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1 Einleitung

Der Begriff Milch bezeichnet das Sekret weiblicher Säugetiere, dessen primäre Funktion

in der Ernährung des Neugeborenen liegt (FOX UND MCSWEENEY 1998). Neben diesem

nutritiven Aspekt erfüllt die Humanmilch mit ihren vielfältigen Inhaltsstoffen diverse andere

physiologische Funktionen und unterstützt die Gesundheit des neugeborenen Menschen

(RODRIGUEZ-PALMERO et al. 1999). An diesem Schutzsystem sind sowohl spezifische

(Antikörper-abhängige) als auch unspezifische Faktoren der Humanmilch beteiligt, die

gemeinsam zu einer niedrigeren Morbidität und Mortalität des gestillten Neugeborenen

beitragen (VILLALPANDO UND HAMOSH 1998).

Zu den spezifischen Schutzfaktoren gehört beispielsweise das sekretorische

Immunglobulin A, während Lysozym oder Lactoferrin zu den unspezifischen Faktoren

gezählt werden. Daneben gibt es eine Reihe weiterer Faktoren, von denen anti-

mikrobielle Eigenschaften (Komplement-C3, Fibronektin oder Muzine), anti-

inflammatorische (Prostaglandine) oder immunmodulatorische Wirkungen (Nukleotide und

Zytokine) bekannt sind oder postuliert werden (RODRIGUEZ-PALMERO et al. 1999).

Im Gegensatz zur Milch der meisten bislang untersuchten Säugetiere enthält Humanmilch

eine Vielzahl ungebundener, komplexer Oligosaccharide (Abschnitt 1.1.1), die ebenfalls

zu den unspezifischen Schutzfaktoren gerechnet werden. Es konnte gezeigt werden, dass

Humanmilch-Oligosaccharide (HMO) im Gastrointestinaltrakt des Säuglings nahezu

unverdaut bleiben, zu einem Teil über die Darmmucosa absorbiert werden und schließlich

in intakter Form im Urin des gestillten Säuglings ausgeschieden werden (Abschnitt 1.1.2).

Da HMO somit offenbar in der systemischen Zirkulation des Säuglings vorkommen,

werden neben lokalen Effekten im Darm auch systemische Effekte der HMO postuliert

(Abschnitt 1.1.3).

Ob HMO auf systemischer Ebene eine anti-inflammatorische Wirkung besitzen, indem sie

in Zell-Zell-Interaktionen des Immunsystems eingreifen, ist Gegenstand der

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit.
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1.1 Humanmilch-Oligosaccharide

In reifer Humanmilch beträgt die Oligosaccharid-Konzentration 5 bis 10 g/l (KUNZ et al.

1999). Damit zählen die Oligosaccharide neben Lactose, Lipiden und Proteinen zu den

quantitativ bedeutendsten Komponenten der Humanmilch. Eine Reihe von Studien

belegen, dass der Gesamtgehalt der Oligosaccharide im Laktationsverlauf abnimmt. Im

Kolostrum wurden teilweise Oligosaccharid-Konzentrationen von bis zu 50 g/l gemessen

(MONTREUIL UND MULLET 1960, VIVERGE et al. 1985, VIVERGE et al. 1990b, COPPA et al.

1993, COPPA et al. 1999, KUNZ et al. 1999). Bislang konnten in der Humanmilch mehr als

130 verschiedene Oligosaccharid-Strukturen identifiziert werden. Die Zusammensetzung

der Oligosaccharide weist eine erhebliche interindividuelle Variabilität auf, die teilweise

genetisch determiniert ist (KUNZ 1994).

1.1.1 Struktur und Variabilität

Die biologische Funktion von Oligosacchariden hängt im Wesentlichen von ihrer Struktur

ab. Diese wird determiniert durch die einzelnen Monomere sowie durch die glykosidischen

Bindungen zwischen den Monomeren. Die Oligosaccharide der Humanmilch sind aus den

folgenden Monomeren aufgebaut: D-Glucose (Glc), D-Galactose (Gal), N-Acetyl-

Glucosamin (GlcNAc), L-Fucose (Fuc) und Sialinsäure, genauer N-Acetyl-Neuraminsäure

(NeuAc). Am reduzierenden Ende der HMO findet sich in der Regel das Disaccharid

Lactose (Galβ1-4Glc). Durch die enzymatische Modifikation der Lactose mit Fucose oder

N-Acetyl-Neuraminsäure entstehen kleinere Oligosaccharide wie 2‘-Fucosyllactose oder

3-Fucosyllactose bzw. 3‘-Sialyllactose oder 6‘-Sialyllactose (EGGE et al. 1983, KUNZ et al.

1996, STAHL et al. 1994, FINKE et al. 1999).

