™

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, USA
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml, 10.000 pg/ml), Thermo Fisher Scientific Inc.,
Gibco™ Waltham, USA
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium, | Thermo Fisher Scientific Inc.,
Gibco™ Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
RPMI 1640 Medium ohne Phenolrot, Gibco™

Waltham, USA
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2.1.5 Primer
Produkt
forward reverse
- _ (bp)

ST8SIAT AATCCCAGCATAATTCGGCAAAG AGAAGGGCCAGAAGCCATAG 334 bp
ST8SIA2 TCTTCGATCGAGACAGCACCA CACAGGATGCTGCCATTGAGG 340 bp
ST8SIA3 ATTTGGCGCTTTCCGTTTGG GCAACATGTCAACAGGTACTGG | 323 bp
ST8SIA4 TCTAGCTCCTGTGGTGGAGTT TTGGTCAGCCAGTAACCTCTG 303 bp
ST8SIA5 AGTCTACTCTGTCCAGGTGCT ACAGTGACCACATCCGTCTTC 328 bp
ST8SIA6 GTAACCTACCCCCAACCACAG TCATCAAGCCGGTGGACAAG 342 bp
ST6GALNACT AGCCTCGGTGGGATTTTGAG GGAGTTGTTCAGGATGCCCC 356 bp
ST6GALNAC2 TTTGCCCTGTACTTCTCGGC GGAGGCGATGACTTGGTGAG 303 bp
ST6GALNACS3 TGGCCTGCATCCTGAAGAGAA CTTTGGTGGGGGCATTGTTC 339 bp
ST6GALNACH4 CGTGGTCTATGGGATGGTCAG TGGAGTGTGATGGCTTGGGA 299 bp
ST6GALNACS AGGGCACCGTGTTCATCTTC GTGATTGGGATCCCTGCAGAA 302 bp
ST6GALNAC6 CGGTCAGCAGTGTTCGTGA GCGGTAGGTGGTCTTGTTGC 339 bp
ST6GAL1 TCCCAAAGTGGTACCAGAATCC CTTCTCATAGAGCAGCGGGT 332 bp
ST6GAL2 TCTGCTCCTACACGTGGTTATG AGAAGATGGTGGGTTTGGTTGA | 336 bp
ST3GAL1 ATGTTGGGACCAAGACCACC ACAAGTCCACCTCATCGCAG 321 bp
ST3GAL2 CAGATAGTGCCTGGCGAGAA CACTGGGGCGTAGGTGAATC 333 bp
ST3GAL3 CCTTTCGCAAGTGGGCTAGA AGAGAATCGCGCTCGTACTG 337 bp
ST3GAL4 CCTACAACAAGAAGCAGACCATTC | CTGGATCTCGGCTCCATAAGAG | 335bp
ST3GAL5 AACAGTGCACCAGTTGAGGG GCCCCAGAACCTTGACTGAG 333 bp
ST3GAL6 GACCTCAAGAGTCCTTTGCAC TTCACAGAAATTAAGCTGGTGGTT | 297 bp
IL-2 GAATTGGAAAGAGGAGAGTGACA | TACTGGGATGCTCTTCGACCT 330 bp
B2M TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT | TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT 86 bp

B2M aus Vandesompele et al. (2002). Alle anderen Primer wurden mit Hilfe des Primer Blast

Online-Tools (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ermittelt.
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2.1.6 Antikorper

Antigen Antikorper Verdiinnung | Hersteller
primar anti-AGE Klon: CML-26, 1:2000 Abcam, Cambridge,
(CML-26) Maus (monoklonal) GroBbritannien
lgG1
primar anti-Aktin Klon: C4/actin, 1:5000 Becton Dickinson GmbH,
(Ab-5) Maus (monoklonal) Heidelberg, Deutschland
lgG1
sekundéar | anti-Maus anti-Maus IgG, 1:10.000 Abcam, Cambridge,
lgG Ziege (polyklonal), GroBbritannien
Horseradish
Peroxidase (HRP)-
konjugiert

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Amersham Protran 0.45 NC Nitrocellulose GE Healthcare, Chicago, USA

Membrane

Countess™ Cell Counting Chamber Slides Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Microlance 3 Kantile 22 G 1 1/4 0,70 x 30 mm Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Mikroplatte 96-well, F-Boden Greiner Bio-One, Kremsmdinster,
Osterreich

Sapphire Microplatte 96-well, fir PCR Greiner Bio-One, Kremsmdinster,
Osterreich

Tuberkulinspritze 1 ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Whatman™ Chromatographie-Papier 3mm GE Healthcare, Chicago, USA

Zellkultur Mikroplatte 96-well V-Boden Greiner Bio-One, Kremsmdinster,
Osterreich

Zellkulturflasche Cellstar 250 ml, 75 cm2 (mit Greiner Bio-One, Kremsmdnster,

Filterverschluss) Osterreich

Zellkulturflasche Cellstar 50 ml, 25 cm2 (mit Greiner Bio-One, Kremsmlinster,

Filterverschluss) Osterreich
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2.1.8 Gerate

Verwendung Gerat Hersteller

Blot Imager Gel Doc XR+ Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Drehrad Tube Rotator L29 Labinco, Breda, Niederlande

Durchflusszytometer

BD Accuri C6

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Elektrophoresekammer
far SDS-PAGE

C.B.S. Scientific DCX-
700

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Elektrophoresekammer
fir Western-Blot

C.B.S. Scientific EBX-
700

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

FolienschweiBBgerat

ES-300

GEHO PACK Service GmbH, Heidgraben,
Deutschland

Geldokumentations- Gel Stick Touch Panel | Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gerat Imager Géttingen, Deutschland
CellMedia GmbH & Co. KG, Elsteraue,
Heizblock Thermoschdttler Pro
Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Inkubator Heraeus™ Hera Cell
USA
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Hei-Mix L
Schwabach, Deutschland
Magnetrthrer
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
FB15001
USA
Axiovert 100 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Mikroskop .
Telaval 31 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Power Pac 300 Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Netzteil SERVA Electrophoresis GmbH,

Blue Power 500

Heidelberg, Deutschland

PCR-Maschine

Mastercycler Gradient

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

pH-Meter HI2210 Hanna Instruments Inc., Woonsocket, USA
_ BMG Labtech GmbH, Ortenberg,
Plate-Reader Clariostar
Deutschland
gPCR-Maschine iCycler iQ5 Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Phoenix Instrument GmbH, Garbsen,
Rollenmischer RS-TR 5

Deutschland

Schittler

Biometra Rocking
Platform WT15

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland
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Spektralphotometer

Nanodrop 1000

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Sterilbank

AURA-2000 MAC

EUROCLONE S.p.A., Mailand, Italien

IKA Werke GmbH & Co. KG, Stauffen,

Vortexmischer MS-2
Deutschland
W MXX-2001 Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
aage
d AC AC210 S Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
GFL Gesellschaft fir Labortechnik mbH,
Wasserbad GFL 1003 Wasserbad
Burgwedel, Deutschland
Countess™ Automated | Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Zellzahler
Cell Counter USA
_ _ Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Hettich Universal 320 _
Tuttlingen, Deutschland
Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Hettich Mikro 200
Tuttlingen, Deutschland
Heraeus™ Biofuge Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Zentrifuge

Fresco

USA

Sprout Minizentrifuge

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Plattenzentrifuge T62.1

Medizin-, Labor- und Wagetechnik,
Leipzig, Deutschland
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2.1.9 Software

AxioVision, Version 4.8.1

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

BD Accuri C6 Analysis Software, Version 1.0

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Biorad iQ5, Version 2.0

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

ChemDraw Version 16.0.1

PerkinElmer, Waltham, USA

Image Lab, Version 6.0.1

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

LinRegPCR 2018

Dr Jan Ruijter, Academic Medical Centre
Amsterdam, Niederlande

MARS Analysis Software, Version 3.20 R2

BMG Labtech GmbH, Ortenberg,
Deutschland

Microsoft Office 2010 (Excel, PowerPoint, Word)

Microsoft Corporation, redmond, USA

NanoDrop 1000, Version 3.3

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Normfindern (Excel Add-In), Version v0.953

Claus Lindbjerg Andersen, Aarhus
University Hospital, Aarhus, Danemark

Origin Pro 2017

OriginLab, Northampton, USA

Quantity One, Version 4.6.2

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellkultivierung

Die humane myeloische Leukamie-Zelllinie K562 wurde freundlicherweise von Herrn Prof.
Dr. Roland Jacobs vom Institut fir Rheumatologie und Immunologie der Medizinischen
Hochschule Hannover zur Verfligung gestellt. Diese Zelllinie stammt von einem Patienten mit
chronisch myeloischer Leukdmie und wéachst in Suspension (Klein et al. 1976). Die Zellen
wurden in RPMI 1640 Medium mit 10 % fetalem Kalberserum (FKS), 100 pg/ml
Streptomycin, 100 U/ml Penicillin und 1 mM Natriumpyruvat kultiviert. Die Zellen wurden bis
zu einer Zelldichte von ca. 0,5*10° Zellen/ml kultiviert und alle 2-3 Tage entsprechend
passagiert. Die humanen NK-Zelllinien NK-92, KHYG-1 und NKL wurden ebenfalls von
Herrn Prof. Dr. Roland Jacobs zur Verfigung gestellt. Diese Zellen wurden im gleichen
Medium wie die K562-Zellen kultiviert, wobei zusétzlich noch 200 U/ml Interleukin-2 (IL-2)
zugegeben wurde. Die NK-Zelllinien wachsen ebenfalls in Suspension. Die Zellen wurden bis
zu einer Zelldichte von ca. 0,5*10° Zellen/ml kultiviert und alle 2-3 Tage entsprechend
passagiert. Die Eigenschaften der NK-Zelllinien sind in Abschnitt 1.3.3 (Seite 16) genauer
beschrieben.

Fur die PCR-Versuche wurden zusétzlich die Zelllinien SH-SY5Y und NTERA-2 verwendet.
Bei SH-SY5Y handelt es sich um einen Subklon der SH-SY5-Zelllinie, welche wiederum ein
Subklon der SK-N-SH-Zelllinie ist, die aus Metastasen aus dem Knochenmark einer
Neuroblastom-Patientin entstammt (Biedler et al. 1973; Biedler et al. 1978). NTERA-2 Zellen
stammen urspringlich von der TERA-2-Zelllinie, die einem Patienten mit embryonalem
Karzinom entnommen wurde. Diese Zelllinie wurde mittels Xenotransplantation in Mause
transferiert und aus den entstandenen Tumoren dann die NTERA-2-Zelllinie gewonnen
(Andrews et al. 1984). Beide Zelllinien wachsen adharent und wurden in Dulbecco’'s Modified
Eagle's Medium (DMEM) mit 10 % FKS, 100 ug/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin
kultiviert. Kurz vor der Konfluenz wurden die Zellen im Verhaltnis von 1:5 alle zwei bis drei

Tage passagiert.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 ul der entsprechenden Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau versetzt und mit Hilfe des ,Countess™ Automated Cell Counter* (Thermo Fisher
Scientific Inc.) gezahlt.

2.2.1.2 Behandlung mit Methylglyoxal und Glyoxal
Die Zellen wurden bei 210 g zentrifugiert und einmal mit Phosphate-Buffered Saline (PBS)
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in Zellkulturmedium mit geringer Serum-
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Konzentration (RPMI 1640 Medium mit 1% FKS, 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml
Penicillin, 1 mM Natriumpyruvat und 200 U/ml IL-2) aufgenommen und 300.000 Zellen/ml
eingesetzt. Alle Zellkulturversuche wurden, wenn nicht anders beschrieben, in 6-well Platten
mit einem Volumen von je 5ml pro well durchgefiihrt. Methylglyoxal (MGO) und
Glyoxal (GO) wurden in PBS verdinnt um eine 1 M Stammldésung herzustellen. Aus dieser
Stammlésung wurden dann die weiteren Verdinnungen hergestellt und entsprechende
eingesetzt.

2.2.1.3 Stimulation mit Interleukin-2 (IL-2)

NK-92-Zellen wurden normalerweise immer in Medium mit 200 U/ml IL-2 kultiviert. Um die
Auswirkungen einer IL-2-Stimulation zu beobachten, mussten die Zellen zunachst ohne IL-2
inkubiert werden. Dazu wurden die NK-92-Zellen bei 210 g zentrifugiert und zweimal mit PBS
gewaschen. Die weitere Kultivierung erfolgte in einer 6-well Platte in einem Volumen von

5 ml und einer Konzentration von 300.000 Zellen/ml in Medium ohne IL-2 flir 24 h.

Um den Zytotoxizitats-Assay zu validieren, wurden verschiedene |L-2 Konzentrationen
zugegeben und die Zellen weitere 24 h inkubiert, bevor der Assay durchgefuhrt wurde.

FUr die Analyse mittels Real-Time PCR wurde die Zellen fir 4 h mit 1000 U/ml IL-2 inkubiert.

2.2.1.4 Mikroskopie

NK-92-Zellen wurden fir 4 h mit MGO oder GO behandelt, wie unter 2.2.1.2 beschrieben,
und einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 5 ml normales Medium
(RPMI 1640 Medium mit 10 % FKS, 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin und 1 mM
Natriumpyruvat) transferiert und Gber Nacht weiter kultiviert. Flr mikroskopische Aufnahmen
wurde das Axiovert 100 (Carl Zeiss) mit der zugehdrigen Software AxioVision verwendet.
Dabei wurden Bilder im Hell-Feld mit einer funffachen VergréBerung aufgenommen.

2.2.1.5 MTT-Assay

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivitdt der NK-Zellen nach der MGO- und GO-
Behandlung wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt. Bei diesem Test werden Zellen mit dem
Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) inkubiert. Der
Farbstoff gelangt in die Zelle und wird dort durch NAD(P)H-abhangige Oxidoreduktasen zu
einer wasserunléslichen Formazan-Verbindung reduziert. Die gebildeten Formazan-Kristalle
kébnnen dann z.B.in DMSO gel6st werden, wodurch eine violette Lésung entsteht. Durch
Messung der Absorption kann die Umsetzung des MTTs zwischen zwei Behandlungen
miteinander verglichen werden (Berridge et al. 2005). Die Inkubation der Zellen erfolgte in
einem Volumen von 100 ul in 96-well Platten mit V-Boden. Wie unter 2.2.1.2 angegeben,
wurden 300.000 Zellen/ml eingesetzt und in Medium mit 1 % FKS mit den entsprechenden

Konzentrationen von MGO und GO fir 4 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte
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bei 150 g fiir 2 min zentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann in
150 pl Zellkulturmedium (10 % FKS) ohne Phenolrot resuspendiert, welches zusatzlich
0,5 mg/ml MTT enthielt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir weitere 4 h inkubiert und erneut
zentrifugiert. Die Formazan-Kristalle wurden in 150 ul DMSO resuspendiert und die Lésung
in eine 96-well Platte mit flachem Boden transferiert, in der auch die Messung erfolgte. Mit
dem Plate-Reader wurde die Absorption bei 570 nm gemessen, wobei der Hintergrund,
gemessen bei 630 nm, subtrahiert wurde. Zellen ohne MGO und GO dienten als Kontrolle
und wurden als 100 % festgelegt. Alle Anderungen wurden relativ zur Kontrolle betrachtet.

2.2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, bei der vereinzelte Zellen einen Laserstrahl
passieren und Streulicht sowie Fluoreszenz detektiert werden. Die Probe wird in einen
laminaren Hullstrom, bestehend aus einer Tragerflissigkeit, eingeschlossen und in einer
sogenannten Messkuvette fokussiert, sodass die Zellen einzeln den Laserstrahl passieren
(Abbildung 10 A). Mit Hilfe von Photomultipliern kann dann im engen Winkel zum Laser das
Vorwartstreulicht (FSC, von engl. forward scatter) und, in einem Abstand von 90 ° zum
Laser, das Seitwaértstreulicht (SSC, von engl. sideward scatter) gemessen werden
(Abbildung 10 B). Fluoreszenzsignale werden ebenfalls im Winkel von 90 °detektiert, da das
Fluoreszenzsignal gleichmaBig in alle Richtungen streut. Das Vorwartstreulicht dient als Maf3
fir die GréBe der Zellen, wohingegen man durch das Seitwértstreulicht Informationen Uber
die Granularitat der Zellen erhalt (Rothe 2007).

A.) B.)