Lacto-N-Tetraose (LNT, Typ 1 Kette, Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc) bzw. Lacto-N-neo-

Tetraose (Typ 2 Kette, Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc) bilden die Grundstrukturen der

komplexen Oligosaccharide, die ebenfalls Lactose am reduzierenden Ende tragen und

sich lediglich durch die Art der glykosidischen Bindung zwischen der terminalen Galactose

und dem subterminalen N-Acetyl-Glucosamin unterscheiden. Eine wiederholte Elongation

dieser Grundstrukturen mit dem Disaccharid Lactosamin (Galβ1-3/4GlcNAc) führt zu

komplexen Oligosacchariden unterschiedlicher Kettenlängen wie Hexaosen, Octaosen,

Decaosen usw. Es konnten Kettenlängen mit bis zu 15 Lactosamin-Einheiten identifiziert

werden (STAHL et al. 1994, FINKE et al. 1999). Einen Überblick über die HMO-

Grundstrukturen gibt Tabelle 1 (EGGE et al. 1993). Zusätzlich können diese Strukturen mit
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Fucose in α1-2-, α1-3- und/oder α1-4-glykosidischer Bindung modifiziert werden. Durch

die Verknüpfung der neutralen Grundstrukturen mit N-Acetyl-Neuraminsäure in α2-3-

und/oder α2-6-glykosidischer Bindung, werden über die Carboxylgruppe zusätzlich eine

oder mehrere negative Ladungen eingebracht. Diese Strukturen werden als saure

Oligosaccharide bezeichnet (EGGE et al. 1983, KUNZ et al. 1996, STAHL et al. 1994, FINKE

et al. 1999). Zusammen wurden bislang mehr als 130 verschiedene Oligosaccharide aus

Humanmilch isoliert.

Bei der Synthese der HMO in der Brustdrüse der Frau spielt die Expression und

Regulation von Glycosyltransferasen offenbar eine entscheidende Rolle für die Quantität

und Variabilität der Oligosaccharide. Die Fucosylierung der Oligosaccharide wird von

mindestens drei verschiedenen Fucosyltransferasen katalysiert, die ebenfalls an der

Synthese von Blutgruppenantigenen des ABO- und Lewis-Systems beteiligt sind (LLOYD

2000, MORGAN UND WATKINS 2000). Die Expression der einzelnen Fucosyltransferasen ist

genetisch determiniert, woraus sich eine interindividuelle, strukturelle Variabilität der HMO

ableiten läßt.

Eine α1-2-Fucosyltransferase wird von rund 77% der Menschen kaukasischer

Abstammung exprimiert, die als Sekretoren bezeichnet werden (KUMAZUKI UND YOSHIDA

1984, LLOYD 2000, MORGAN UND WATKINS 2000). Die Humanmilch von Frauen mit

Sekretor-Status ist durch das Vorkommen von 2‘-Fucosyllactose und Lacto-N-

Fucopentaose I (LNFP I, Fucα1-2Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc) charakterisiert.

Darüber hinaus finden sich in der Humanmilch eine Reihe komplexer Oligosaccharide, die

Tabelle 1. GRUNDSTRUKTUREN VON HUMANMILCH-OLIGOSACCHARIDEN

Komponente Strukturen

Lactose Galβ1-4Glc

Lacto-N-Tetraose (Typ 1) Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc

Lacto-N-neo-Tetraose (Typ 2) Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc

Lacto-N-Hexaose Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc

Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc

Galβ1-4GlcNAcβ1-3[Galβ1-4GlcNAcβ1-6]Galβ1-4Glc

Galβ1-3GlcNAcβ1-3[Galβ1-4GlcNAcβ1-6]Galβ1-4Glc
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Fucα1-2Galβ1-3GlcNAc-Reste enthalten (EGGE et al. 1983, Kunz et al. 1996, STAHL et al.

1994, THURL et al. 1997, STAHL et al. 2001).

Eine weitere Fucosyltransferase katalysiert die α1-4-glykosidische Bindung zwischen

Fucose und einem subterminalen N-Acetyl-Glucosamin-Rest auf Typ 1 Ketten (JOHNSON

UND WATKINS 1992, LLOYD 2000, MORGAN UND WATKINS 2000). Wird lediglich diese α1-4-

Fucosyltransferase exprimiert, ist Lacto-N-Fucopentaose II (LNFP II, Galβ1-3[Fucα1-

4]GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc) das dominierende fucosylierte Oligosaccharid in der

Humanmilch (EGGE et al. 1983, Kunz et al. 1996, STAHL et al. 1994, THURL et al. 1997,

STAHL et al. 2001). Diese Struktur ist identisch mit der Lewis a-Blutgruppendeterminante

und findet sich bei rund 20% der Bevölkerung kaukasischer Abstammung (LLOYD 2000,

MORGAN UND WATKINS 2000). Lacto-N-Difucohexaose I (Fucα1-2Galβ1-3[Fucα1-

4]GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc) ist eine der Hauptkomponenten der HMO, wenn sowohl die α1-

2- als auch die α1-4-Fucosyltransferase aktiv ist (EGGE et al. 1983, Kunz et al. 1996,

STAHL et al. 1994, THURL et al. 1997, STAHL et al. 2001).

Bei rund 5% der Bevölkerung kaukasischer Abstammung wird keine der beiden

Fucosyltransferasen exprimiert. Dafür ist eine α1-3-Fucosyltransferase aktiv, die die

Übertragung von Fucose auf subterminales N-Acetyl-Glucosamin auf Typ 2 Ketten in

einer α1-3-glykosidischen Bindung katalysiert (LLOYD 2000, MORGAN UND WATKINS 2000).

Die Humanmilch von Frauen mit einer aktiven α1-3-Fucosyltransferase ist durch das

Vorkommen von Lacto-N-Fucopentaose III (LNFP III, Galβ1-4[Fucα1-3]GlcNAcβ1-3Galβ1-

4Glc) charakterisiert (EGGE et al. 1983, Kunz et al. 1996, STAHL et al. 1994, THURL et al.

1997, STAHL et al. 2001).

1.1.2 Digestion, Absorption und Ausscheidung

Das metabolische Schicksal der HMO ist entscheidend für ihre biologischen Funktionen.

Die Digestion und Absorption der Oligosaccharide wurde in In-vitro-Experimenten

untersucht (Abschnitt 1.1.2.1 und 1.1.2.2). Zur Ausscheidung der Oligosaccharide über

die Faeces und den Urin liegen darüber hinaus auch In-vivo-Daten vor (Abschnitt 1.1.2.3).
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1.1.2.1 Digestion

Werden die HMO im Gastrointestinaltrakt des Säuglings bereits metabolisiert, stehen sie

für die Ausübung biologischer Funktionen nicht mehr zur Verfügung. Beim Abbau der

HMO könnten jedoch möglicherweise aktive Metabolite entstehen, die eine eigene

biologische Wirksamkeit aufweisen.

Glycosidasen, die die Abspaltung von Fucose, N-Acetyl-Neuraminsäure oder N-Acetyl-

Glucosamin katalysieren, konnten bislang nicht im Gastrointestinaltrakt des

Neugeborenen identifiziert werden. Allerdings konnte eine enzymatische Aktivität der

Disaccharidasen Amylase, Maltase, Lactase und Saccharase nachgewiesen werden

(ANTONOWICZ et al. 1974, GRAY 1975, HAMOSH 1996, KIEN 1996).

Der Einfluss der humanen Speichelamylase auf die Digestion von HMO wurde von Gnoth

et al. untersucht (GNOTH et al. 2000a). Da die Speichelamylase auch für längere Zeit im

Magen aktiv bleibt (HODGE 1983), wurden die Oligosaccharide sowohl für eine Minute als

auch für zwei Stunden bei 37°C mit dem Enzym inkubiert. Eine Degradation der HMO

konnte unter diesen Bedingungen jedoch nicht beobachtet werden (GNOTH et al. 2000a).

Engfer et al. untersuchten den Einfluss von Glycosidasen der intestinalen

Bürstensaummembran und des Pankreassekrets. HMO wurden bis zu 20 Stunden mit

humanen Bürstensaummembranpräparationen (BBM) und Duodenalaspiraten (HDA)

inkubiert. Die Zusammensetzung der Oligosaccharide und das Auftreten von

Degradationsprodukten wurde sowohl massenspektrometrisch (MALDI-TOF-MS),

chromatographisch (HPAEC) als auch anhand von enzymatischen Monosaccharid-

Assays analysiert. Während das Kontroll-Oligosaccharid Maltodextrin nach der Inkubation

mit BBM und HDA nahezu vollständig degradiert wurde, konnte keine signifikante

Hydrolyse der HMO beobachtet werden (ENGFER et al. 2000). Zu ähnlichen Ergebnissen

kamen auch Gnoth et al. (2000a) nach der Inkubation der HMO mit BBM vom Schwein.

Der Einfluss des niedrigen pH-Wertes im Magen des Neugeborenen auf die Hydrolyse der

HMO wurde ebenfalls von Gnoth et al. untersucht. Nach der Inkubation der HMO bei pH

2,5 und 37°C für zwei Stunden, konnte keine Veränderung in der Zusammensetzung der

neutralen Oligosaccharide beobachtet werden. Die sauren Oligosaccharide wurden unter

diesen Bedingungen jedoch geringfügig hydrolysiert. Dadurch stieg die Konzentration der

freien N-Acetyl-Neuraminsäure leicht an und einige neue neutrale Komponenten konnten

detektiert werden (GNOTH et al. 2000a).
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Aus den bislang veröffentlichten In-vitro-Experimenten kann der Schluss gezogen werden,

dass HMO sowohl dem enzymatischen Abbau durch Glycosidasen als auch dem

niedrigen pH-Wert des Magens weitgehend widerstehen.

1.1.2.2 Absorption

Die HMO-Absorption wurde von Gnoth et al. anhand eines In-vitro-Systems untersucht

(GNOTH et al. 2001). Die humane Zelllinie Caco-2, die biochemische und morphologische

Charakteristika von differenzierten Epithelzellen repräsentiert (HIDALGO et al. 1989,

ARTURSSON 1990), wurde in Transwells bis zur Konfluenz kultiviert. Der Caco-2-

Monolayer wurde für 90 min bei 37°C und 5% CO2 mit neutralen oder sauren HMO bzw.

verschiedenen Oligosaccharid-Standards inkubiert. Anschließend wurden die

Oligosaccharide aus dem Medium der apikalen und basolateralen Seite des Transwells

sowie aus den präparierten, intrazellulären Kompartimenten isoliert und mittels HPLC-MS

identifiziert (GNOTH et al. 2001).