SSC

Laserstrahl

FSC

Laserstrahl

FSC

Trégerfli]ssigkeitT Tragerflussigkeit
Probe SSC
Abbildung 10: Durchflusszytometer
Die Tragerflissigkeit umschlieBt die Probe und bildet einen Huillstrom. In der Messkivette wird die Probe
fokussiert und die Zellen einzeln an einem Laserstrahl vorbeigefihrt (A.). Trifft ein Laserstrahl auf eine Zelle
kénnen das Vorwartstreulicht (FSC, von engl. forward scatter) und das Seitwartstreulicht (SSC, von engl.
sideward scatter) gemessen werden (B.). Abbildung verandert nach BD Bioscience (2002).
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Mit Hilfe von fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern oder verschiedenen Farbstoffen kénnen
Zellen charakterisiert oder unterschiedliche Assays durchgefiihrt werden. Die verwendeten
Fluorophore sind in Tabelle 2 aufgelistet. Fir jedes Objekt, das den Laserstrahl passiert, wird
ein Ereignis oder auch Event detektiert. Fir jedes dieser Events werden FSC-, SSC- und
Fluoreszenzsignale einzeln gespeichert. Die Darstellung kann dann zum Beispiel mit Hilfe
eines Histogramms erfolgen, bei dem die Intensitat eines Parameters auf der X-Achse und
die Anzahl der Events auf der Y-Achse dargestellt werden. Eine weitere Darstellungsform ist
der Dot-Plot, bei dem ein Parameter auf der X- und ein weiterer auf der Y-Achse dargestellt
wird. Jedes Event hat, basierend auf den gemessenen Intensitaten, eine bestimmte Position
in diesem Diagramm und wird durch einen einzelnen Punkt dargestellt. Je mehr Events
gemessen werden, umso unubersichtlicher kann die Darstellung werden, da manche
Bereiche nur noch als schwarze Flachen dargestellt werden. Deshalb wurde in dieser Arbeit
eine modifizierte Version eines Dot-Plots verwendet. Dabei gibt es unterschiedliche
Graustufen und Bereiche, in denen viele Events liegen, werden dunkler geféarbt, um eine

bessere Visualisierung zu ermdglichen.

Tabelle 2: Verwendete Fluorophore

Fluorophor Anregungslaser Kanal Filter

7-AAD 488 nm FL-3 670 Longpass
APC 633 nm FL-4 675/ 25
CFSE 488 nm FL-1 533/30
eFluor670 633 nm FL-4 675/25

Bei der Analyse kénnen Zellen mit gleichen Eigenschaften durch sogenannte Gates
eingegrenzt werden, um diese dann in einem weiteren Histogramm oder Dot-Plot zu
analysieren. Somit kénnen unterschiedliche Zell-Populationen identifiziert und getrennt

untersucht werden.

2.2.2.1 Viabilitats-Assay

Zur Ermittlung der Zellviabilitdit wurde das ,APC Annexin V Apoptosis Detection Kit* der
Firma Biolegend verwendet. Ein Bestandteil des Kits ist 7-Aminoactinomycin (7-AAD), ein
Peptid, welches in die DNA interkalieren kann. Durch Anregung mit einem Laser kann dann
ein Fluoreszenzsignal erzeugt werden. 7-AAD kann allerdings nur in die Zelle gelangen,
wenn ihre Membran geschadigt ist und wird deshalb als Marker fir tote Zellen genutzt
(Schmid et al. 1992). Des Weiteren enthalt das Kit das Protein Annexin V, welches mit dem
Fluorophor APC gekoppelt ist. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, ein Phospholipid der
Plasmamembran. Phosphatidylserin ist normalerweise nur auf der zytosolischen Seite der

Plasmamembran lokalisiert, gelangt jedoch in der friihen Phase der Apoptose auch auf die
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auBere Seite der Plasmamembran. Die Bindung von Annexin V an Phosphatidylserin kann
deshalb als Marker fir frihe Apoptose genutzt werden (Vermes et al. 1995). Lebende Zellen
lassen sich weder mit 7-AAD noch mit Annexin V anféarben (7-AAD/Annexin V) (Abbildung
11 A). Zellen in der frlthen Phase der Apoptose sind positiv  fir
Annexin V (7-AAD/Annexin V*) (Abbildung 11 B), wahrend Zellen in der spaten Phase der
Apoptose sowie nekrotische Zellen sowohl ein positives Signal fur 7-AAD als auch far
Annexin V zeigen (7-AAD*/Annexin V*) (Abbildung 11 C).

A) B

) frihe Phase der Apoptose C) spate Phase der Apoptose
oder Nekrose

&
mﬁﬁ i “ i,

-

x2=4D Phospholipide 2D Phosphatidylserin - R, DNA

lebende Zellen

]

e

b E

Abbildung 11: Funktionsweise des Viabilitats-Assays

Flr den Viabilitits-Assay werden 7-AAD und Annexin V (gekoppelt mit Allophycocyanin (APC)) verwendet.
Lebende Zellen haben eine intakte Zellemembran, weshalb weder 7-AAD noch Annexin V in die Zellen eindringen
kénnen (A.). In der frihen Phase der Apoptose, gelangen Phosphatidylserine, die sonst nur in der Innenseite der
Membran zu finden sind, auch an die AuBenseite der Membran. Annexin V kann dann an diese
Phosphatidylserine binden (B.). In der spaten Phase der Apoptose oder bei Nekrose ist die Zellmembran
geschadigt und beide Stoffe kénnen in die Zelle eindringen. Annexin V bindet an Phosphatidylserine auf der
Innen- und AuBenseite der Membran, auBerdem kann 7-AAD in die DNA interkalieren. Abbildung veréndert nach
Zimmermann und Meyer (2011).

Die Zellen wurden nach der Behandlung mit MGO und GO einmal mit PBS gewaschen und
in 100 ul staining buffer, der dem Kit beilag, resuspendiert. AnschlieBend wurden 5 pl 7-AAD-
Lésung sowie 3 pl Annexin V-Lésung zugegeben und die Zellsuspension 15 min im Dunkeln
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Messung am BD Accuri C6
Durchflusszytometer von BD Bioscience. Die verwendeten Gates sind in Abbildung 12 zu
sehen. Zunachst wurden die Zellen von kleineren Events abgegrenzt und dann nach ihren
Signalen fur 7-AAD und Annexin V (APC) dargestellt. Um die richtigen Abgrenzungen treffen
zu kénnen, wurden verschiedene Kontrollen mitgefihrt. Daflir wurden Zellen fir 5 min bei
80 °C erhitzt um die Membran zu schadigen und einzeln mit 7-AAD und Annexin V (APC)
sowie mit beiden Stoffen gefarbt. Diese Zellen dienten als Positivkontrollen.
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Pro Ansatz wurden 20.000 Zellen gemessen und der Prozentsatz der lebenden Zellen (7-
AAD/Annexin V') bestimmt. Fir jede Kondition wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt
und der Mittelwert berechnet.
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Abbildung 12: Gates beim Viabilitats-Assay

Die Zellen wurden im Dot-Plot nach Vorwarts (FSC) und Seitwértsstreulicht (SSC) dargestellt und von kleineren
Events abgegrenzt. Die so ausgewdhlten Zellen wurden dann in einem weiteren Dot-Plot nach dem Signal von
7-AAD und Annexin V (APC) dargestellt. Zellen, die Annexin V gebunden haben, sind apoptotisch. Bei Events die
auBerdem noch positiv fir 7-AAD sind handelt es sich um tote Zellen.

2.2.2.2 Konjugat-Assay

Das Protokoll fir den Konjugate-Assay wurde in Anlehnung an eine Verdffentlichung von
Burshtyn und Davidson (2010) erstellt. Dabei werden NK-Zellen und Zielzellen (K562) mit
unterschiedlichen Farbstoffen markiert, um diese im Durchflusszytometer unterscheiden zu
kénnen. Die K562-Zellen wurden mit Carboxyfluorescein-Succinimidylester (CFSE) gefarbt.
Daflr wurden die Zellen zunachst zweimal mit PBS gewaschen und in 1 ml einer 0,5 uM
CFSE-Lésung (in PBS) resuspendiert. Dann erfolgte eine Inkubation fir 5 min im Dunkeln
bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden 5 ml Medium zugegeben und der Ansatz weitere
5 min inkubiert. Die Zellen wurden dann einmal mit Medium gewaschen, in Medium ohne
Phenolrot resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die NK-92-Zellen wurden ebenfalls nach
diesem Protokoll gefarbt, wobei der Farbstoff ,Cell Proliferation Dye eFluor™ 670°
(eFluor670) von Thermo Fisher in einer Konzentration von 1 uM verwendet wurde. Bei der
Behandlung mit MGO und GO fand die Farbung der entsprechenden Zellen vor der
Behandlung statt. 100 pl einer NK-92 Suspension mit 0,8*10° Zellen/ml wurde mit 100 pl
einer K562-Suspension mit 0,4*10° Zellen/ml in einem ReaktionsgefdB gemischt, sodass
sich ein Verhaltnis von NK-Zellen zu Zielzellen (engl. Effector:Target Ratio; E:T Ratio) von
2:1 ergab. Die Zellsuspension wurde dann bei 100 g fir 1 min zentrifugiert, um einen Zell-
Zell-Kontakt herzustellen und anschlieBend fir 20 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert.

Danach wurden die Zellen fir 1 s mit dem Vortexer gemischt. Fiir den zeitabhangigen
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Versuch wurden die Zellen direkt nach dem Zentrifugieren (0 min) oder nach einer Inkubation
von 5, 10, 20 oder 30 min im Wasserbad mit dem Vortexer gemischt. Dadurch werden
schwéachere Zell-Zell-Verbindungen  wieder getrennt. Hat sich allerdings eine
immunologische Synapse gebildet, bleiben diese Konjugate erhalten. AnschlieBend wurden
die Proben sofort auf Eis gestellt, um weitere Zell-Zell-Interaktionen vor der Analyse im
Durchflusszytometer zu unterbinden. Pro Probe wurden 10.000 Zellen gemessen. Zunéchst
wurde in einem Dot-Plot FSC gegen SSC dargestellt und die Zellen von Zellschrott
abgegrenzt. Durch die beiden unterschiedlichen Farbstoffe kénnen dann NK-Zellen und
K562-Zellen unterschieden werden. Ereignisse, die fir beide Farbstoffe positiv sind, stellen
Konjugate dar (Abbildung 13). Fir jede Kondition wurden Triplikate gemessen und der
Mittelwert berechnet. Der Prozentsatz der Konjugate wurde relativ zu den unbehandelten
Zellen dargestellt.
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Abbildung 13: Gates beim Konjugat-Assay

Die Zellen wurden im Dot-Plot nach Vorwarts (FSC) und Seitwértsstreulicht (SSC) angezeigt und von kleineren
Events abgegrenzt. Die so ausgewahlten Zellen wurden dann in einem weiteren Dot-Plot nach dem Signal von
CFSE und eFluor670 dargestellt. K562-Zellen sind positiv fiir CFSE wahrend NK-92-Zellen mit eFluor670 gefarbt
sind. Bei Events, die positiv fiir beide Farbstoffe sind, handelt es sich um Konjugate.

2.2.2.3 Zytotoxizitats-Assay

Um die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen zu bestimmen, wurde ein Protokoll in Anlehnung
an eine Veroffentlichung von Duan et al. (2011) erstellt. Die Zielzellen (K562) werden dabei
mit einem Fluoreszenz-Farbstoff gefarbt und kénnen somit von den ungefarbten NK-Zellen
unterschieden werden. AnschlieBend kann mit Hilfe eines Viabilitdts-Markers der Anteil an
toten Zielzellen bestimmt werden. Zur Farbung der K562-Zellen wurde erneut der Farbstoff
CFSE, nach dem gleichen Protokoll wie beim Konjugat-Assay (2.2.2.2) verwendet. Bei der
Inkubation der K562-Zellen mit MGO und GO fand die Farbung vor der Behandlung statt.
Sowohl die NK-92 als auch die K562-Zellen wurden in Medium ohne Phenolrot
resuspendiert. In einer 96-well Platte mit V-Boden wurden 50 pl K562-Zellen mit einer
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Konzentration von 0,4*10° Zellen/ml vorgelegt und mit 150 ul NK-92-Zellen mit einer
Konzentration von 1,33*10° Zellen/ml vermischt, sodass sich ein E:T Ratio von 10:1 ergab.
AnschlieBend wurde die Platte bei 150 g fir eine Minute zentrifugiert, um einen Kontakt von
NK-Zellen und Zielzellen zu ermdglichen. Die Platte wurde dann im Inkubator fir 4 h bei
37 °C und 5% CO, inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen resuspendiert, 5 pl
7-AAD-Lésung zugegeben und die Zellen auf Eis gestellt. AnschlieBend erfolgte die
Messung am Durchflusszytometer. K562-Zellen, die 5 min bei 80 °C erhitzt wurden, dienten
als Positivkontrolle fur die 7-AAD-Farbung. Eine weitere Kontrolle stellten K562-Zellen dar
die nicht mit 7-AAD inkubiert wurden. Pro Probe wurden 4.000 CFSE*-Zellen gemessen.
Zunachst wurde in einem Dot-Plot FSC gegen SSC dargestellt und die Zellen von Zellschrott
abgegrenzt. AnschlieBend wurden die K562-Zellen selektiert, die durch das CFSE von
ungefarbten NK-Zellen unterschieden werden kénnen. Im letzten Schritt wurde der Anteil der
K562-Zellen bestimmt, die positiv fir 7-AAD waren. Bei diesen handelt es sich um die toten
Zellen (Abbildung 14). AuBerdem wurden K562-Zellen gemessen, die ohne NK-92-Zellen
inkubiert wurden. Diese dienten als MaB3 fir die spontane Lyse. Die Lyserate wurde
folgendermaBen bestimmt:

tote K562Zellen [%] — spontane Lyse [%]
100 — spontane Lyse [%]

Lyserate [%] =

Fir jede Kondition wurden Triplikate gemessen und der Mittelwert berechnet. Flr die
Darstellung wurde die Lyserate relativ zu den unbehandelten Zellen angegeben.
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Abbildung 14: Gates beim Zytotoxizitats-Assay

Die Zellen wurden im Dot-Plot nach Vorwaérts (FSC) und Seitwértsstreulicht (SSC) angezeigt und von kleineren
Events abgegrenzt. Bei den so ausgewdhlten Zellen konnten die gefarbten K562-Zellen von den ungeférbten
NK-Zellen unterschieden werden. Die mit CFSE geféarbten K562-Zellen wurden in einem weiteren Dot-Plot
angezeigt und mit Hilfe der 7-AAD-F&rbung konnten tote und lebende Zellen unterschieden werden.
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2.2.3 Protein-Analyse

2.2.3.1 Protein-Isolation

Fir die Protein-Isolation wurden die Zellen wurden 210 g zentrifugiert und zweimal mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in Solubilisierungspuffer aufgenommen. Zum
vollstandigen Zellaufschluss wurde die Lésung durch eine Spritze mit feiner Kanlle gezogen
und die Proben auf einem Drehrad bei 4 °C fir 1,5h inkubiert. Die Proben wurden
anschlieBend bei 16.000 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand, der die Proteine
enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefal transferiert und bei -20 °C eingefroren.

2.2.3.2 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der Proteinproben wurde mit Hilfe der Bicinchoninsdure (BCA)-Methode
bestimmt. Diese Methode basiert auf der Biuretreaktion, bei der die Peptidbindung in einer
alkalischen Lésung Komplexe mit Cu®* lonen bilden, wobei Cu®* zu Cu* reduziert wird. BCA
ist in der Lage an Cu* zu binden, wodurch ein Komplex mit einer violetten Farbe entsteht
(Smith et al. 1985). Fir die Konzentrationsbestimmung wurde das ,Pierce™ BCA Protein
Assay Kit* (Thermo Fisher Scientific Inc.) entsprechend des Hersteller-Protokolls verwendet.
Als Referenz wurde eine Standardkurve mitgefihrt, die mit Proben von bovinem
Serumalbumin (BSA) von 0 bis 2 mg/ml erstellt wurde. Die Absorption der Proben und der
Standardkurve wurde bei 562 nm gemessen. Alle Messungen erfolgten in
Doppelbestimmung.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kdénnen Proteine unter
denaturierenden Bedingungen nach ihrer GréBe aufgetrennt werden. Durch unterschiedliche
Acrylamid-Konzentrationen kann eine unterschiedliche PorengréBe der Gele erreicht
werden. Fir die beschriebenen Versuche wurden stets Sammelgele mit einer Acrylamid-
Konzentration von 4 % und Trenngel mit einer Acrylamid-Konzentration von 10 % (siehe
Abschnitt 2.1.3, Seite 25) hergestellt. Die Proteinproben wurden mit SDS-Probenpuffer
versetzt und fir 5 min bei 95 °C erhitzt. AnschlieBend wurden 30 ug Protein auf das Gel
aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 110-160 Volt fur 1-2 h in Laufpuffer, in
Abhéangigkeit von der GréBe der zu untersuchenden Proteine.