Für die neutralen Oligosaccharide konnte gezeigt werden, dass der Flux von der apikalen

zur basolateralen Seite signifikant höher ist als der umgekehrte Flux von der

basolateralen zur apikalen Seite. Bei den sauren Oligosacchariden war der Flux in beiden

Richtungen nicht signifikant verschieden (GNOTH et al. 2001).

Nach der Inkubation der Caco-2-Zellen mit HMO konnten neutrale HMO im intrazellulären

Kompartiment nachgewiesen werden. Degradationsprodukte konnten dabei nicht

identifiziert werden, woraus geschlossen wurde, dass die Oligosaccharide in der

Epithelzelle nicht metabolisiert werden. Durch die Inkubation der Caco-2-Zellen mit

Brefeldin A bzw. Bafilomycin A, welche die Translokation von frühen zu späten

Endosomen inhibieren (KLAUSNER et al. 1992, BAYER et al. 1998, MAKSYMOWYCH UND

SIMPSON 1998), konnte der apikal-basolaterale Flux der neutralen Oligosaccharide

signifikant reduziert werden. Brefeldin A und Bafilomycin A hatte jedoch keinen Einfluss

auf den Flux saurer Oligosaccharide (GNOTH et al. 2001).

Aus diesen Daten wurde gefolgert, dass die neutralen Oligosaccharide zum Teil über

einen transzytosolischen Mechanismus absorbiert werden, der über eine endozytotische

Aufnahme in die Zelle eingeleitet wird. Die Aufnahme der untersuchten Oligosaccharid-

Standards LNT und LNFP I erfolgte mit einer für eine Rezeptor-vermittelte Endozytose

charakteristischen Sättigungskinetik. Da keine kompetetive Hemmung bei der
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gemessenen Aufnahme von LNT und LNFP I beobachtet werden konnte, wurde vermutet,

dass für diese beiden Oligosaccharide unterschiedliche Rezeptoren existieren (GNOTH et

al. 2001).

Da es für saure HMO in der Studie von Gnoth et al. keine Hinweise auf einen

transzellulären Absorptionsmechanismus gab, scheinen diese Oligosaccharide lediglich

über einen parazellulären Weg absorbiert zu werden (GNOTH et al. 2001).

1.1.2.3 Ausscheidung

Aufgrund von Atemgasanalysen kamen Brand-Miller et al. zu dem Schluss, dass HMO

vorwiegend im Kolon des gestillten Säuglings metabolisiert werden (BRAND-MILLER et al.

1998). Darüber hinaus konnten Sabharwal et al. in einer Reihe von Studien an Reif- und

Frühgeborenen belegen, dass die Ausscheidung spezifischer Oligosaccharide über die

Faeces von der Aufnahme der HMO abhängt (SABHARWAL et al. 1984, SABHARWAL et al.

1988a, SABHARWAL et al. 1988b, SABHARWAL et al. 1991a). Es konnte gezeigt werden,

dass diese spezifische Oligosaccharid-Zusammensetzung im Faeces des Säuglings mit

dem Abstillen abnimmt, so dass eine Korrelation zwischen der HMO-Aufnahme und der

Oligosaccharid-Ausscheidung vermutet wurde (SABHARWAL et al. 1991 b).

Rudloff et al. konnten HMO in intakter Form im Urin von Frühgeborenen nachweisen. Die

Oligosaccharide im Urin von mit Humanmilch ernährten Frühgeborenen wurden isoliert

und mittels HPTLC (High Performance Thin Layer Chromatography), HPAEC-PAD (High-

pH Anion-Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric Detection) und FAB-MS

(Fast Atom Bombardment Massenspektrometrie) analysiert. Die Ergebnisse wurden mit

der Oligosaccharid-Zusammensetzung im Urin von Frühgeborenen verglichen, die

ausschließlich Säuglingsmilchnahrung bekamen (RUDLOFF et al. 1996).

Während die Ernährung mit Humanmilch oder Säuglingsmilchnahrung keinen Einfluss auf

die Gesamtmenge der renal ausgeschiedenen Oligosaccharide hatte, konnten deutliche

Unterschiede in der Zusammensetzung der Urin-Oligosaccharide beobachtet werden. Im

Urin der mit Humanmilch ernährten Gruppe konnten die für Humanmilch typischen

Oligosaccharide Lactose, Fucosyllactose, Difucosyllactose, LNT sowie fucosylierte und

sialylierte LNT-Derivate als Hauptkomponenten identifiziert werden. Darüber hinaus

fanden sich eine Reihe komplexerer Oligosaccharide, wie beispielsweise Lacto-N-

Hexaose (RUDLOFF et al. 1996).



Einleitung

8

Im Gegensatz dazu war die Oligosaccharid-Zusammensetzung im Urin der mit

Säuglingsmilchnahrung ernährten Gruppe weniger komplex. Neben Lactose wurden

geringe Mengen Fucosyllactose, Difucosyllactose und LNT identifiziert. Darüber hinaus

wurden relativ große Mengen freie Sialinsäure sowie geringe Mengen 3‘-Sialyllactose und

6‘-Sialyllactose detektiert (RUDLOFF et al. 1996).

Die in der Studie verwendete Säuglingsmilchnahrung basierte auf Kuhmilch (RUDLOFF et

al. 1996). Im Vergleich zur Humanmilch enthält Kuhmilch nur Spuren komplexer

Oligosaccharide, wobei Sialyllactose die Hauptkomponente darstellt (KOBATA 1972,

PARKKINEN UND FINNE 1987). Der Gehalt komplexer Oligosaccharide im Urin von

Frühgeborenen, die mit Säuglingsmilchnahrung ernährt wurden, war äußerst gering.

Deshalb kamen Rudloff et al. zu dem Schluss, dass die im Urin von gestillten

Frühgeborenen detektierten komplexen Oligosaccharide aus der Humanmilch stammten

(RUDLOFF et al. 1996).

Zu ähnlichen Ergebnissen kamen Obermeier et al. bei der Untersuchung von

Oligosacchariden im Urin von Reifgeborenen. Die Oligosaccharid-Zusammensetzung im

Urin der gestillten Säuglinge zeigte Ähnlichkeiten mit der Zusammensetzung der HMO.

Daraus wurde geschlossen, dass ein Teil der HMO im Gastrointestinaltrakt des Säuglings

absorbiert wird und ohne eine weitere Metabolisierung mit dem Urin zur Ausscheidung

gelangt (OBERMEIER et al. 1999).

Die Identifizierung von spezifischen Oligosacchariden der Humanmilch im Urin von

humanmilchernährten Säuglingen gilt als indirekter Beweis für das Vorkommen von HMO

in der systemischen Zirkulation des gestillten Säuglings. Unter der Annahme, dass die im

Urin detektierten Oligosaccharide aus der Humanmilch stammen, entspräche die renale

Ausscheidung dieser Strukturen etwa 1% der täglichen Aufnahme über die Humanmilch

(RUDLOFF et al. 1996).
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1.1.3 Postulierte biologische Effekte

Um die Wende zum 20. Jahrhundert konnten Moro und Tissier in unabhängigen

Untersuchungen zeigen, dass Bifidusbakterien die Darmflora von gestillten Säuglingen

dominieren (MORO 1900, TISSIER 1900). Die bifidogenen Faktoren der Humanmilch

wurden später als Bestandteil der Nicht-Protein-Stickstoff-Fraktion identifiziert

(SCHÖNFELD 1926). György et al. konnten schließlich nachweisen, dass unter anderem

auch HMO als Wachstumsfaktoren der nicht-pathogenen Bifidusflora angesehen werden

können (GYÖRGY et al. 1954).

Daneben gibt es eine Reihe von Untersuchungen, die belegen, dass Oligosaccharide

auch direkt mit verschiedenen pathogenen Keimen interagieren können. Der initiale

Kontakt von Bakterien, Viren oder Toxinen wird häufig über Kohlenhydratstrukturen der

Glykocalyx auf der Oberfläche der Wirtszellen vermittelt. Die Adhäsion von Bakterien an

die Epithelzellen der Darmmucosa verhindert ihre Ausscheidung mit dem Mucus und

ermöglicht somit eine Besiedelung an der Darmwand (MIRELMAN 1986, OFEK UND SHARON

1990). Es konnte gezeigt werden, dass HMO strukturelle Ähnlichkeiten mit den

Oligosacchariden auf der Epithelzell-Oberfläche aufweisen, mit denen eine Reihe von

Bakterien, Viren und Toxine interagieren (PARKKINEN et al. 1983, HOLMGREN et al. 1983).

Daraus wurde gefolgert, dass HMO als lösliche Liganden-Analoga dieser bakteriellen

bzw. viralen Rezeptoren wirken und dadurch die Adhäsion dieser pathogenen

Mikroorganismen vermindern (KUNZ UND RUDLOFF 1993, DAI UND WALKER 1999, SHARON

et al. 2000).

Aufgrund ihres Vorkommens in der systemischen Zirkulation können neben lokalen

Effekten der HMO auch systemische Effekte postuliert werden. Zahlreiche Prozesse im

menschlichen Organismus werden über Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen vermittelt.