2.2.3.4 Western-Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend mittels Western-Blot-Technik auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert. Dazu wurde das sogenannte Wet-Blot Verfahren
angewendet, bei dem Gel und Membran vollstdndig in Transferpuffer eingetaucht sind.
Durch Anlegen einer Spannung von 120 Volt fur 1,5 h werden die Proteine auf die Membran
Ubertragen. Durch Verwendung von Kuhlakkus wurde die Temperatur des Transferpuffers
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niedrig gehalten. Um die Proteine nach erfolgtem Transfer auf der Membran sichtbar zu
machen, wurde diese fir 1 min in Ponceau-Lésung geschwenkt und anschlieBend mit
destilliertem Wasser entfarbt, bis Proteinbanden sichtbar wurden. AnschlieBend erfolgte eine
Blockierung der Membran durch Inkubation in 5% Milchpulver-Lésung fir 1 h bei
Raumtemperatur. Die Membran wurde gewaschen (4x10 min in TBS-T) und anschlieBend
mit dem Primar-Antikérper (in TBS-T) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am n&chsten Tag
erfolgte nach erneutem Waschen (4x10 min in TBS-T) der Membran die Inkubation mit dem
entsprechenden Horseradish Peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundarantikérper (in TBS-T)
fir 1 h bei Raumtemperatur. Darauf folgte ein letzter Waschgang der Membran (4x10 min in
TBS-T). Die Detektion der Zielproteine erfolgte mittels ,Amersham ECL Select Western
Blotting Detection Reagent“ nach Angaben des Herstellers. Die Blots wurden fur 2-120 s
belichtet und mit dem Blot- Imager (Gel Doc XR+) detektiert.

2.2.4 RNA-Analyse

2.2.4.1 RNA-Isolation

Die RNA wurde aus Zellpellets mit Hilfe des ,Quick-RNA MiniPrep Kit* der Firma Zymo
Research isoliert. Alle Zellen wurden einmal mit PBS gewachsen und die Zellpellets in 300 pl
Lysepuffer, welcher dem Kit beilag, resuspendiert. Es wurde RNA von den NK-Zelllinien
NK-92, NKL und KHYG-1 sowie von den Zelllinien K562, SH-SY5Y und NTERA-2 isoliert.

Die Isolation der RNA erfolgte stets nach dem Hersteller-Protokoll. Das Kit nutzt zwei
verschiedene Saulen, Uber die die RNA zunachst gereinigt und dann gebunden wird. Mit
verschiedenen Lésungen werden ein DNAse-Verdau und verschiedene Waschschritte auf
der Saule durchgefihrt.

AnschlieBend wurde die RNA mit 50 ul RNAse-freiem Wasser eluiert und die Konzentration
und Reinheit der RNA mit Hilfe des ,NanoDrop 1000” bestimmt. Dazu erfolgte eine Messung
der Absorption bei 230, 260 und 280 nm.

AuBerdem erfolgte die RNA-Isolation aus Pellets der Zelllinien A549, MDA-MB-231,
MDA-MB-453 und ES-2. Diese Zellpellets wurden freundlicherweise von Ingo Holstein aus
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Guido Posern vom Institut flir Physiologische Chemie in
Halle zur Verfligung gestellt. Die Zellen wurden nach den Empfehlungen der American Type
Culture Collection (ATCC) kultiviert.

Zusatzlich wurde auch RNA aus primaren NK-Zellen gewonnen. Diese Zellpellets wurden
freundlicherweise von Dr. Chiara Massa aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Seliger vom
Institut fir Medizinische Immunologie in Halle bereitgestellt. Die Zellen wurden aus Buffy
Coats von Blutspendern gewonnen. Dazu wurde zundchst eine Isolation der PBMCs
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durchgefuhrt und anschlieBend die NK-Zellen mit Hilfe des ,MojoSort™ Human NK Cell
Isolation Kit* der Firma Biolegend isoliert. Die Reinheit der Proben wurde mittels
Durchflusszytometrie durch Inkubation mit Antikérpern gegen CD3, CD56 und CD16
bestimmt und lag bei allen Proben Gber 90 %.

2.2.4.2 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wurden 2 pg RNA in komplementare DNA (cDNA, von engl.
complementary DNA) umgeschrieben. Dabei wurde die Reverse Transkriptase
~superScript™ [I“ (Thermo Fisher Scientific Inc) verwendet. Die Reaktion wurde nach dem
Hersteller-Protokoll durchgefiihrt. Zunachst wurden 2 uyg RNA mit 1 pyl dNTPs (10 mM) und
1 ul Oligo(dT)q2.1¢ Primer (0.5 pg/upl) gemischt und mit Wasser auf ein Volumen von 12 ul
aufgeflllt. Die Lésung wurde anschlieBend 5 min bei 65 °C inkubiert. Dann wurden 5 pl
Puffer, 1 ul DTT sowie 1 pl Ribonuklease-Inhibitor (40 U/ul) zugegeben und die Mischung auf
42 °C erhitzt. Danach erfolgte die Zugabe von 1 ul ,SuperScript™ [l (200 U/ul). Die Proben
wurden fir 50 min bei 42 °C inkubiert und anschlieBend weitere 50 min bei 70 °C inkubiert,
um die Reaktion zu stoppen.

2.2.4.3 Primer

Passenden Primer flr die Sialyltransferasen wurden mit Hilfe des Primer Blast Online-Tools
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) ermittelt. Dabei wurde darauf geachtet,
dass die Primer ein Produkt zwischen 270 und 360 bp erzeugen und die Schmelztemperatur
der Primer mdglichst &hnlich war. Die Primer wurden dann von Eurofins Scientific SE
(Luxemburg) synthetisiert. Die komplette Liste der Primer ist in Abschnitt 2.1.5 (Seite 26)
abgebildet.

2.2.4.4 Polymerase Kettenreaktion
Fir die Polymerase Kettenreaktion (PCR, von engl. Polymerase Chain Reaction) wurde der
,DreamTaq PCR Master Mix* der Firma Thermo Fisher verwendet.

Folgender Ansatz wurde genutzt:

10 ul DreamTaq PCR Master Mix
1 ul Primer forward (10 uM)

1 ul Primer reverse (10 uM)

7 ul HO

1 ul cDNA

20 pl Gesamtvolumen

41



Material und Methoden

Reaktionsschritte der PCR:

1. Initiale Denaturierung 95 °C 2 min

2. Denaturierung 95 °C 30s

3. Primer-Annealing 55 °C 30s 35 Zyklen
4. Elongation 72 °C 30s

5. Finale Elongation 72 °C 5 min

Fir jedes Primerpaar wurde eine entsprechende Negativkontrolle mitgefihrt, die keine cDNA

enthielt, um mégliche Kontaminationen der Reagenzien ausschlieBen zu kénnen.

2.2.4.5 Agarose-Gel-Elektrophorese

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gel-Elektrophorese anhand ihrer GroéBe
aufgetrennt. Zur Herstellung eines 1,5 % Agarosegels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml TAE-
Puffer aufgekocht, bis sie sich vollstandig geldést hatte. Die Flissigkeit wurde etwas
abgekuhlt, mit 2 pl Ethidiumbromid versetzt und in den Schlitten gegossen. Die PCR-
Produkte wurden mit DNA-Probenpuffer versetzt und 18 ul auf dem 1,5 % Agarosegel in
TAE-Puffer mittels Elektrophorese aufgetrennt.

2.2.4.6 Semiquantitative Real-Time PCR
Fur die Real-Time PCR wurde der ,qPCR GreenMaster Mix“ der Firma Jena Bioscience

verwendet.

Folgender Ansatz wurde genutzt:

10 ul gPCR GreenMaster Mix
0,8 pl Primer forward (10 uM)
0,8 pl Primer reverse (10 uM)
7,4 ul H,O

1 ul cDNA

20 pl Gesamtvolumen

Die Reaktion fand in einer 96-well Platte statt. Dabei wurde das iQ5 Gerét der Firma Biorad

verwendet.

Reaktionsschritte der Real-Time PCR:

1. Initiale Denaturierung 95 °C 1:30 min

2. Denaturierung 95 °C 10s

3. Primer-Annealing 62 °C 10s 40 Zyklen
4. Elongation 72 °C 25s

5. Finale Elongation 72 °C 1 min

42



Material und Methoden

Der ,gPCR GreenMaster Mix* enthielt neben einer Polymerase auch den Farbstoff
EvaGreen®, der in die DNA interkalieren kann. Durch Anregung mit einem Laserstrahl kann
dann ein Fluoreszenzsignal erzeugt und so die Zunahme der DNA Menge betrachtet werden.
Nach jedem Zyklus wurde deshalb eine Fluoreszenzmessung durchgefiihrt. Der Farbstoff
interkaliert unspezifisch in alle vorhandenen doppelstrangigen DNA-Fragmente. Um
sicherzugehen, dass immer nur ein Produkt entstanden war, wurde deshalb nach Ende der
PCR-Reaktion eine Schmelzpunkt-Analyse durchgefiihrt. Bei dieser Analyse wird die
Temperatur Schrittweise von 55 °C auf 95 °C erhdht und dabei die Fluoreszenz gemessen.
Fir jede Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt. AuBerdem wurde flr jeden
Primer eine Negativkontrolle gemessen, die keine DNA enthielt. Eine Quantifizierung der
entstandenen Produkte wurde relativ zu dem Referenz-Gen B2M durchgefihrt. Dabei wurde
die Methode nach Pfaffl angewendet (Pfaffl 2001). Die Amplifikationseffizienz (E) der
einzelnen Primerpaare wurde dabei mit Hilfe der Software LinRegPCR direkt aus den
Amplifikationskurven bestimmt (Ruijter et al. 2009). Die Mittelwerte wurden dann fir die
Berechnung verwendet (siehe Anhang, Tabelle 5, Seite 103).

ACtz; Kontrolle—Behandlun
(EZielgen) Zielgen( 9)

ratio =
ACt Kontr olle—Behandlung
(ER f ) Referenzgen( )

Fur die Analyse der Genexpression dienten die Werte der Zellen ohne MGO- bzw. ohne IL-2-
Behandlung als Kontrolle und wurden 1 gesetzt und die Werte der behandelten Zellen relativ

dazu betrachtet.

2.2.5 Datenanalyse

Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Zur Erzeugung von
Graphen und zur statistischen Analyse wurde das Programm Origin Pro 2017 (OriginLab,
Northampton, USA) verwendet. Fir alle Versuche mit mehreren Konzentrationen wurde ein
One-Way-Anova-Test mit anschlieBendem Tukey-Test durchgefiihrt. Die Daten der Real-
Time PCR wurden mittels studentischen T-Tests ausgewertet. Ein Unterschied von p < 0,05
wurde als signifikant betrachtet. Die signifikanten p-Werte (Behandlung im Vergleich zur

Kontrolle) sind in den Graphen angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Dicarbonyl-Stress und Glykierung auf die Funktion von
NK-Zellen

3.1.1 Glykierung von NK-Zellen

Um den Einfluss von Dicarbonyl-Stress und der daraus folgenden Glykierung auf die Aktivitat
von NK-Zellen zu untersuchen, wurde die NK-Zelllinie NK-92 verwendet. Diese Zelllinie ist
sehr gut charakterisiert und ein haufig verwendetes Modell, um NK-Zell-Funktionen zu
untersuchen (siehe Abschnitt 1.3.3., Seite 16). Als Dicarbonyl-Verbindungen wurden MGO
und GO verwendet.

3.1.1.1 Nachweis der Glykierung

Die NK-92-Zellen wurden fir 4 h mit verschiedenen Konzentrationen (0,3; 0,6; 1; 2 mM)
MGO oder GO in Medium mit 1 % FKS inkubiert. Um festzustellen, ob diese Behandlung zu
einer Glykierung der Zellen fUhrte, wurden die Proteine isoliert und mittels SDS-Page
aufgetrennt. AnschlieBend wurde ein Western-Blot durchgefiihrt. Dazu wurde ein Antikdrper
verwendetet, der an AGE-modifizierte Proteine bindet. Da der Antikérper an alle glykierten
Proteine bindet, sieht man bei glykierten Zellen viele verschiedene Banden. Bei hohen
Intensitaten kommt es zu einer Uberlagerung der Signale, sodass keine einzelnen Banden
mehr sichtbar sind. Die gleichmaBige Beladung wurde zum einen durch eine Inkubation mit
einem Anti-Aktin Antikdrper (Abbildung 15) und zum anderen durch eine Ponceau-Farbung
der Membran festgestellt (siehe Anhang, Abbildung 34, Seite 102).

Eine Behandlung mit MGO sorgte fiir einen konzentrationsabhangigen Anstieg des AGE-
Signals (Abbildung 15 A). Wahrend bei den unbehandelten Zellen fast kein Signal zu sehen
war, waren bei einer Behandlung mit 0,3 und 0,6 mM schon verschiedene Banden sichtbar,
bei denen es sich um AGE-modifizierte Proteine handelte. Bei 1 mM MGO war ein deutlich
starkeres Signal zu sehen. Bei 2 MM war die Intensitat so hoch, dass keine einzelnen

Banden mehr sichtbar waren.

Fir die Behandlung mit GO (Abbildung 15 B) war ein dhnlicher Effekt zu beobachten. Auch
hier wurde das Signal mit héheren Konzentrationen starker, bis keine einzelnen Banden zu
detektieren waren. Somit konnte gezeigt werden, dass die Behandlungsdauer von 4 h
ausreichend war, um die vorhandenen Proteine zu glykieren. Selbst bei Inkubation mit
niedrigeren Konzentrationen von 0,3 mM GO entstanden bereits AGE-Modifikationen, was
mit Hilfe des Western-Blots nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 15: Nachweis der Glykierung der NK-92-Zellen

Die NK-92- Zellen wurden flr 4 h in Medium mit 1 % FKS mit verschiedenen Konzentrationen von MGO (A.) und
GO (B.) inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine isoliert, mittels SDS-Page aufgetrennt und ein Western-Blot
durchgefihrt. Dabei wurde ein Anti-CML Antikérper (CML-26, Abcam) verwendet, der an AGE-modifizierte
Proteine binden kann. Als Ladekontrolle wurde auBerdem eine Inkubation mit einem Anti-Aktin Antikbrper
durchgefihrt. Gezeigt sind reprasentative Western-Blots von drei unabhangigen Experimenten.

3.1.1.2 Viabilitat und metabolische Aktivitat

Um zu Gberprifen, ob sich die Behandlung mit MGO und GO negativ auf die Zellviabilitat
auswirkt, wurde ein Viabilitdts-Assay durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen nach der MGO-
bzw. GO-Behandlung mit 7-AAD und Annexin V (gekoppelt an APC) inkubiert und im
Durchflusszytometer gemessen. Zellen in der friihen Phase der Apoptose sind positiv fir
Annexin V, wahrend tote Zellen sowohl positiv fir Annexin V als auch fur 7-AAD sind. Bei
Zellen, die weder positiv fur 7-AAD noch fir Annexin V sind, handelt es sich um lebende
Zellen. Zur Kontrolle wurden auBerdem Zellen durch Erhitzen abgetétet. Diese toten Zellen
dienten dazu, die richtigen Abgrenzungen setzen zu kénnen (Abbildung 16 A).

Weder bei der Behandlung mit MGO (Abbildung 16 B) noch bei der Behandlung mit GO
(Abbildung 16 C) waren Unterschiede beim Anteil der lebenden Zellen zu sehen. Der
Prozentsatz der lebenden Zellen lag bei allen Konzentrationen Uber 90 %. Somit flhrte die
Inkubation mit MGO und GO nicht zur Apoptose der NK-Zellen.
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Abbildung 16: Viabilitat der NK-92-Zellen

Fir den Viabilitdts-Assay wurden Zellen mit 7-AAD und Annexin V (gekoppelt mit APC) inkubiert. Zellen in der
frihen Phase der Apoptose sind positiv fiir Annexin V, wahrend tote Zellen sowohl positiv fir Annexin V als auch
fir 7-AAD sind. Gezeigt sind reprasentative Dot-Plots von unbehandelten Zellen und Zellen, welche durch
Erhitzen abget6tet wurden (A.). Diese toten Zellen wurden verwendet, um die Abgrenzungen setzen zu kénnen.
Die NK-92-Zellen wurden flir 4 h in Medium mit 1 % FKS mit verschiedenen Konzentrationen von MGO (A.) und
GO (B.) inkubiert und der Anteil an Zellen bestimmt, die negativ fir 7-AAD und Annexin V waren. Bei diesen
handelt es sich um die lebenden Zellen. Gezeigt sind Mittelwert + Standardabweichung von jeweils drei
unabhéngigen Experimenten.

Nach der Behandlung mit MGO und GO wurde auBBerdem die Zellzahl mittels automatischem
Zellzéhler bestimmt. Auch hier waren keine Unterschiede nach der Behandlung zu sehen
(Daten hier nicht gezeigt).

Des Weiteren wurde die metabolische Aktivitdt der NK-Zellen mittels MTT-Assays
untersucht. Die Behandlung mit 0,3 und 0,6 mM MGO flihrte zu keiner signifikanten
Veranderung der metabolischen Aktivitat (Abbildung 17 A). Bei einer Inkubation mit 1 mM
bzw. 2 mM MGO war die metabolische Aktivitat signifikant reduziert und betrug nur noch
etwa 60 % der Kontrolle. Eine Behandlung mit GO beeinflusste bei keiner der untersuchten
Konzentrationen die metabolische Aktivitat (Abbildung 17 B).
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Abbildung 17: Metabolische Aktivitat der NK-92-Zellen

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivitdt wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt. Die NK-92- Zellen wurden fir
4h in Medium mit 1% FKS mit verschiedenen Konzentrationen von MGO (A.) und GO (B.) inkubiert.
AnschlieBend wurden sie in Medium mit 10 % FKS transferiert, welches 0,5 mg/ml MTT enthielt und flr weitere
4 h inkubiert. Die Formazan-Kristalle wurden in DMSO gel6st und die Absorption gemessen. Die Werte fiir
unbehandelte Zellen wurden als 100 % festgelegt und Veradnderungen relativ dazu betrachtet. Gezeigt sind
Mittelwert + Standardabweichung von 4 (A.) und 5 (B.) unabhéngigen Experimenten.

3.1.1.3 Zellmorphologie

Wéhrend der Kultivierung und Proliferation der NK-92-Zellen bilden sich normalerweise Zell-
Aggregate, die typisch fur diese Zelllinie sind. Die Zellen lassen sich durch Resuspendieren
leicht wieder voneinander trennen. Um morphologische Veranderungen nach der
Behandlung zu untersuchen, wurden die Zellen nach der Inkubation mit MGO oder GO mit
PBS gewaschen und in normales Zellkulturmedium transferiert. Dabei werden die Zellen
vereinzelt und es mussen sich wieder neue Aggregate bilden. Deshalb erfolgte anschlieBend
eine weitere Kultivierung Uber Nacht. Am nachsten Tag wurden Fotos mit einem Hellfeld-
Mikroskop aufgenommen (Abbildung 18). Bei einer vorherigen Behandlung mit 0,3 mM bzw.
0,6 mM MGO waren keine morphologischen Veranderungen sichtbar. Nach der Behandlung
mit 1 mM MGO bildeten sich nur vereinzelt Aggregate, wahrend bei 2 mM MGO keine
erneute Bildung von Aggregaten mehr zu beobachten war. Eine Behandlung mit GO hatte

bei allen verwendeten Konzentrationen keine morphologischen Veranderungen zur Folge.
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Abbildung 18: Mikroskopie

NK-92-Zellen wurden fiir 4 h mit MGO und GO behandelt und anschlieBend mit PBS gewaschen. Die Zellen
wurden dann in frisches Medium (10 % FKS) transferiert und Gber Nacht inkubiert. Gezeigt sind reprasentative
Bilder von drei unabhangigen Experimenten.

3.1.1.4 Konjugat-Assay

Damit NK-Zellen veranderte Zellen erkennen und lysieren kdnnen, muss zunachst ein Zell-
Zellkontakt stattfinden. Dabei bilden NK-Zellen und Zielzellen Konjugate. Erhalt die NK-Zelle
ein Aktivierungssignal, kommt es anschlieBend zu einer festeren Bindung und schlussendlich
zur Lyse der Zielzelle. Mit Hilfe des Konjugat-Assays sollte die Bildung dieser Zell-Zell-
Kontakte untersucht werden. Die myeloische Leukamie-Zelllinie K562 diente dabei als
Zielzelle, mit der die NK-Zellen Konjugate bilden kénnen. Um die Abgrenzungen setzen zu
kénnen, wurden K562-Zellen und NK-92-Zellen einzeln gemessen (Abbildung 19 A).

Um den Assay zu validieren, wurden NK-92-Zellen und K&562-Zellen nach dem
Zentrifugationsschritt fir verschiedene Zeitpunkte miteinander inkubiert. Unmittelbar nach
der Zentrifugation waren nur sehr wenige Konjugate vorhanden. Schon nach etwa 5 min
waren etwa 35 % der gemessenen Events Konjugate. Nachdem ein Maximum nach 20 min
erreicht war, sank die Anzahl der Konjugate nach 30 min wieder (Abbildung 19 B und C). Far

alle weiteren Versuche wurde deshalb eine Inkubationszeit von 20 min gewahlt.
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Abbildung 19: Zeitabhangigkeit des Konjugat-Assays
K562-Zellen wurden mit CFSE und NK-92-Zellen mit eFluor670 gefarbt. Beide Zelllinien wurden flr den Assay
einzeln gemessen um die Gates setzten zu kénnen (A.). Um die Zeitabhangigkeit zu untersuchen, wurden die
Zellen nach dem Zentrifugationsschritt unterschiedlich lange bei 37 °C inkubiert. Gezeigt sind reprasentative Dot-
Plots der verschiedenen Zeitpunkte (B.). Des Weiteren gezeigt sind Mittelwert + Standardabweichung von drei
unabhéngigen Experimenten (C.).
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Der Versuch zeigt auBerdem, dass es sich bei der Konjugatbildung wie erwartet um einen
aktiven Prozess handelt, der eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt. Nur die Zentrifugation der
Zellen ist nicht ausreichend fir die Bildung von Konjugaten. Erst nach einer Inkubationszeit
von 5 min bilden sich stabilere Zell-Zell-Kontakte.

Um die Konjugatbildung nach MGO- oder GO-Behandlung zu untersuchen, wurden die NK-
Zellen far 4 h mit MGO oder GO inkubiert und direkt im Anschluss der Konjugat-Assay
durchgefiihrt. Dabei wurden die Werte fir unbehandelte Zellen als 100 % festgelegt und
Veranderungen relativ dazu betrachtet. Bei der Behandlung mit MGO (Abbildung 20 A)
wurden bei allen verwendeten Konzentrationen signifikant weniger Konjugate gebildet als bei
der Kontrolle. Die Behandlung mit 0,3 mM MGO sorgte fir eine Reduktion der
Konjugatbildung um etwa 20 %. Bei einer Konzentration von 0,6 mM wurden nur noch etwa
55 % der Konjugate gebildet. Bei einer Inkubation mit héheren Konzentrationen von 1 mM
oder 2 mM fand kaum noch eine Bildung von Konjugaten statt. Insgesamt hatte die MGO-
Behandlung einen starken negativen Effekt auf die Konjugatbildung. Eine Behandlung mit
GO (Abbildung 20 B) hatte ebenfalls einen negativen Effekt, der allerdings nicht so stark
ausgepragt war. Bei der Inkubation mit 0,6 mM und 1 mM GO war eine leichte Verringerung
der Konjugatbildung um 5 % bzw. 10 % sichtbar. Diese Anderungen waren allerdings nicht
signifikant. Bei einer Konzentration von 2 mM war eine signifikante Verringerung der
Konjugate um ca. 15 % zu beobachten. Sowohl bei MGO als auch bei GO war ein negativer
Einfluss auf die Konjugatbildung zu sehen. Bei gleicher Konzentration hatte eine Inkubation
mit MGO allerdings einen viel starkeren Einfluss als die Inkubation mit GO.
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Abbildung 20: Konjugatbildung der NK-92-Zellen nhach MGO- und GO-Behandlung

Die NK-92-Zellen wurden flr 4 h in Medium mit 1 % FKS mit verschiedenen Konzentrationen von MGO (A.) und
GO (B.) inkubiert. AnschlieBend wurde der Konjugat-Assay durchgefihrt. Die Werte fir unbehandelte Zellen
wurden als 100 % festgelegt und Veradnderungen relativ dazu betrachtet. Gezeigt sind Mittelwert
* Standardabweichung von drei (A.) bzw. finf (B.) unabh&ngigen Experimenten.
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3.1.1.5 Zytotoxizitats-Assay

Wenn ein Kontakt zwischen NK-Zellen und Zielzellen stattgefunden und sich eine
immunologische Synapse gebildet hat, kommt es nach einem aktivierenden Signal
anschlieBend zur Lyse der Zielzelle durch die NK-Zelle. Mit Hilfe eines Zytotoxizitats-Assays
kann dieser Prozess quantifiziert werden. Hierbei wurden erneut K562-Zellen als Zielzellen
verwendet. Diese Zelllinie exprimiert nur in geringem MaBe MHC-1-Molekile, aber einige
Ligaden fur aktivierende Rezeptoren der NK-Zellen. Dadurch werden K562-Zellen gut von
NK-Zellen erkannt und lysiert und sind deshalb eine haufig genutzte Zelllinie, um die lytische
Aktivitat von NK-Zellen zu untersuchen (Lisovsky et al. 2015).

Um den Zytotoxizitats-Assay zu testen, wurden zunachst Versuche durchgefiihrt, bei denen
eine vorherige Stimulation mit IL-2 erfolgte. Es ist bekannt, dass NK-92-Zellen IL-2 zum
Uberleben sowie zur Proliferation benétigen und dass IL-2 maBgeblich die zytotoxische
Aktivitat dieser Zellen erhéht (Gong et al. 1994; Térnroos et al. 2019). Die NK-92-Zelllinie
wird deshalb normalerweise immer in Medium mit IL-2 kultiviert. In diesem Versuch wurden
NK-92-Zellen fir 24 h ohne IL-2 inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von IL-2 in
verschiedenen Konzentrationen und die Inkubation der Zellen fir weitere 24 h. Fir den
Assay wurden die NK-Zellen mit CFSE-geféarbten K562-Zellen inkubiert. Abbildung 21 A zeigt
reprasentative Dot-Plots der K562-Zellen, die sich durch ihre CFSE-Farbung von
ungefarbten NK-Zellen trennen lassen. Tote Zellen wurden auBerdem mit 7-AAD angefarbt.
Ohne die NK-92-Zellen gibt es nur wenige tote K562-Zellen. Der Anteil an toten K562-Zellen
erhéht sich, wenn NK-Zellen zugegeben werden, die vorher mit IL-2 stimuliert wurden, da
diese dann fir eine Lyse der K562-Zellen sorgen. Bei der Analyse der Daten wurden die
Werte fur die héchste Konzentration von 2000 U/ml als 100 % festgelegt und alle anderen
Werte relativ dazu betrachtet (Abbildung 21 B). Bei der Verwendung von NK-92-Zellen,
welche nicht mit IL-2 inkubiert wurden, ist nur eine sehr geringe Lyserate zu beobachten.
Werden die NK-92-Zellen allerdings mit IL-2 stimuliert, erhdht sich konzentrationsabhéngig
die Lyserate.

Die lytische Aktivitat der NK-92-Zellen hangt also wie erwartet von der IL-2-Konzentration ab.
und konzentrationsabhangige Unterschiede kdénnen mit diesem Assay nachgewiesen

werden.
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Abbildung 21: Zytotoxizitats-Assay nach Stimulation mit IL-2

Die NK-92-Zellen wurden fiir 24 h ohne IL-2 inkubiert und dann flr weitere 24 h mit unterschiedlichen IL-2
Konzentrationen kultiviert. AnschlieBend wurde der Zytotoxizitats-Assay durchgefiihrt. Gezeigt sind reprasentative
Dot-Plots der K562-Zellen, die ohne NK-92-Zellen oder mit den unterschiedlich stimulierten NK-92-Zellen
inkubiert wurden (A.). AuBerdem gezeigt sind Mittelwert + Standardabweichung von drei unabh&ngigen
Experimenten (B.). Dabei wurde 2000 U/ml als 100 % gesetzt und die anderen Werte relativ dazu betrachtet.

Im vorherigen Versuch konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit MGO oder GO

einen negativen Einfluss auf die Bildung von Konjugaten hatte. Deshalb sollte anschlieBend

gepruft werden, ob die Inkubation mit den Dicarbonyl-Verbindungen auch einen Einfluss auf

die Lyse der Zielzellen durch die NK-Zellen hat. Dazu wurden die NK-92-Zellen erneut fiir 4 h

mit MGO oder GO inkubiert und im Anschluss der Zytotoxizitats-Assay durchgefiihrt. Die
52




Ergebnisse

Werte far unbehandelte Zellen wurden als 100 % festgelegt und Veranderungen relativ dazu
betrachtet. Bei einer MGO-Konzentration von 0,3 mM (Abbildung 22 A) konnte kein
Unterschied zur Kontrolle festgestellt werden. Nach einer Behandlung mit 0,6 mM MGO
betrug die Lyserate nur noch etwa 65 % der Kontrolle. Bei Konzentrationen von 1 mM und
2 mM lag die Lyserate nur noch bei 17 % bzw. 7 %. Die Behandlung mit GO (Abbildung
22 B) hatte einen weitaus weniger drastischen Effekt auf die lytische Aktivitat der NK-92-
Zellen. Bei 0,3 mM und 0,6 MM waren keine Veranderungen im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen zu sehen. Eine Behandlung mit 1 mM GO sorgte flr eine Reduzierung
der Lyserate um ca. 10 %. Diese Anderung war allerdings nicht signifikant. Bei der
Behandlung mit 2 mM GO war die Lyserate signifikant reduziert und betrug nur noch etwa
75 %. MGO hatte, &hnlich wie bei der Konjugatbildung, einen deutlich starkeren Einfluss auf
die lytische Aktivitéat der NK-Zellen als GO.
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Abbildung 22: Zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen nach MGO- und GO-Behandlung

Die NK-92-Zellen wurden fir 4 h in Medium mit 1 % FKS mit verschiedenen Konzentrationen von MGO (A.) und
GO (B.) inkubiert. AnschlieBend wurde der Zytotoxizitats-Assay durchgefihrt. Die Werte fiir unbehandelte Zellen
wurden als 100 % festgelegt und Verdnderungen relativ dazu betrachtet. Gezeigt sind Mittelwert *
Standardabweichung von jeweils drei unabhangigen Experimenten.

3.1.2 Glykierung von K562-Zellen

In den vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von NK-Zellen
mit MGO oder GO zu einer Glykierung, sowie zu einer Reduzierung der Konjugatbildung und
Lyserate flhrte. Wichtig fir die korrekte Funktion der NK-Zellen ist ein Kontakt mit den
entsprechenden Zielzellen. Kann dieser Kontakt nicht stattfinden, hat dies einen negativen

Einfluss auf die Lyserate. Im Folgenden sollte deshalb Uberprift werden, welche
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Auswirkungen eine Glykierung der Zielzellen auf Konjugatbildung und Lyserate der NK-
Zellen hatte. Dazu wurden die K562-Zellen, genau wie in den vorherigen Versuchen die
NK-92-Zellen, fir 4 h mit verschiedenen MGO- und GO-Konzentrationen inkubiert.

3.1.2.1 Nachweis der Glykierung

Zuerst wurden die Proteine der K562-Zellen isoliert und ein Western-Blot mit einem Anti-
CML Antikdrper durchgefiihrt, um die Glykierung nachzuweisen. Wie auch schon bei den
NK-Zellen, flihrte eine Behandlung mit MGO (Abbildung 23 A) bzw. mit GO (Abbildung 23 B)
zu einer Glykierung, die sich mittels Western-Blot nachweisen lie3. Die gleichmaBige
Beladung wurde durch Inkubation mit einem Anti-Aktin Antikérper (Abbildung 23) und der
Ponceau-Farbung Uberprift (siehe Anhang, Abbildung 34, Seite 102).

A.) B.)
&
Q
@
N
S o
§ &
250 kDa -
250 kDa -
130kDa -
130kDa -
100 kDa -
100 kDa -
70 kDa - 70 kDa -
50 kDa - S0 kDa -
35kDa - 35kDa -
Aktin VI B —

Abbildung 23: Nachweis der Glykierung der K56-Zellen

Die K562-Zellen wurden fir 4 h in Medium mit 1% FKS mit verschiedenen MGO (A.) und GO (B.)
Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine isoliert, mittels SDS-Page aufgetrennt und ein
Western-Blot durchgefihrt. Dabei wurde ein Anti-CML Antikérper (CML-26, Abcam) verwendet, der an AGE-
modifizierte Proteine binden kann. Als Ladekontrolle wurde auBerdem eine Inkubation mit einem Anti-Aktin
Antikérper durchgefiihrt. Gezeigt sind représentative Western-Blots von drei unabhangigen Experimenten.
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3.1.2.2 Viabilitat

Wie bereits bei den NK-Zellen sollte auBerdem festgestellt werden, ob die Behandlung mit
MGO oder GO einen Einfluss auf die Viabilitat der Zellen hatte. Dazu wurden K562-Zellen
mit 7-AAD und Annexin V (gekoppelt an APC) inkubiert und im Durchflusszytometer
gemessen. Weder bei der Behandlung mit MGO (Abbildung 24 A) noch bei der Behandlung
mit GO (Abbildung 24 B) konnten signifikante Veranderungen bei der Anzahl der lebenden
Zellen festgestellt werden. Der Anteil der lebenden Zellen lag bei allen verwendeten MGO-
Konzentrationen bei Uber 90 % und bei allen verwendeten GO-Konzentrationen bei Uber
87 %. Die Zellzahl nach der Behandlung wurde ebenfalls bestimmt. Auch hier waren keine
Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten (Daten hier nicht gezeigt).
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Abbildung 24: Viabilitat der K562-Zellen

Die K562-Zellen wurden flir 4 h in Medium mit 1 % FKS mit verschiedenen Konzentrationen von MGO (A.) und
GO (B.) inkubiert und der Anteil an Zellen bestimmt, die negativ flir 7-AAD und Annexin V waren. Bei diesen
handelt es sich um die lebenden Zellen. Gezeigt sind Mittelwert £ Standardabweichung von vier (A.) bzw. drei (B.)
unabhéngigen Experimenten.