Selektine repräsentieren eine Untergruppe von Kohlenhydrat-bindenden Proteinen

(Abschnitt 1.2). Selektin-vermittelte Zell-Zell-Interaktionen spielen eine zentrale Rolle im

Inflammationsgeschehen des Menschen (Abschnitt 1.3). Aufgrund struktureller

Ähnlichkeiten mit den Bindungsdeterminanten der Selektin-Liganden stellen HMO

potentielle Liganden-Analoga der Selektine dar (Abschnitt 1.4). Anhand dieser

Argumentationskette wurden Wirkungen der HMO auf systemischer Ebene postuliert

(KUNZ et al. 2000).
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1.2 Selektine

Selektine gehören zu den Kohlenhydrat-bindenden Proteinen, die allgemein als Lektine

bezeichnet werden. Das Vorkommen von Lektinen in Pflanzen wurde bereits vor mehr als

100 Jahren beschrieben. Lektine wurden darüber hinaus auch bei den meisten

Mikroorganismen und Tieren gefunden (Überblick: CUMMINGS 1999). Drickamer führte

anhand von Sequenzhomologien der jeweiligen Kohlenhydrat-Bindungsdomänen eine

erste Klassifizierung der verschiedenen Lektine tierischen Ursprungs ein (DRICKAMER

1988). Mittlerweile werden sieben verschiedene Lektin-Klassen unterschieden, die

zusammen mit den jeweiligen Oligosaccharid-Bindungsdeterminanten in Tabelle 2

aufgeführt sind (VARKI 1999). Darüber hinaus gibt es eine ganze Reihe weiterer tierischer

Lektine, die untereinander keine Sequenzhomologien aufweisen und aus diesem Grund

nicht weiter klassifiziert werden (VARKI 1999).

Die Familie der Selektine zählt zur Klasse der Calcium-abhängigen C-Typ-Lektine und

umfaßt die drei Proteine L-Selektin, E-Selektin und P-Selektin. Die Entdeckung von L-

Selektin erfolgte im Rahmen der Untersuchung der molekularen Mechanismen des

sogenannten Lymphozyten-Homings. Darunter versteht man die Adhäsion von

Lymphozyten an spezielle Endothelzellen in den postkapillaren Venolen von Lymphknoten

Tabelle 2. KLASSIFIZIERUNG TIERISCHER LEKTINE1

Lektin-Klasse Anzahl Oligosaccharid-Bindungsdeterminante

• C-Typ-Lektine

(Selektine, Collectine u.a.)

>20 sehr variabel

• S-Typ-Lektine

(Galectine)

>8 β-Galactoside und Poly-N-Acetyl-

Lactosamine

• P-Typ-Lektine

(Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren)

2 Mannose-6-Phosphat auf N-Glykanen

(high-mannose-type)

• I-Typ-Lektine

(Siglecs u.a.)

10 Sialinsäure (Siglecs) u.a.

• Calnexin, Calreticulin, Calmegin 3 Glycosylierte N-Glykane (high-mannose-

type) im endoplasmatischen Retikulum

• Hyaluronan-bindende Proteine >5 Hyaluronan-Ketten

• Frosch-Ei-Lektine unbekannt Galactose, Sialinsäure, Heparine

1 modifiziert nach VARKI 1999
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(HEV, High Endothelial Venules). Die Adhäsion leitet den Übertritt der Lymphozyten von

der Blutbahn ins Lymphsystem ein. L-Selektin wurde als Antigen eines monoklonalen

Antikörpers (MEL14) identifiziert, der das Lymphozyten-Homing bei der Maus blockierte

(GALLATIN et al. 1983). Etwa zur gleichen Zeit konnte gezeigt werden, dass

Oligosaccharide der HEV-Glykocalyx eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit

Lymphozyten spielen. Diese Oligosaccharid-Determinanten wurden als Liganden des

MEL14-Antigens identifiziert (STOOLMAN UND ROSEN 1983, STOOLMAN et al. 1984). Durch

die Klonierung des MEL14-Antigens konnte gezeigt werden, dass das Protein eine N-

terminale Lektin-Domäne besitzt, die Sequenzhomologien mit anderen Calcium-

abhängigen Lektinen tierischen Ursprungs aufweist (LASKY et al. 1989, SIEGELMAN et al.

1989). Das MEL14-Antigen wurde in der Folge als L-Selektin (CD62L) bezeichnet.

E-Selektin wurde ebenfalls mit einem monoklonalen Antikörper identifiziert, der die

Adhäsion von Granulozyten an Zytokin-aktivierte Endothelzellen blockierte (BEVILACQUA

et al. 1987, POBER et al. 1987). Das entsprechende Antigen wurde deshalb zunächst

Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-1 (ELAM-1) genannt. Die Klonierung von

ELAM-1 zeigte die enge Verwandtschaft zu L-Selektin (BEVILACQUA et al. 1989). ELAM-1

wurde folglich als E-Selektin (CD62E) bezeichnet.

P-Selektin wurde als Membranprotein von Speichervesikeln in humanen Thrombozyten

identifiziert, die nach der Thrombozyten-Aktivierung an die Thrombozyten-Oberfläche

transloziert werden. Das Protein wurde deshalb ursprünglich als Granule Membrane

Protein 140 (GMP-140) oder Platelet Activation-Dependent Granule to External

Membrane Protein (PADGEM-Protein) bezeichnet (HSU-LIN et al. 1984). Durch die

Klonierung von GMP-140 wurde eine hohe Sequenzhomologie zu den beiden bisher

beschriebenen Selektinen nachgewiesen (JOHNSTON et al. 1989). In der Folge konnte

gezeigt werden, dass P-Selektin (CD62P) auch von Endothelzellen synthetisiert wird und

sowohl an der Granulozyten-Adhäsion an Thrombozyten (LARSON et al. 1989,

HAMBURGER UND MCEVER 1990) als auch an der Granulozyten-Adhäsion an

Endothelzellen beteiligt ist (GENG et al. 1990).

Tabelle 3 gibt einen Überblick über das Vorkommen und die historisch bedingten

Synonyme der drei Mitglieder der Selektin-Familie.
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1.2.1 Molekulare Struktur der Selektine

Der extrazelluläre Bereich der Selektine setzt sich aus drei verschiedenen Domänen

zusammen. Der N-Terminus wird aus 120 Aminosäuren gebildet und zeigt die typischen

Charakteristika der Lektin-Domäne anderer C-Typ-Lektine (DRICKAMER 1988). Sowohl

anhand eines Epitop-Mappings mit blockierenden Antikörpern als auch durch gerichtete

Mutagenese konnte gezeigt werden, dass die Lektin-Domäne der Selektine wesentlich an

der Liganden-Bindung beteiligt ist (BOWEN et al. 1990, PIGOTT et al. 1991, ERBE et al.

1992, ERBE et al. 1993). Die Bindung zwischen der Lektin-Domäne und dem Liganden ist

Calcium-abhängig (GENG et al. 1992).

Der Lektin-Domäne folgt ein Bereich der sich aus rund 35 bis 40 Aminosäuren

zusammensetzt und Sequenzhomologien zu einer Struktur aufweist, die zuerst beim

epidermalen Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor, EGF) beschrieben wurde

(GRAVES et al. 1994). Es wird vermutet, dass die EGF-Domäne an der Liganden-Bindung

beteiligt ist, entweder indirekt durch eine Stabilisierung der Konformation der Lektin-

Domäne oder durch die direkte Interaktion mit dem Liganden (PIGOTT et al. 1991).

An die EGF-Domäne schließen sich mehrere Wiederholungssequenzen an, die jeweils

aus rund 60 Aminosäuren bestehen. Sie werden als Short Consensus Repeats (SCR)

bezeichnet. Die drei Mitglieder der Selektin-Familie unterscheiden sich hinsichtlich der

Anzahl der SCR-Domänen. L-Selektin hat lediglich zwei SCR-Domänen, E-Selektin sechs

und P-Selektin neun (SIEGELMANN UND WEISSMAN 1989, BEVILACQUA et al. 1989,

JOHNSTON et al. 1989, LI et al. 1994).

Tabelle 3. SELEKTINE - SYNONYME UND VORKOMMEN

Synonyme Vorkommen

L-Selektin (CD62L) MEL-14-Antigen, LECAM-1,
LAM-1, Leu-8, TQ-1, DREG

Leukozyten (konstitutiv exprimiert)

E-Selektin (CD62E) ELAM-1 aktivierte Endothelzellen

P-Selektin (CD62P) GMP-140, PADGEM-Protein aktivierte Endothelzellen,
aktivierte Thrombozyten
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Die drei Selektine sind jeweils über eine kurze Transmembran-Domäne in der

Zellmembran verankert. Die zytoplasmatische C-terminale Domäne besteht lediglich aus

17 bis 35 Aminosäuren. Zwischen den drei Selektinen gibt es keine Sequenzhomologien

innerhalb dieser Region. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die zytoplasmatische

Sequenz der einzelnen Selektine zwischen verschiedenen Spezies hoch konserviert ist,

was möglicherweise mit ihrer Funktion bei der Signaltransduktion zusammenhängt

(JOHNSTON et al. 1989, BEVILACQUA UND NELSON 1993, CROVELLO et al. 1993).

Abbildung 1. MOLEKULARE STRUKTUR DER SELEKTINE

Die drei Mitglieder der Selektin-Familie, L-, E- und P-Selektin, besitzen eine N-terminale Lektin-
Domäne, die direkt mit der Oligosaccharid-Determinante des Liganden interagiert. Daran schließt
sich die EGF-Domäne an, die Sequenzhomologien zu einer Region des Epidermal Growth
Factors (EGF) aufweist. Die drei Selektine besitzen eine unterschiedliche Anzahl an
Wiederholungssequenzen, die als Short Consensus Repeats (SCR) bezeichnet werden. Über die
Transmembran-Domäne sind die Selektine in der Zellmembran verankert. Die zytoplasmatische
Domäne ist über die Phosphorylierung von Tyrosin-Resten an der Signaltransduktion beteiligt.

(modifiziert nach http://www.glycoforum.gr.jp/science/word/lectin/LEAO5E.html - 31.01.2003)
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P-Selektin

E-Selektin
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1.2.2 Mechanismen zur Regulation der Selektin-Expression

1.2.2.1 E-Selektin

Die E-Selektin-Expression wird durch verschiedene pro-inflammatorische Zytokine wie

TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), Interleukin-1β (BEVILACQUA et al. 1987, POBER et al.

1987), Interleukin-3 (BRIZZI et al. 1993), Interleukin-10 (VORA et al. 1996) und Oncostatin

M (MODUR et al. 1997) induziert. Neben Lipopolysacchariden (LPS) als Bestandteil gram-

negativer Bakterien trägt auch die Lipoteichonsäure gram-positiver Bakterien zu einer

Stimulierung der E-Selektin-Expression bei (BEVILACQUA et al. 1987, KAWAMURA et al.