3.1.2.3 Konjugatbildung

Eine Behandlung der K562-Zellen mit MGO und GO fiihrte zu einer Glykierung der Zellen.
Diese Glykierung kénnte sich eventuell auf den Zell-Zell-Kontakt auswirken. Es wurde
deshalb getestet, ob die Glykierung der K562-Zellen einen Effekt auf die Konjugatbildung
hatte. Dazu wurde erneut der Konjugat-Assay durchgefihrt, wobei diesmal die K562-Zellen
mit MGO und GO inkubiert wurden. Nach einer Behandlung mit 0,3 mM bzw. 0,6 mM MGO
wurden geringflgig weniger Konjugate gebildet (Abbildung 25 A). Diese Veranderungen
waren allerdings nicht signifikant. Erst nach einer Behandlung der K562-Zellen mit 1 mM

MGO war die Bildung von Konjugaten signifikant reduziert. Im Vergleich mit den

55




Ergebnisse

unbehandelten Zellen wurden nur noch etwa 86 % der Konjugate gebildet. Eine Behandlung
mit 2 mM MGO hatte ebenfalls eine signifikante Reduzierung der Konjugatbildung zur Folge.
Der Anteil der Konjugate betrug nur noch etwa 70 %. Auch die Behandlung mit GO hatte
eine Reduzierung der Konjugatbildung zur Folge. Nach einer Inkubation mit 0,3 mM GO
wurden nur noch etwa 88 % der Konjugate gebildet (Abbildung 25 B). Diese Veranderung
war allerdings nicht signifikant. Bei einer Behandlung mit 0,6 mM, 1 mM und 2 mM GO
zeigten sich hingegen signifikante Veranderungen bei der Konjugatbildung. Bei einer
Konzentration von 0,6 mM wurden nur noch etwa 84 % der Konjugate gebildet. Eine
Behandlung mit 1 mM bzw. 2 mM sorgte fir eine Reduzierung der Konjugatbildung auf etwa
77 % bzw. etwa 75 %. Insgesamt zeigten sich ahnliche Effekte bei einer Inkubation mit MGO
und GO.
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Abbildung 25: Konjugat-Assay mit glykierten K562-Zellen

Die K562-Zellen wurden fir 4 h in Medium mit 1 % FKS mit verschiedenen Konzentrationen von MGO (A.) und
GO (B.) inkubiert. AnschlieBend wurde der Konjugat-Assay durchgefiihrt. Die Werte flir unbehandelte Zellen
wurden als 100 % festgelegt und Veradnderungen relativ dazu betrachtet. Gezeigt sind Mittelwert =+
Standardabweichung von drei (A.) bzw. vier (B.) unabhangigen Experimenten.

3.1.2.4 Zytotoxizitat

Da die Behandlung der K562-Zellen mit MGO und GO fir eine Verringerung der
Konjugatbildung sorgte, sollte im nachsten Schritt untersucht werden, ob diese Behandlung
auch einen Einfluss auf die Lyse der K562-Zellen durch NK-Zellen hat. Dazu wurden erneut
die K562-Zellen mit MGO und GO inkubiert und im Anschluss mit unbehandelten NK-92-

Zellen fir den Zytotoxizitats-Assay verwendet.
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Die Behandlung mit MGO sorgte nur bei einer Konzentration von 1 mM fir eine signifikante
Veranderung (Abbildung 26 A). Diese fuhrte zu einer Reduzierung der Lyserate auf etwa
82 %. Allerdings war bei 0,6 mM und 2 mM die Lyserate ebenfalls reduziert. Sie betrug nur
noch etwa 93 % bzw. 89 %. Eine Inkubation mit GO hatte nur bei der hdéchsten
Konzentration von 2 mM einen signifikanten Einfluss auf die Lyserate (Abbildung 26 B).
Diese war auf etwa 88 % reduziert. Bei 0,3 mM und 0,6 mM waren keine Veranderungen zu
beobachten, wahrend eine Behandlung mit 1 mM zu einer Reduzierung der Lyserate auf
etwa 94 % fuhrte. Insgesamt zeigten sich, wie schon beim Konjugat-Assay, ahnliche Effekte
bei der Behandlung mit MGO und GO.
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Abbildung 26: Zytotox-Assay mit glykierten K562-Zellen

Die K562-Zellen wurden flir 4 h in Medium mit 1 % FKS mit verschiedenen Konzentrationen von MGO (A.) und
GO (B.) inkubiert. AnschlieBend wurde der Zytotoxizitats-Assay durchgefiihrt. Die Werte fiir unbehandelte Zellen
wurden als 100 % festgelegt und Veradnderungen relativ dazu betrachtet. Gezeigt sind Mittelwert +
Standardabweichung von vier (A.) bzw. drei (B.) unabhangigen Experimenten.

3.2 Analyse der Sialyltransferasen in NK-Zellen

NK-Zellen tragen sialylierte Proteine auf ihrer Oberflache. Als endsténdige Zucker sind
Sialinsduren im direkten Kontakt mit der Umgebung der Zelle, weshalb sie haufig eine Rolle
bei der Zell-Zell-Interaktion spielen. Fir die Verknipfung von Sialinsduren mit

Oberflachenproteinen und Lipiden sorgen spezielle Sialyltransferasen im Golgi.

Allerdings ist wenig Uber die Expression der Sialyltransferasen und ihre Regulierung in NK-

Zellen bekannt. Im zweiten Teil der Arbeit soll deshalb festgestellt werden, welche
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Sialyltransferasen in NK-Zellen exprimiert werden und wie sich ihre Expression nach
Aktivierung und bei Dicarbonyl-Stress verandert.

3.2.1 Primer Design und Test

Es wurden Primersequenzen fir alle 20 humanen Sialyltransferasen ausgewahlt (siehe
Abschnitt 2.1.5, Seite 26). Die mit diesen Primern erzeugten Produkte waren alle zwischen
270 und 360 bp gro. Um die Primer zu testen, wurde in der Literatur nach Positiv-Kontrollen
fir jede der 20 humanen Sialyltransferasen gesucht. Dabei wurden insgesamt sieben
verschiedene Ziellinien verwendet. Eine Zusammenfassung der verwendeten

Positivkontrollen mit den entsprechenden Quellen ist in Tabelle 3 zu sehen.

Tabelle 3: Positivkontrollen fiir die Primer

Zelllinie Quelle
ST8SIA1 A549 Lee et al. (2018)
ST8SIA2 SH-SY5Y  |Al-Saraireh et al. (2013)
ST8SIA3 NTERA-2  (Gouveia et al. (2012)
ST8SIA4 MDA-MB-231 [Ma et al. (2016)
ST8SIAS ES-2 Sung et al. (2018)
ST8SIA6 K562 Zhang et al. (2015)
ST6GALNACT| K562 Sewell et al. (2006)

ST6GALNAC2| \IDA-MB-453 Murugaesu et al. (2014)

ST6GALNAC3|NTERA-2  |Gouveia et al. (2012)

ST6GALNAC4| \\DA-MB-231 |Ma et al. (2016)

ST6GALNACS| \DA-MB-231 [Kurcon et al. (2015)

ST6GALNAC6| \iDA-MB231 |Ma et al. (2016)

ST6GAL1 K562 Ma et al. (2014)

ST6GAL2 SH-SY5Y  |Lehoux et al. (2010)

ST3GAL1 MDA-MB-231 Ma et al. (2016)

ST3GAL2 K562 Li et al. (2016)
ST3GAL3 NTERA-2  (Gouveia et al. (2012)
ST3GAL4 K562 Li et al. (2016)

ST3GALS MDA-MB-231 [Kurcon et al. (2015)

ST3GAL6 SH-SY5Y  [Foti et al. (2010)
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Von den entsprechenden Zelllinien wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben.
Dann wurden PCR-Reaktionen mit allen Primerpaaren und der cDNA der entsprechenden
Positivkontrollen durchgefiihrt. Die Produkte wurden anschlieBend auf einem 1,5 %
Agarosegel mittels Elektrophorese aufgetrennt (Abbildung 27). Alle Primerpaare zeigten bei
der entsprechenden Positivkontrolle nur eine einzige Bande in der erwarteten GréB3e.

A549 SH-SY5Y  NTERA2 MDA- ES-2 K562 K562 MDA- NTERA2  MDA- MDA- MDA-

MB-231 MB-453 MB-231 MB-231 MB-231
N
» NI S
0 0 Y Y Y] Y] Y
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2o S S % S 9 o
-— - - e gy
K562 SH-SY5Y MDA- K562 NTERA2 K562 MDA- SH-SY5Y
MB-231 MB-231

Abbildung 27: Test der Primer

Es wurden PCR-Reaktionen mit allen Primern durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils cDNA der Zelllinien verwendet,
die in der Literatur als Positivkontrollen angegeben wurden (siehe Tabelle 3). Die Produkte wurden dann auf ein
1,5 % Agarose Gel, welches mit Ethidiumbromid versetzt war, aufgetragen und nach ihrer GréBe aufgetrennt. Die
verwendeten Primer stehen Uber den Banden, die entsprechenden Zelllinien sind darunter genannt. Gezeigt sind
reprasentative Beispiele von drei unabhéngigen Experimenten.

FOr jedes Primerpaar wurden auBerdem, auch bei allen spéater durchgefihrten PCR-
Reaktionen, Negativkontrollen mitgefiihrt, die keine cDNA enthielten. Die Primer wurden
auch in der Real-Time PCR getestet. Nach jeder PCR-Reaktion wurden dabei
Schmelzkurven aufgenommen, indem die Temperatur schrittweise erhdéht und die
Fluoreszenz gemessen wurde. Somit konnte, neben der Auftrennung auf einem Agarosegel,
sichergestellt werden, dass nur ein einziges Produkt entstanden war. Um die optimalen
Reaktionsbedingungen fir die Real-Time PCR zu finden, wurden die Primern vorab in
Gradienten-PCRs mit unterschiedlichen Annealing-Temperaturen getestet.

3.2.2 Expression der Sialyltransferasen in NK-Zellen
In einem ersten Versuch sollte zunachst eine Charakterisierung von drei NK-Zelllinien

erfolgen, um festzustellen, welche Sialyltransferasen exprimiert werden. Neben den NK-92-
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Zellen, wurden die NK-Zelllinien NKL und KHYG-1 untersucht. Von allen drei Zelllinien wurde
RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurden PCR-Reaktionen mit allen
Primern durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dass die verschiedenen NK-Zelllinien die gleichen
Sialyltransferasen exprimieren. Von den a2,8-Sialyltransferasen wurden ST8SIA1, ST8SIA4
und ST8SIA6 exprimiert. AuBerdem konnte die Expression der GalNAc a2,6-
Sialyltransferasen STEGALNAC4 und STEGALNAC6 nachgewiesen werden. Von den zwei
B-Galaktosid a2,6-Sialyltransferasen wurde nur ST6GAL1 exprimiert. Des Weiteren konnte
die Expression der B-Galaktosid a2,3-Sialyltransferasen ST3GAL1, ST3GAL2, ST3GALS3,
ST3GAL4 und ST3GAL5 nachgewiesen werden. Insgesamt wurden von den NK-Zelllinien 12
der 20 humanen Sialyltransferasen exprimiert (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Expression der Sialyltransferasen in NK-Zelllinien

Es wurden PCR-Reaktionen mit allen Primern durchgefihrt. Dazu wurde cDNA der NK-Zelllinien NK-92, NKL und
KHYG-1 verwendet. Die Produkte wurden dann auf ein 1,5 % Agarose Gel, welches mit Ethidiumbromid versetzt
war, aufgetragen und nach ihrer GréBe aufgetrennt. Gezeigt sind représentative Beispiele von drei unabhangigen
Experimenten.

Zusatzlich wurde RNA aus Zellpellets von primaren NK-Zellen von drei Spendern isoliert.

AnschlieBend wurden ebenfalls PCR-Analysen durchgefiihrt. Bei den a2,8-Sialyltransferasen

und den GalNAc a2,6-Sialyltransferasen zeigte sich die gleiche Expression wie auch bei den
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NK-Zelllinien, nédmlich eine Expression von ST8SIA1, ST8SIA4, ST8SIA6, STEGALNAC4
und STEGALNACS6. AuBerdem wurde die Sialyltransferase STEGAL1 von den NK-Zellen von
allen drei Spendern exprimiert. Im Vergleich zu den NK-Zelllinien konnte allerdings bei zwei
von drei Spendern auBerdem ST6GALZ2 nachgewiesen werden. AuBBerdem exprimieren die
primaren NK-Zellen die B-Galaktosid a2,3-Sialyltransferasen ST3GAL1, ST3GAL2,
ST3GAL3, ST3GAL4 und ST3GALS5. Bei zwei von drei Spendern wurde auBerdem ST3GAL6
exprimiert (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Expression der Sialyltransferasen in primaren NK-Zellen

Es wurden PCR-Reaktionen mit allen Primern durchgefiihrt. Dazu wurde cDNA von drei verschiedenen Spendern
verwendet. Die Produkte wurden dann auf ein 1,5 % Agarose Gel, welches mit Ethidiumbromid versetzt war,
aufgetragen und nach ihrer GroBe aufgetrennt.

Somit exprimieren die NK-Zelllinien alle Sialyltransferasen, die auch in primaren NK-Zellen
exprimiert werden. Zusétzlich wurde bei zwei von drei Spendern auch eine Expression von
ST6GAL2 und ST3GAL6 nachgewiesen, welche nicht in den NK-Zelllinien exprimiert wurden.
Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse der PCR-Analysen in Tabelle 4

zusammengefasst.
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Tabelle 4: Expression der Sialyltransferasen in NK-Zellen

NK-92 NKL KHYG-1 primare NK-Zellen
(n=3) (n=3) (n=3) (von 3 Spendern)
ST8SIA1 - o o 3/3
ST8SIA2 ; i i .
ST8SIA3 i § i .
ST8SIA4 + + i 3/3
ST8SIAS5 i § i .
ST8SIA6 + + . 3/3
ST6GALNACT | . i i .
ST6GALNAC2 | . i i .
ST6GALNAC3 | . § i B,
ST6GALNAC4 | | + + 3/3
ST6GALNACS5 | . - i B,
ST6GALNAC6 | , + + 3/3
ST6GALT1 + + o 3/3
ST6GAL2 B, ; B 2/3
ST3GAL1 o + . 3/3
ST3GAL2 + + o 3/3
ST3GAL3 - + . 3/3
ST3GAL4 - o I 3/3
ST3GALS5 + + + 3/3
ST3GAL6 i . i 2/3

3.2.3 Expression der Sialyltransferasen nach Stimulation mit IL-2

Im nachsten Schritt sollte analysiert werden, wie sich die Expression der Sialyltransferasen

durch Aktivierung der NK-Zellen verandert. Wie bereits erwéhnt, beeinflusst IL-2 mal3geblich

die Aktivitat der NK-92-Zellen (Gong et al. 1994; Térnroos et al. 2019).

NK-92-Zellen wurden fir 24 h in Abwesenheit von IL-2 kultiviert. AnschlieBend wurde

1000 U/ml IL-2 zugegeben und die Zellen weitere 4 h inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen,

die nach den 24 h weitere 4 h ohne IL-2 kultiviert wurden. AnschlieBend wurde die RNA

isoliert und in cDNA umgeschrieben. Darauffolgend fand eine Analyse mittels Real-Time

PCR statt. Bei der Analyse der Daten fand eine Normalisierung bezogen auf das

Housekeeping Gen B2M statt. In einer Verdffentlichung von Kaszubowska et al. (2015)
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wurden 14 verschiedene Housekeeping Gene in NK-92-Zellen vor und nach IL-2 Stimulation
getestet. Dabei wurde B2M als das Gen mit der stabilsten Expression beschrieben, weshalb
es auch in diesem Versuch als Housekeeping Gen genutzt wurde. Die Daten fir die
unbehandelten Zellen wurden 1 gesetzt und die Ergebnisse der mit IL-2 stimulierten Zellen
relativ dazu betrachtet. Wie in Abbildung 21 (Seite 52) gezeigt, sorgt IL-2 flr eine hbhere
lytische Aktivitat der NK-Zellen. Als weitere Kontrolle fur die Aktivierung wurde auBerdem die
Expression von INF-y nach der Stimulation mit IL-2 mittel Real-Time PCR bestimmt. Dieses
Zytokin wird bei Aktivierung der NK-Zellen vermehrt exprimiert (Hodge et al. 2002), was auch
in diesem Versuch gezeigt werden konnte (Abbildung 30). So war durch die IL-2-Stimulation
eine ca. 18-fache Erhéhung der INF-y-Expression zu beobachten.
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Abbildung 30: INF-y-Expression nach Stimulation mit IL-2

NK-92-Zellen wurden flir 24 h ohne IL-2 kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 4 h weiter kultiviert, wobei
ein Teil der Zellen mit 1000 U/ml IL-2 behandelt wurde. Im Anschluss wurde die RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und eine Real-Time PCR durchgefiihrt. Bei der Analyse der Daten fand eine Normalisierung
bezogen auf das Housekeeping Gen B2M statt. Die Daten fiir die unbehandelten Zellen wurden 1 gesetzt und die
Ergebnisse der mit IL-2 stimulierten Zellen relativ dazu betrachtet. Gezeigt sind Mittelwert + Standardabweichung
von 4 unabhangigen Experimenten.

AnschlieBend wurde die Expression der Sialyltransferasen, ebenfalls mittels Real-Time PCR,
in stimulierten und unstimulierten NK-Zellen ermittelt. Dazu wurden nur die Primerpaare der
Sialyltransferasen verwendet, die im vorherigen Versuch in NK-92-Zellen nachgewiesen
werden konnten. Bei drei der vorhandenen Sialyltransferasen gab es signifikante
Unterschiede nach der Behandlung mit IL-2 (Abbildung 31). Dies waren ST8SIA1 mit einer
Expression von ca. 40 %, ST6GAL1 mit einer Expression von ca. 36 % und ST3GALT mit
einer Expression von 56 % verglichen mit unbehandelten Zellen. Stimulation mit IL-2 hat also
eine verminderte Expression dieser drei Sialyltransferasen zur Folge. Alle anderen

Sialyltransferasen zeigten keine Veranderung der Expression nach IL-2 Stimulation.
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Abbildung 31: Expression der Sialytransferasen nach Stimulation mit IL-2

NK-92-Zellen wurden flir 24 h ohne IL-2 kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen flir 4 h weiter kultiviert, wobei
ein Teil der Zellen mit 1000 U/ml IL-2 behandelt wurde. Im Anschluss wurde die RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und eine Real-Time PCR durchgefihrt. Dabei wurden nur die Primer der Sialyltransferasen
verwendet, die auch bei der normalen PCR ein Produkt erzeugt hatten. Bei der Analyse der Daten fand eine
Normalisierung bezogen auf das Housekeeping Gen B2M statt. Die Daten flr die unbehandelten Zellen wurden 1
gesetzt und die Ergebnisse der mit IL-2 stimulierten Zellen relativ dazu betrachtet. Gezeigt sind Mittelwert +
Standardabweichung von 4 unabhéngigen Experimenten.

3.2.4 Expression der Sialyltransferasen nach MGO-Behandlung

Im letzten Schritt erfolgte die Analyse der Expression der Sialyltransferasen nach MGO-
Behandlung. Dazu wurde eine Konzentration von 0,6 mM MGO gewahlt, da bei dieser
Konzentration keine Veranderungen der metabolischen Aktivitdt zu beobachten war (siehe
Abschnitt 3.1.1.2, Seite 45), aber eine deutliche Verringerung der Konjugatbildung und
lytischen Aktivitdt gemessen wurde (siehe Abschnitt 3.1.2.3 und 3.1.2.4, Seite 55 und 56).
Die Behandlung mit MGO erfolgte nach demselben Protokoll wie auch bei den vorherigen
Versuchen. AnschlieBend wurde die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und die Proben
mittels Real-Time PCR analysiert. Vier verschiedene Housekeeping Gene wurden getestet
und mit Hilfe des Excel-Tools NormFinder (Andersen et al. 2004) auf ihre Stabilitat bei MGO-
Behandlung untersucht. B2M war das Gen mit der stabilsten Expression, weshalb bei

64



Ergebnisse

diesem Versuch eine Normalisierung bezogen auf dieses Gen stattfand. Erneut wurden nur
die Primer der Sialyltransferasen verwendet, die im vorherigen Versuch in NK-92-Zellen
nachgewiesen werden konnten. Die Daten fir die unbehandelten Zellen wurden 1 gesetzt
und die Ergebnisse der MGO-behandelten Zellen relativ dazu betrachtet. ST8Sia1, ST8Sia4
und ST8Sia6 zeigten eine signifikant reduzierte Expression nach der MGO-Behandlung
(Abbildung 32). Die Expression war auf ca. 41 % (ST8SIAT1), ca. 45 % (ST8SIA4) bzw. ca.
55 % (ST8SIA6) im Vergleich mit unbehandelten Zellen reduziert. Alle anderen
Sialyltransferasen zeigten keine Veranderung durch die MGO-Behandlung.
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Abbildung 32: Expression der Sialytransferasen nach MGO-Behandlung

NK-92-Zellen wurden fir 4 h in Medium mit 1 % FKS ohne MGO (Kontrolle) oder mit 0,6 mM MGO inkubiert. Im
Anschluss wurde die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Dann wurde eine Real-Time PCR durchgefihrt.
Dabei wurden nur die Primer der Sialyltransferasen verwendet, die auch bei der normalen PCR ein Produkt
erzeugt hatten. AnschlieBend fand eine Normalisierung bezogen auf das Housekeeping Gen B2M statt. Die
Daten fiir die unbehandelten Zellen wurden 1 gesetzt und die Ergebnisse der MGO-behandelten Zellen relativ
dazu betrachtet. Gezeigt sind Mittelwert + Standardabweichung von 5 unabhangigen Experimenten.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von Dicarbonyl-Stress und Glykierung auf die Funktion von
NK-Zellen

4.1.1 Glykierung von NK-Zellen

Zunachst sollte der direkte Einfluss von MGO und GO auf die Aktivitdt von NK-Zellen
untersucht werden. Dazu wurden NK-92-Zellen fir 4 h mit verschiedenen Konzentrationen
dieser Verbindungen behandelt, was zu einer Glykierung der Zellen fihrte. Die Viabilitat war
bei allen Konzentrationen nicht beeintréachtigt. Eine Inkubation mit hohen MGO-
Konzentrationen von 1 mM und 2 mM resultierte in einer eingeschrankten metabolischen
Aktivitat und einer veranderten Zellmorphologie. Insgesamt sorgte die Inkubation mit MGO
und GO far eine Verringerung der NK-Zell-Funktionen. So zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Reduzierung der Konjugatbildung und der lytischen Aktivitat der
NK-Zellen durch die Behandlung mit den Dicarbonyl-Verbindungen. MGO hatte dabei einen
deutlich starkeren Effekt als GO.

4.1.1.1 Verwendete Zelllinie

Um die Effekte von Dicarbonyl-Verbindungen auf die NK-Zell-Funktionen zu untersuchen,
wurden Zellkultur-Experimente durchgefihrt. Dazu wurde die humane NK-Zelllinie NK-92
verwendet. Diese Zelllinie wurde bereits in der Einleitung ausfuhrlich beschrieben (1.3.3). Die
Verwendung von primaren NK-Zellen wéare aufgrund der spenderabhangigen Diversitat
problematisch gewesen. Je nach Alter, Geschlecht und Gesundheitszustand des Spenders
kénnen die Aktivitdt der NK-Zellen und ihre Rezeptor-Expression unterschiedlich sein
(Almeida-Oliveira et al. 2011; Al-Attar et al. 2016; Viel et al. 2017). Mdglicherweise reagieren
Zellen von unterschiedlichen Spendern auch unterschiedlich stark auf die Behandlung mit
Dicarbonyl-Verbindungen, beispielsweise aufgrund einer unterschiedlichen Expression des
Glyoxalase-Systems. Um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen, misste man
deshalb mit den NK-Zellen jedes Spenders alle Experimente durchfihren. Dies stellt, sowohl
bezogen auf die Zellzahl als auch auf die zeitliche Abfolge von Experimenten, ein
erhebliches Problem dar. Deshalb wurde fir die durchgeflhrten Experimente auf
NK-92-Zellen zurickgegriffen, um zunachst grundlegende Effekte zu untersuchen. Die in
Zellkulturversuchen gewonnen Erkenntnisse kdnnen dann als Basis fir humane Studien

dienen.

4.1.1.2 Verwendete Konzentrationen
Bei alten Menschen und bei Krankheiten wie Typ-2 Diabetes und Adipositas kommt es zu
einer erhéhten Bildung von Dicarbonyl-Verbindungen (Xue et al. 2011; Lapolla et al. 2005;
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Masania et al. 2016). Aufgrund der hohen Reaktivitat kdnnen jedoch nur geringe Mengen
nachgewiesen werden. So wurden Konzentrationen von bis zu 8 uM fir MGO und bis zu
2,4 uM far GO im menschlichen Blut gemessen (Scheijen und Schalkwijk 2014). Man geht
jedoch davon aus, dass 90-99 % der entstehenden Dicarbonyl-Verbindungen direkt mit
Makromolekulen reagieren (Allaman et al. 2015). Bei Versuchen mit Chinese Hamster Ovary
(CHO)-Zellen konnten intrazellulare MGO-Konzentrationen von Uber 300 uM gemessen
werden, allerdings nur, wenn auch proteingebundenen Molekile mit einbezogen wurden
(Chaplen et al. 1998). Dies legt nahe, dass die tatsachlichen Mengen an entstehenden
Dicarbonyl-Verbindungen deutlich héher sind als die im Blut gemessenen.

Moéchte man den Effekt, der durch Dicarbonyl-Verbindungen ausgeldsten Glykierung in
Zellkultur-Experimenten untersuchen, gibt es verschiedene Ansatze. Man kann langfristige
Experimente durchfihren, bei denen man immer wieder geringe Konzentrationen zugibt.
Eine andere Mdglichkeit besteht darin, die Zellen fir einen kurzen Zeitraum mit héheren
Konzentrationen zu inkubieren. Bei langfristigen Experimenten kann es aber auch zu
Expressionsanderungen kommen und beobachtete Effekte sind dann nicht mehr nur auf die
Glykierung zurlckzuflhren. Deshalb wurden alle Experimente in dieser Arbeit mit
Konzentrationen von 0,3 bis 2mM in einem Zeitraum von 4 h durchgefihrt. Diese
Konzentrationen und die Inkubationszeit wurden schon in anderen Zellkultur-Experimenten,
welche sich mit den Effekten von Glykierung auf neuronale Zellen beschéftigten, verwendet
(Bennmann et al. 2014; Frank et al. 2019). Durch Behandlung mit MGO und GO werden
nicht nur die Zellen, sondern auch Proteine im Serum glykiert. Deshalb fand die Inkubation in
Medium mit einer geringen Serum-Konzentration (1 % FKS) statt, um eine mdglichst hohe
Glykierung der Zellen zu erreichen.

4.1.1.3 Viabilitat und metabolische Aktivitat

Durch die Behandlung der NK-92-Zellen mit MGO und GO kam es zu einer Reduzierung der
Konjugatbildung und einer verringerten Lyserate. Dicarbonyl-Verbindungen kénnen in
verschiedenen Zelllinien Apoptose auslésen (Du et al. 2000; Kasper et al. 2000; Rachman et
al. 2006). Die Konzentration, bei der es zur Apoptose kommt, kann je nach Zellart allerdings
sehr unterschiedlich sein. In den durchgeflhrten Versuchen fiihrte eine Inkubation mit MGO
und GO, auch bei hohen Konzentrationen von 1 mM und 2 mM, nicht zur Apoptose der
NK-92-Zellen. Dies konnte durch die Farbung mit 7-AAD und Annexin V nachgewiesen
werden. Durch die Bindung von Annexin V an Phosphatidylserine konnen dabei auch Zellen
in der fruhen Phase der Apoptose erkannt werden. Deshalb ist auszuschlieBen, dass die
reduzierten Funktionen der NK-Zellen auf Apoptose zurickzufihren sind. Vor der
Durchfiihrung des Konjugat- bzw. Zytotoxizitats-Assays, und damit direkt nach der
Inkubation mit MGO und GO, wurden die Zellen auBerdem erneut gezahlt, um die richtigen
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E:T Ratios einstellen zu kénnen. Damit wurde sichergestellt, dass die beobachteten
Veranderungen nicht durch unterschiedliche Zellzahlen zustande kamen.

Im Vergleich zum Apoptose-Assay war beim MTT-Assay ein verringertes Signal bei hohen
MGO-Konzentrationen von 1 mM und 2 mM zu sehen. Falschlicherweise wird der MTT-
Assay in manchen Veréffentlichungen auch als Viabilitdts-Assay beschrieben, da bei
erhéhtem Zelltod auch verringerte Werte gemessen werden kénnen. Der Assay basiert aber
auf der Reduktion von MTT zu Formazan durch NAD(P)H-abhangige Oxidoreduktasen und
ist somit abhangig von der Menge an NAD(P)H (Berridge et al. 2005). Verschiedene
Veroffentlichungen beschrieben, dass es zum Teil groBe Unterschiede zwischen Zellzahl
und Viabilitat auf der einen Seite und den Werten des MTT-Assays auf der anderen Seite
gibt (Jo et al. 2015; Stepanenko und Dmitrenko 2015). Durch die Farbung mit 7-AAD und
Annexin V konnte Apoptose sowie eine Schadigung der Membran bei Konzentrationen von
1 mM und 2 mM MGO ausgeschlossen werden. Auch die Zellzahl war nicht verandert. Die
niedrigeren Werte beim MTT-Assay sind daher vermutlich auf einen verringerten
Metabolismus der Zellen zurtckzufUhren. Es ist bereits bekannt, dass die Inkubation von
Zellen mit MGO oder GO zu Seneszenz flhren kann. Die Zellen verlieren die Fahigkeit sich
zu teilen (Navarrete Santos et al. 2017). Mdglicherweise sorgt dies flr einen verringerten
Metabolismus und die morphologischen Veranderungen. Bei den MGO-Konzentrationen von
1 mM und 2 mM waren auch die Konjugatbildung und die lytische Aktivitat auf ein Minimum
reduziert. Werden die NK-Zellen nach der MGO-Behandlung weiter kultiviert, zeigten sich
auch morphologische Veranderungen bei den hohen MGO-Konzentrationen. So wurden
nach der Behandlung mit 1 mM und 2 mM MGO keine Zellaggregate mehr gebildet, was fir
diese Zelllinie eigentlich charakteristisch ist. All diese Faktoren legen die Vermutung nahe,
dass die Zellen bei den hohen Konzentrationen massiv gestresst sind. Konzentrationen von
1 mM und 2 mM stellen somit vermutlich extreme Beispiele dar. Allerdings waren auch schon
bei geringeren Konzentrationen, die nicht zu einer Veranderung von Morphologie und
metabolischer Aktivitat fihren, deutliche Effekte auf die Iytische Aktivitat der NK-Zellen zu
beobachten.

4.1.1.4 Unterschiedliche starke Effekte durch MGO oder GO

Die Behandlung mit MGO hatte einen deutlich stérkeren Effekt verglichen mit GO. Durch die
Reaktion der beiden Dicarbonyl-Verbindungen kénnen unterschiedliche AGEs entstehen
(Vistoli et al. 2013; siehe auch Abbildung 3 und Abbildung 4, Seite 3 und 4). Diese
verschiedenen AGEs haben mdglicherweise unterschiedlich starke Auswirkungen auf die
Funktion der NK-Zellen. Mit Hilfe des Western-Blots konnte gezeigt werden, dass die
Behandlung mit beiden Dicarbonyl-Verbindungen zu einer Glykierung der Zellen fiihrte. Der
in diesem Versuch verwendete Antikdrper ist gegen CML gerichtet, ein AGE, welches vor
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allem bei der Reaktion von GO mit Lysin gebildet wird. In vorherigen Arbeiten wurde jedoch
gezeigt, dass der Antikérper auch an AGEs binden kann, die aus MGO gebildet werden
(Bennmann et al. 2014; Hussain et al. 2016). Dadurch lasst sich sowohl bei MGO als auch
bei GO, ein konzentrationsabhangiger Anstieg der Glykierung nachweisen. Aufgrund der
Tatsache, dass der Antikérper gegen ein spezifisches AGE gerichtet ist, kann der Grad der
Glykierung von MGO und GO allerdings nicht miteinander verglichen werden.

MGO ist deutlich reaktiver als GO. Wird ein Protein, z.B. Albumin, in vitro mit verschiedenen
MGO- und GO-Konzentrationen inkubiert, kommt es bei beiden Verbindungen zu einer
Glykierung. Durch MGO entstehen allerdings mehr AGEs als durch GO. Deshalb wird
angenommen, dass hauptsachlich MGO und nicht GO verantwortlich fir die Glykierung ist,
die in vivo stattfindet (Sadowska-Bartosz und Bartosz 2016). In wassrigen Ldsungen
reagieren MGO und GO mit H,O wobei sich die entsprechenden Mono- und Dihydrat-
Verbindungen bilden (Abbildung 33). Bei Dicarbonyl-Verbindungen kann sowohl das
Anhydrat, als auch das Monohydrat fiir eine Glykierung sorgen, wobei das Anhydrat deutlich
reaktiver ist (Thornalley et al. 2000).
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Abbildung 33: An-, Mono- und Dihydrate von MGO und GO

Gezeigt sind die An-, Mono- und Dihydrate von MGO (A.) und GO (B.). Bei der Reaktion von MGO mit H20
kénnen zwei unterschiedliche Monohydrate entstehen. Erstellt mit Chem Draw nach Rabbani und Thornalley
(2014a) und Krizner et al. (2009).

Ca. 1 % der MGO-Molekiile liegen als Anhydrat vor, wahrend es bei den GO-Molekdlen nur
etwa 0,001 % sind. Durch die erhéhte Menge des Anhydrats kommt die héhere Reaktivitat
von MGO im Vergleich zu GO zustande (Rabbani und Thornalley 2014a). Da MGO reaktiver
als GO ist, kann davon ausgegangen werden, dass bei einer Inkubation der NK-Zellen mit
MGO mehr AGE-Modifikationen gebildet werden. Diese starkere Glykierung der NK-Zellen
sorgt vermutlich fir die starkeren Effekte von MGO auf die Aktivitat der NK-Zellen.
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4.1.1.5 Maogliche Mechanismen

Dicarbonyl-Verbindungen sind in der Lage die Zellmembran zu passieren (Rabbani und
Thornalley 2014b). Deshalb kann durch Zugabe dieser Verbindungen ins Zellkultur-Medium
sowohl eine Glykierung von extra- als auch von intrazelluldre Proteinen stattfinden

(Bennmann et al. 2014).

Eine Glykierung von Oberflachenrezeptoren kann fir eine Reduzierung der Liganden-
Bindung sorgen, wodurch die Signaltransduktion behindert werden kann (Bennmann et al.
2015). Durch die Inkubation mit den Dicarbonyl-Verbindungen kénnen die aktivierenden
Rezeptoren der NK-Zellen glykiert werden, welche dann méglicherweise schlechter an ihre
Liganden auf den Zielzellen binden kénnen. Dies wirde das aktivierende Signal
abschwachen, was fir eine Reduzierung der Lyserate sorgt. Die Glykierung von
Adhésionsmolekllen kénnte zu einer schlechteren Zell-Zell-Adhésion fihren, was ebenfalls
eine Reduzierung der Lyserate zur Folge hatte.

Auch eine Glykierung von intrazellularen Proteinen kénnte zu der reduzierten Aktivitat
beitragen. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Glykierung von
Signalproteinen intrazellulare Signalwege hemmen kann (Giardino et al. 1994; Akhand et al.
2001; Ye et al. 2019). Durch die Behandlung mit MGO oder GO kann es bei den NK-Zellen
ebenfalls zu einer Glykierung von intrazellularen Proteinen kommen. Signalwege, die wichtig
fir die Aktivierung und die Degranulierung sind, kdnnten somit inhibiert werden. Auch
Proteine, die direkt an der Degranulierung beteiligt sind, kdnnten mdglicherweise durch eine
Glykierung in ihrer Funktion beeintrachtig sein.

Insgesamt waren sowohl eine Reduzierung der Konjugatbildung, als auch eine reduzierte
lytische Aktivitat der NK-Zellen nach Behandlung mit MGO und GO zu beobachten. Beides
hangt sehr stark miteinander zusammen. Ohne vorherige Konjugatbildung kann keine Lyse
der Zielzelle stattfinden und nur wenn die aktivierenden Signale Gberwiegen, wird Gberhaupt
eine stabile Synapse gebildet (Abeyweera et al. 2013). Deshalb kann davon ausgegangen
werden, dass mehrere der beschriebenen Mechanismen flr eine reduzierte NK-Zell-Aktivitat
verantwortlich sind. Weitere Untersuchungen muissen durchgeflhrt werden, um genaueres
Uber die Zell-Zell-Interaktionen und die Signalwege zu erfahren, die durch die Glykierung
inhibiert sind.

4.1.1.6 Bedeutung fur die reduzierte NK-Zell-Aktivitat in vivo

Die Funktion von NK-Zellen ist im hohen Alter und bei altersbedingten Erkrankungen, wie
Typ-2 Diabetes und Adipositas, verringert (Di Lorenzo et al. 1999; O'Shea et al. 2010;
Piatkiewicz et al. 2013). Wie von Chiu et al. (2013) gezeigt, hdngt die NK-Zell-Aktivitat von
der metabolischen Umgebung ab. Im erhdhten Alter, sowie bei altersbedingten
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Erkrankungen ist eine erhdhte Menge an Dicarbonyl-Verbindungen nachweisbar (Brownlee
2001; Xue et al. 2011; Masania et al. 2016). Es ist bereits bekannt, dass eine erhdhte
Glukose-Menge im Plasma negativ mit der Aktivitat der NK-Zellen korreliert (Kim et al. 2019).
Fir die Experimente in dieser Arbeit wurden die Dicarbonyl-Verbindungen MGO und GO,
welche direkt aus Glukose entstehen kénnen, verwendet. Die Ergebnisse legen nahe, dass
MGO und GO die NK-Zell-Funktionen reduzieren kdnnen. Dies zeigt sich dadurch, dass die
NK-Zellen nach der Inkubation mit den Dicarbonyl-Verbindungen schlechter an Tumorzellen
binden und diese schlechter lysieren konnten. Wie schon in anderen Verdéffentlichungen,
konnte die erhbhte Reaktivitdt von MGO bestétigt werden. Dies legt die Vermutung nahe,
dass vor allem eine erhdhte MGO-Konzentration in vivo zu einer reduzierten Aktivitat der NK-
Zellen beitragen kann. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal ein direkter Einfluss von
Dicarbonyl-Verbindungen auf die NK-Zell-Aktivitdt gezeigt werden. Diese Ergebnisse liefern
deshalb eine weitere Erklarung far verringerte NK-Zell-Funktionen im erhéhten Alter und bei
altersbedingten Erkrankungen.

4.1.2 Glykierung von K562-Zellen

Eine Inkubation der K562-Zellen mit MGO und GO sorgte, wie schon bei den NK-Zellen, fur
eine Glykierung. Die Viabilitdt war bei allen verwendeten Konzentrationen nicht verringert.
Die Glykierung der K562-Zellen flihrte zu einer verringerte Konjugatbildung und einer
schlechteren Lyse durch NK-Zellen. Allerdings waren diese Effekte nur bei hohen
Konzentrationen sichtbar und deutlich geringer als bei einer Inkubation der NK-Zellen mit
den Dicarbonyl-Verbindungen. MGO und GO hatten einen ahnlich starken Einfluss auf die
NK-Zell-Aktivitat.

4.1.2.1 Unterschiede zur Glykierung der NK-Zellen

Im Vergleich mit den NK-Zellen hatte die Behandlung von K562-Zellen mit MGO und GO
einen weniger starken Effekt auf die Lyserate. Wie bereits erwahnt, werden durch Zugabe
von MGO und GO sowohl intra- als auch extrazellulare Proteine glykiert (Bennmann et al.
2014). Bei den Tumorzellen hat vermutlich aber nur die Glykierung extrazellularer Proteine
einen Einfluss auf Konjugatbildung und Lyse, da nur diese Proteine direkt mit den NK-Zellen
interagieren. Somit kdnnen glykierte Proteine auf der Oberflache der K562-Zellen dafir
sorgen, dass diese etwas schlechter von NK-Zellen gebunden werden, was sich in den
Ergebnissen des Konjugat-Assay wiederspiegelt. Die schlechtere Bindung der NK-Zellen an
die K562-Zellen geht dann mit einer Reduzierung der Lyserate einher. K562-Zellen
exprimieren nur sehr wenige MHC-1-Moleklle auf ihrer Oberflache und werden deshalb
leicht von NK-Zellen lysiert (Lisovsky et al. 2015). Trotz der Glykierung der Tumorzellen sind
NK-Zellen immer noch in der Lage diese Zellen zu erkennen und zu lysieren, auch wenn es

zu einer leichten Reduzierung der Lyserate kommt. Die NK-Zellen sind in diesem Fall noch
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aktiv, da sie nicht direkt mit den Dicarbonyl-Verbindungen inkubiert wurden. Eine Glykierung
der NK-Zellen fiihrt hingegen zu einem Funktionsverlust dieser Zellen und hat deshalb einen
weitaus gréBeren Effekt als eine Glykierung der Tumorzellen. Trotz der héheren Reaktivitat
von MGO hatten sowohl MGO als auch GO einen vergleichbaren Effekt auf die
Konjugatbildung und Lyserate. Méglicherweise gibt es eine Art Schwellenwert, ab dem eine
Glykierung der Tumorzellen keinen weiteren Einfluss mehr auf die Lyserate hat.

4.1.2.2 Bedeutung fir die Krebsentstehung und Behandlung

Aufgrund seiner toxischen Wirkung in manchen Tumor-Zelllinien, wurde eine mégliche
Verwendung von MGO in der Krebstherapie in Erwdgung gezogen (zusammengefasst von
Talukdar et al. (2009)). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass MGO einen
negativen Effekt auf die Funktion von NK-Zellen hat. Somit wirde man bei einer Behandlung
mit MGO auch die Immunzellen schadigen, die mafBgeblich an der Tumorbekampfung
beteiligt sind. Kommt es durch die MGO-Behandlung zu einer Glykierung der Tumorzellen,
werden diese schlechter von NK-Zellen lysiert was somit ebenfalls einen positiven Effekt fur
den Tumor hat.

Eine Glykierung von Tumorzellen kommt auch in vivo vor. Viele Krebszellen gewinnen
Energie nicht durch den Citratzyklus und die Atmungskette, sondern hauptsachlich aus der
anaeroben Glykolyse, selbst unter aeroben Bedingungen. Um die gleiche Menge an ATP zu
produzieren, muss die Zelle allerdings deutlich mehr Glukose umsetzen, wodurch es zu einer
erhéhten Glykolyse-Rate kommt. Dieses Phanomen wird auch als Warburg-Effekt
bezeichnet (zusammengefasst von Schwartz et al. 2017). Durch die erhdhte Glykolyse
kommt es zu einer vermehrten Entstehung von Dicarbonyl-Verbindungen. In einigen
Tumoren ist die Expression der Glyoxalase | erhdht, sodass diese Verbindungen auch
schnell wieder abgebaut werden kénnen (Santarius et al. 2010; Thornalley und Rabbani
2011). In Tumorzellen, bei denen die Expression der Glyoxalase nicht verandert ist, kommt
es zu Dicarbonyl-Stress und folglich zu einer Glykierung der Zellen. Deshalb konnten in
einigen Krebsarten erhdhte AGE-Mengen gefunden werden (van Heijst et al. 2005;
Chiavarina et al. 2014; Chiavarina et al. 2017). Ein knockdown der Glyoxalase | in
Tumorzellen sorgt ebenfalls fir eine erhdhte Glykierung. Werden diese modifizierten
Tumorzellen in Mause transplantiert, zeigt sich ein erhdéhtes Tumorwachstum und eine
vermehrte Bildung von Metastasen. Ein méglicher Grund ist die Tatsache, dass es durch die
Glykierung zu einer erhdhten Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren kommt, die fir die
Proliferation verantwortlich sind (Nokin et al. 2016).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen allerdings noch einen weiteren Grund, warum eine
erhéhte Glykierung positiv fir den Tumor sein kann. Glykierte Tumorzellen werden

schlechter von NK-Zellen erkannt und lysiert, was férderlich fir das Tumorwachstum ware.
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Eine erhdhte Entstehung von Dicarbonyl-Verbindungen kénnte zudem auch die
extrazelluldare Konzentration dieser Verbindungen erhéhen. Dadurch kénnten NK-Zellen,
welche in die Nahe des Tumors gelangen und normalerweise entartete Zellen lysieren
wirden, in ihrer Funktion eingeschrankt sein. Dicarbonyl-Stress kénnte also eine weitere

Mdglichkeit sein, mit der Tumorzellen das Immunsystem negativ beeinflussen kénnten.
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4.2 Analyse der Sialyltransferasen in NK-Zellen

Die PCR-Analyse der drei NK-Zelllinien NK-92, NKL und KHYG-1 ergab, dass die
Sialyltransferasen ST8Sia1, ST8Sia4, ST8Sia6, ST6GalNAc4, ST6GalNAc6, ST6Gal1 sowie
ST3Gal1-5 exprimiert werden. Bei den primaren NK-Zellen konnte bei zwei von drei
Blutspendern auch die Expression von ST6Gal2 und ST3Gal6 nachgewiesen werden. Eine
Aktivierung der NK-92-Zellen mit IL-2 reduziert die Expression der Sialyltransferasen
ST8Sial, ST6Gal1 und ST3Gall. Eine Behandlung mit MGO reduziert die Expression der
a2,8-Sialyltransferasen ST8Sia1, ST8Sia4 und ST8Sia6.

4.2.1 Charakterisierung der NK-Zellen basierend auf ihrer Expression der
Sialyltransferasen

In allen untersuchten NK-Zelllinien und primaren NK-Zellen konnte die Expression von
ST8Sia4 nachgewiesen werden, was auch schon in anderen Veréffentlichungen gezeigt
werden konnte (Avril et al. 2006; Moebius et al. 2007). NKL-Zellen haben, anders als NK-92,
KHYG1 und primare NK-Zellen, kein CD56/NCAM auf ihrer Oberflache (Matsuo und Drexler
2003). Trotzdem exprimieren sie ST8Sia4, welches nahezu ausschlieBlich fur die polySia-
Synthese auf NCAM zusténdig ist. Allerdings exprimieren auch andere Zelltypen, wie B-
Zellen, T-Zellen und Monozyten, diese Sialyliransferase, obwohl auf diesen Zellen kein
NCAM vorhanden ist (Avril et al. 2006). Unklar ist bisher, ob es noch eine andere Funktion
von ST8Sia4 gibt oder ob diese Sialyltransferase in diesen Zellen zwar exprimiert wird, aber
aufgrund der Abwesenheit von NCAM keine Funktion hat.

Die Expression der a2,8-Sialyltransferasen wurde bereits in verschiedenen Immunzellen
untersucht. Dabei konnte, wie auch in dieser Arbeit, die Expression von ST8SIA1, ST8SIA4
und ST8SIA6 in NK-Zellen nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte eine Expression von
ST8Sia5 in einigen Proben gezeigt werden, was in den hier durchgefiihrten Versuchen nicht
der Fall war. (Avril et al. 2006). Durch die hier erfolgten Analysen konnte aufBerdem die
Expression von ST6GalNAc4, ST6GalNAc6, ST6Gall sowie ST3Gal1-5 in NK-Zellen

nachgewiesen werden.

Insgesamt exprimieren die NK-Zelllinien 11 der im Menschen existierenden 20
Sialyltransferasen. Alle Sialyltransferasen, die in den Zelllinien gefunden wurden, konnten
auch in primaren NK-Zellen nachgewiesen werden. Zusétzlich konnte bei zwei von drei
Spendern die Expression von ST6Gal2 und ST3Gal6 gezeigt werden. Dies legt die
Vermutung nahe, dass diese Sialyltransferasen nur bei bestimmten Personen oder bei

besonderen Einflissen exprimiert werden.
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4.2.2 Veranderung durch Aktivierung

Die Aktivierung der NK-92-Zellen durch IL-2 sorgte fir die reduzierte Expression von
ST8Sia1, ST6Gal1 und ST3Gal1. In T-Zellen kommt es bei Aktivierung ebenfalls zu einer
veranderten Expression von Sialyltransferasen. Werden murine T-Zellen mit IL-2 stimuliert,
so verringert sich unter anderem die Expression von ST6Gall und weiteren
Sialyltransferasen (Comelli et al. 2006). In humanen T-Helfer-Zellen, die mittels Antikdrpern
aktiviert wurden, ist eine reduzierte Expression von ST6Gal1 und ST3Gal1 zu beobachten.
Gleichzeitig werden einige a2,8-Sialyltransferasen vermehrt exprimiert. (Villanueva-Cabello
et al. 2015).

Die reduzierte Expression von Sialyltransferasen nach Aktivierung kann verschiedene
Funktionen haben. Zum einen kann dadurch die Interaktion mit anderen Zellen oder mit
Matrixproteinen verandert werden, was dann mdéglicherweise Vorteile fir die lytische Aktivitat
oder die Migration mit sich bringt. Zum anderen kénnte eine Demaskierung von Siglecs
stattfinden, die dann in der Lage sein kdnnten, besser an ihre Liganden auf anderen Zellen
zu binden. Da es sich bei Siglecs um inhibierende Rezeptoren handelt, kann somit
sichergestellt werden, dass gesunde Zellen nicht von den aktivierten NK-Zellen attackiert
werden. Auf humanen NK-Zellen kommen Siglec-7 und Siglec-9 vor (Yamaji et al. 2002;
Belisle et al. 2010). In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Siglec-7 an
Ganglioside mit zwei oder drei Sialinsauren binden kann (Nicoll et al. 2003; Attrill et al.
2006). Dabei wurden aber vor allem Ganglioside auf Tumorzellen untersucht. ST8Sia | ist an
der Gangliosid-Synthese beteiligt (Sasaki et al. 1994; Nakayama et al. 1996) und wird in NK-
Zellen exprimiert. Das dazugehérige Gen ST8Sia1 wird bei Aktivierung mit IL-2 verringert
exprimiert, wodurch es zu einer reduzierten Bildung der Ganglioside und damit
moglicherweise zu einer Demaskierung von Siglec-7 kommen kénnte. Sigelc-9 bindet
hingegen Liganden, die in a2,3- und a2,6-glykosidischen Bindungen mit Galaktose verknipft
sind (Zhang et al. 2000). Somit kénnte die reduzierte Expression von ST6Gal1 und ST3Gal1

flr eine Demaskierung von Siglec-9 sorgen.

4.2.3 Veranderung durch Dicarbonyl-Stress

Durch eine Inkubation mit MGO war die Expression der a2,8-Sialyltransferasen ST8Siat,
ST8Sia4 und ST8Sia6 reduziert. Andere Sialyltransferasen waren durch die Inkubation nicht
signifikant beeintrachtigt. Sialinsauren sind direkt an der Oberflache der NK-Zellen lokalisiert.
Deshalb kdnnte eine Veranderung der Sialylierung méglicherweise einen Einfluss auf die
Interaktion mit anderen Zellen haben und ein Grund fiir die beobachtete Reduzierung der
NK-Zell-Aktivitdt nach MGO-Behandlung sein. ST8Sia | ist, wie bereits erwahnt, fir die

Synthese von bestimmten Gangliosiden zustadndig (Sasaki et al. 1994; Nakayama et al.
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1996). ST8Sia IV sorgt fur die polySia-Synthese auf NCAM (Mori et al. 2017). ST8Sia VI
erkennt verschiedene O-Glykane als Substrat (Takashima et al. 2002a). Um die Sialylierung
zu verandern, missen erst neue Ganglioside bzw. Proteine in den Golgi und dann an die
Zelloberflache gelangen. Ganglioside haben Halblebenszeiten von einigen Tagen (Kopitz et
al. 1996). Die Halblebenszeit von NCAM betragt ca. 17 h, bzw. ca. 13 h nach Glykierung
(Frank et al. 2019). Die meisten Membranproteine haben Halblebenszeiten von mehreren
Stunden bis Tagen (Hervé et al. 2007). Um die Sialylierung der NK-Zellen mafgeblich zu
verandern ist, die Inkubationszeit von 4 h deshalb vermutlich zu kurz. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass andere Mechanismen (siehe 4.1.1.5, Seite 70) fUr die reduzierte
Aktivitat verantwortlich sind.

Nichtsdestotrotz hat die Inkubation der NK-Zellen mit MGO hat einen Einfluss auf die
Expression der a2,8-Sialyltransferasen und damit vermutlich auch auf die Sialylierung. Um
die Auswirkungen der reduzierten Expression der Sialyltransferasen auf die Sialylierung der

NK-Zellen zu untersuchen, missten allerdings langere Experimente durchgefiihrt werden.

Da MGO nur die Expression der a2,8-Sialyltransferasen reduziert, kdnnte eine verringerte
Menge von Sialinsduren in a2,8-glykosidischen Bindungen mdglicherweise als Marker

genutzt werden, um NK-Zellen, die Dicarbonyl-Stress ausgesetzt waren, zu identifizieren.
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5 Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Dicarbonyl-Verbindungen MGO
und GO einen negativen Einfluss auf die Funktion von NK-Zellen haben. In Abschnitt 4.1.1.5
(Seite 70) wurden mdgliche Mechanismen diskutiert, wie eine Glykierung zu der
beobachteten reduzierten NK-Zell-Aktivitat fihren kénnte. Fur weitere Analysen wirde es
sich anbieten, Proteine zu identifizieren, die durch die Behandlung glykiert werden und diese
weiter zu untersuchen. Mdégliche Kandidaten wéren aktivierende Rezeptoren wie NKG2D
oder NKp30, Adhéasionsmolekile wie LFA-1, Proteine, die an der Degranulierung beteiligt
sind wie SNAREs oder verschiedene Signalmolekile. Eine Analyse kénnte beispielsweise
durch eine Immunprazipitation mit einem Anti-AGE-Antikdrper erfolgen, wobei anschlieBend
die prazipitierten Proteine mittels Massenspektrometrie identifiziert werden kénnten. Die
gefundenen Proteine kénnen dann einzeln auf ihre Funktion vor und nach Glykierung
untersucht werden, indem z.B. die Liganden-Bindung von glykierten und unglykierten
Rezeptoren miteinander verglichen wird. Wichtig ware es au3erdem, primare NK-Zellen zu
untersuchen, um die in Zelllinien gewonnen Erkenntnisse mit primaren Proben zu bestatigen.
So kénnte durch Antikérper die Glykierung von NK-Zellen, beispielsweise mittels
Durchflusszytometrie bestimmt werden. AnschlieBend koénnen funktionelle Assays
durchgefiihrt werden, um zu untersuchen, ob eine erhdhte Glykierung der NK-Zellen mit
einer reduzierten Aktivitat korreliert.

Die Zugabe von Dicarbonyl-Verbindungen in das Medium von K562-Zellen fihrte zu einer
Glykierung dieser Zellen, welche dann schlechter von NK-Zellen gebunden und lysiert
wurden. Um weiter zu untersuchen, inwieweit eine Glykierung von Tumorzellen die Lyse
durch NK-Zellen beeinflusst, kbnnte man die endogene Menge an Dicarbonyl-Verbindungen
in Tumorzelllinien erhéhen, indem man die Aktivitdt der Glyoxalase | inhibiert. Dies kann
entweder durch einen knockdown oder durch die Zugabe eines Inhibitors geschehen. Bei
Zellen mit einer geringen Glyoxalase-Aktivitat sollten sich dann vermehrt AGEs bilden.
AnschlieBend kénnten diese glykierten Tumorzellen dann mit NK-Zellen inkubiert werden,
um den Einfluss auf die Konjugatbildung und Lyserate zu untersuchen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Sialyltransferasen auf NK-Zellen untersucht. Zunachst
fand eine Charakterisierung der NK-Zelllinien und priméaren NK-Zellen statt. ST6Gal2 und
ST3Gal6 wurden nur auf NK-Zellen von zwei der drei Spendern gefunden und waren auch
nicht in den Zelllinien vorhanden. In weiteren Versuchen sollte deshalb die Expression dieser
Sialyltransferasen in primdren NK-Zellen genauer untersucht werden. Mit einer gréBeren
Anzahl an Spendern, am besten mit unterschiedlichem Alter und Geschlecht, kann dann der
Frage nachgegangen werden, ob diese Transferasen nur auf den NK-Zellen von bestimmten

Personen zu finden sind.
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Mittels Real-Time PCR konnte auBerdem gezeigt werden, dass durch Aktivierung der NK-
Zellen mit IL-2 die Expression der Sialyltransferasen ST8Sia1, ST3Gal1l und ST6Gall
reduziert war. Dicarbonyl-Stress, ausgeldst durch MGO, reduzierte zudem spezifisch die
Expression der a2,8-Sialyltransferasen ST8Sial, ST8Sia4 und ST8Sia6. Mit Hilfe von
Western-Blots kdnnte die reduzierte Expression der Transferasen auch auf Protein-Ebene
bestatigt werden. Eine weitere Mdoglichkeit, die Veradnderung der Proteinmenge zu
untersuchen, wére die Quantifizierung der Sialyltransferasen durch Massenspektrometrie.

In nachfolgenden Versuchen kdénnte auBerdem getestet werden, ob die reduzierte
Expression der Sialyltransferasen auch mit einer reduzierten Sialylierung einhergeht. Dazu
mussten die Zellen allerdings langer inkubiert werden, da nur neu synthetisierte Proteine und
Ganglioside von der reduzierten Sialyltransferasen-Expression betroffen  waren.
AnschlieBend kdnnen verschiedene Techniken angewandt werden, um die Sialylierung der
Zellen zu analysieren. Mittels HPLC-Analyse kdnnte zunachst die gesamte Menge der
Sialinsauren bestimmt und quantifiziert werden. Um Sialinsduren in unterschiedlichen
Bindungen zu untersuchen, kann auf verschiedene Lektine und Antikérper zurlickgegriffen
werden. So gibt es Lektine, wie Maackia amurensis leukoagglutinin und Sambucus nigra
agglutinin, die spezifisch Sialinsauren in a2,3- bzw. a2,6-glykosidischen Bindungen erkennen
kénnen (Brinkman-Van der Linden et al. 2002). Fir die Analyse der Polysialylierung kénnen
Antikérper gegen polySia-Strukturen zum Einsatz kommen. Somit kann nicht nur festgestellt
werden, ob sich die gesamte Anzahl der Sialinsduren andert, sondern auch, ob sich
spezifisch die Menge an Sialinsduren in a2,3-, a2,6- und a2,8-glykosidischen Bindungen

verandert.

Nach einer Behandlung mit MGO war eine reduzierte Expression der a2,8-Sialyltransferasen
zu beobachten. Dies fihrt vermutlich zu einer Reduktion der Sialinsduren in a2,8-
glykosidischen Bindungen. Es sollte deshalb getestet werden, ob ein Zusammenhang
zwischen der Menge an Dicarbonyl-Verbindungen im Blut und der o2,8-verknUpften
Sialinsduren auf NK-Zellen existiert. Dazu kdnnten ebenfalls primare NK-Zellen mittels
Durchflusszytometrie analysiert werden. Zuséatzlich zum Grad der Glykierung und der NK-
Zell-Aktivitat kdnnte dann auch eine Analyse der Sialinsguren erfolgen. Somit lassen sich
mogliche Zusammenhange zwischen Glykierung und Sialylierung genauer untersuchen.
Zusatzlich sollte die Menge an Dicarbonyl-Verbindungen im Blut des Spenders gemessen
werden. Somit kann festgestellt werden, ob die Sialylierung der NK-Zellen méglicherweise
als Marker firr Dicarbonyl-Stress fungieren kann.
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6 Zusammenfassung

Glykierung ist eine nicht-enzymatische Reaktion zwischen einer Aminogruppe und einer
Carbonyl-Verbindung, bei der sogenannte Advanced Glycation Endproducts (AGES)
entstehen. Bei dlteren Menschen und bei altersbedingten Krankheiten, wie Typ-2-Diabetes
und Adipositas, kommt es im Kodrper zu einer abnormalen Anreicherung von Dicarbonyl-
Verbindungen, wie Methylglyoxal (MGO) und Glyoxal (GO). Dies wird auch als Dicarbonyl-
Stress bezeichnet und resultiert in einer erhéhten Entstehung von AGEs. Gleichzeitig ist mit
zunehmendem Alter und bei altersbedingten Krankheiten die Funktion von verschiedenen
Immunzellen eingeschrankt. So auch die Funktion der natirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen),
welche als Zellen des angeborenen Immunsystems an der Bekdmpfung von virusinfizierten
Zellen und Tumorzellen beteiligt sind, da sie entartete Zellen erkennen und lysieren kénnen.
Eine reduzierte NK-Zell-Aktivitat fiihrt zu einem hdéheren Infektionsrisiko und zu einer
héheren Wahrscheinlichkeit an Krebs zu erkranken. Unklar ist allerdings, ob es einen
Zusammenhang zwischen Dicarbonyl-Stress und Glykierung und einer reduzierten NK-Zell-
Funktion gibt. Im ersten Teil der Arbeit wurde deshalb der Einfluss von Dicarbonyl-
Verbindungen auf die lytische Aktivitdt der NK-Zellen untersucht. Eine Inkubation der NK-
Zelllinie NK-92 mit MGO oder GO firr 4 h sorgte flir eine Glykierung der Zellen und resultierte
in einer Einschrankung der NK-Zell-Aktivitat. Glykierte NK-Zellen konnten schlechter an
Tumorzellen binden und waren in ihrer lytischen Aktivitdt eingeschrankt. Zudem zeigten
glykierte Tumorzellen eine schlechtere Konjugatbildung mit NK-Zellen und wurden schlechter
von NK-Zellen lysiert. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Dicarbonyl-
Verbindungen sich negativ auf die NK-Zell-Funktionen auswirken kénnen. Eine erhdhte
Menge an Dicarbonyl-Verbindungen stellt somit einen mdéglichen Grund far die reduzierte
Aktivitat der NK-Zellen im Alter und bei altersbedingten Erkrankungen dar.

NK-Zellen tragen, alle Korperzellen, Sialinsduren auf ihrer Oberfliche. Uber die
Sialyltransferasen, welche den Transfer von Sialinsduren auf verschiedene Glykan-
Strukturen katalysieren, ist in NK-Zellen hingegen nur wenig bekannt. Im zweiten Teil der
Arbeit sollte deshalb die Expression der Sialyltransferasen in NK-Zellen bei Aktivierung und
Dicarbonyl-Stress untersucht werden. Zunachst wurden die humanen NK-Zelllinien NK-92,
NKL und KHYG-1 sowie primadre NK-Zellen, basierend auf der Expression der
Sialyltransferasen, charakterisiert. Mittels Real-Time PCR konnte zudem nachgewiesen
werden, dass eine Aktivierung der NK-Zellen mit Interleukin-2 fUr eine verédnderte Expression
einiger Sialyltransferasen sorgte. Dicarbonyl-Stress, ausgeldst durch MGO, fihrte zu einer
reduzierten Expression der a2,8-Sialyltransferasen ST8SIA1, ST8Sia4 und ST8Sia6. Eine

reduzierte Menge von Sialinsauren in a2,8-glykosidischen Bindungen kénnte deshalb mdg

licherweise als Marker fir Dicarbonyl-Stress in NK-Zellen fungieren.
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7 Abstract

Glycation is a non-enzymatic reaction between amino-groups and reactive carbonyls that
lead to the formation of so-called advanced glycation end products (AGEs). During aging and
in age-related diseases, such as type-2 diabetes and obesity, the amount of dicarbonyl
compounds, like methylglyoxal (MGO) and glyoxal (GO), is abnormally increased. High
amounts of dicarbonyl compounds cause dicarbonyl stress and result in an increased
formation of AGEs. Moreover, aging and age-related diseases lead to a reduced function of
different immune cells, such as natural killer (NK) cells. NK cells are cells of the innate
immune system and provide a major defense against tumor cells and virus-infected cells, as
they can detect and kill transformed cells. A reduced NK cell activity is associated with a
higher risk of infection and a higher risk of developing cancer. The role of carbonyl stress and
glycation on NK cell function has not been studied yet. Therefore, in the first part of this
thesis, the effect of GO- and MGO-induced glycation on the function of NK cells was
investigated. Using the human NK cell line NK-92, it could be demonstrated that incubation
with MGO or GO for 4 h lead to glycation of the cells and reduced the NK cell activity.
Glycated NK cells had an impaired binding to tumor target cells and showed a reduced lytic
activity. In addition, glycation of NK cell targets, such as K562 tumor cells, also interfered
with their lysis by NK cells. The results indicate that dicarbonyl compounds act negatively on
NK cell function. Therefore, the high levels of dicarbonyls might be one of the reasons for the
reduced NK cell activity in older people and in age-related diseases.

As all cell types, NK cells have sialic acids on their surface. Not much is known about the
sialyltransferases in NK cells that regulate the transfer of sialic acids to different glycan
structures. In the second part of this thesis, it was investigated which sialyltransferases are
expressed in NK cells and how their expression is changed during activation and cellular
stress. Therefore PCR experiments were used to characterize the human NK cell lines NK-
92, NKL and KHYG-1 as well as primary NK cells according to their sialyltransferase
expression. Furthermore, using Real-Time PCR it could be shown that activation of human
NK cells with interleukin-2 lead to changes in the sialyltransferase expression. Moreover, a
downregulation of the a2.8-sialyltransferases ST8SIA1, ST8Sia4 and ST8Sia6 was observed
when dicarbonyl stress, induced by methylglyoxal, was applied to the NK cells. A reduced
formation of a2,8-linked sialic acids might therefore be used as a marker to identify NK cells
which have undergone dicarbonyl stress.
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Anhang

Anhang

Bei den durchgefiihrten Western-Blot-Experimenten wurde die gleichméaiige Beladung

mittels Ponceau-Farbung der Membran kontrolliert. Abbildung 34 zeigt die die Membranen

der Western-Blots aus Abschnitt 3.1.1.1 und 3.1.2.1 nach der Ponceau-Farbung.
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Abbildung 34: Ponceau-Farbung (Anhang)
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Gezeigt sind Membranen aus Abbildung 15 (A. und B.) sowie Abbildung 23 (C. und D.) nach der Ponceau-

Farbung.
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Anhang

Mit Hilfe des Programms LinRegPCR 2018 wurden die Amplifikationseffizienzen der in der
Real-Time-PCR verwendeten Primerpaare bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5

zusammengefasst.

Tabelle 5: Amplifikationseffizienzen der verwendeten Primer (Anhang)

Primer Amplifikationseffizienz | Standardabweichung
(Mittelwert)

ST8Siatl 1,881 0,062
ST8Sia4 1,870 0,072
ST8Sia6 1,902 0,062
ST6Galt 1,816 0,045
ST3Galt 1,928 0,045
ST3Gal2 1,801 0,023
ST3Gal3 1,888 0,052
ST3Gal4 1,849 0,087
ST3Gal5 1,914 0,076
ST6GalNAc4 1,857 0,048
ST6GalNAc6 1,922 0,114
INF-y 1,900 0,102
B2M 1,882 0,114
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