1995). Die Induktion erfolgt auf der Ebene der Transkription. Drei bis vier Stunden nach

der Stimulation mit TNF-α oder Interleukin-1β kommt es zu einer maximalen E-Selektin-

Expression auf der Endothelzell-Oberfläche. Die Ausgangswerte werden erst nach 16 bis

24 Stunden wieder erreicht (BEVILACQUA et al. 1989). Auch der Kontakt mit Leukozyten

führt möglicherweise über eine Interaktion mit CD40 zu einer vermehrten E-Selektin-

Expression auf der Endothelzell-Oberfläche (KARMANN et al. 1995, YELLIN et al. 1995,

RAINGER et al. 1996, NOBLE et al. 1996, SUNDERKÖTTER et al. 1996).

Interleukin-4 (THORNHILL UND HASKARD 1995), Glukokortikoide (CRONSTEIN et al. 1992)

und der Transforming Growth Factor β (GAMBLE et al. 1993) inhibieren die E-Selektin-

Expression, ebenso wie eine erhöhte intrazelluläre cAMP-Konzentration (POBER et al.

1993, GHERSA et al. 1994).

1.2.2.2 P-Selektin

Die Induktion der P-Selektin-Expression wird über zwei verschiedene Mechanismen

reguliert. P-Selektin wird in den α-Granula der Thrombozyten bzw. den Weibel-Palade-

Vesikeln der Endothelzellen gespeichert. Erfolgt eine Stimulation der Zellen mit Histamin,

Thrombin oder Adenosin-Diphosphat (ADP), kann P-Selektin aus diesem Pool innerhalb

weniger Minuten mobilisiert werden (WEIBEL UND PALADE 1964, GENG et al. 1990). Nach 5

bis 10 min ist die maximale P-Selektin-Expression auf der Zell-Oberfläche bereits erreicht

und nach 30 bis 60 min wird P-Selektin durch Clathrin-vermittelte Endozytose wieder

internalisiert (SUBRAMANIAM et al. 1993).

Ein weiterer Regulationsmechanismus der P-Selektin-Expression greift ähnlich wie bei E-

Selektin auf der Ebene der Transkription an. Die Stimulation mit TNF-α resultiert in einer

vermehrten P-Selektin-Expression auf der Endothelzell-Oberfläche bei der Maus oder
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beim Rind (SANDERS et al. 1992, WELLER et al. 1992, HAHNE et al. 1993). Auf humanen

Endothelzellen, die aus Nabelschnurvenen isoliert wurden (HUVEC, Human Umbilical

Vein Endothelial Cells), konnte die P-Selektin-Expression jedoch weder mit TNF-α noch

mit Interleukin-1β oder LPS induziert werden (YAO et al. 1996). Interleukin-4 und

Oncostatin M sind hingegen potente Aktivatoren der P-Selektin-Expression (MODUR et al.

1997).

1.2.2.3 L-Selektin

Im Gegensatz zu E- und P-Selektin wird L-Selektin konstitutiv exprimiert und kommt auf

der Oberfläche von myeloiden Zellen sowie einer Reihe von Lymphozyten vor

(LEWINSOHN et al. 1987). Durch die Aktivierung der Zellen wird die L-Selektin-Expression

herunterreguliert. Dieser als Shedding bezeichnete Prozess wird durch die proteolytische

Abspaltung der extrazellulären Domänen kurz oberhalb der Zellmembran reguliert und

findet bereits 1 bis 5 min nach der Aktivierung der Zellen statt (KISHIMOTO et al. 1989).

1.2.3 Selektin-Liganden: Bindungsdeterminanten und Trägermoleküle

Crocker und Feizi beschrieben das Bindungssystem zwischen Lektinen und ihren

Liganden als funktionelle Triade aus Rezeptor, Ligand und Trägermolekül. Der Rezeptor

ist das Lektin und die Liganden sind die Oligosaccharid-Bindungsdeterminanten, die vom

Lektin erkannt werden. Diese Bindungsdeterminanten werden dem Lektin als Bestandteile

von Trägermolekülen präsentiert. Dabei handelt es sich in der Regel um Glykoproteine,

die die Oligosaccharide in N- oder O-glykosidischer Bindung tragen (CROCKER UND FEIZI

1996). Die Gesamtheit aus Bindungsdeterminante und Trägermolekül wird im Folgenden

als Ligand bezeichnet.

1.2.3.1 E-Selektin

Nach der Identifizierung einer Lektin-Domäne am N-terminalen Ende von E-Selektin

wurde vermutet, dass E-Selektin mit Glykokonjugaten auf der Leukozyten-Oberfläche

interagiert. Erste Hinweise auf die Bindungsdeterminanten lieferte der Vergleich der

Glykane auf der Oberfläche verschiedener Zellen, die mit E-Selektin interagieren. Diese

Glykane bestehen aus Polylactosamin-Ketten, die mit α2-3- oder α2-6-glykosidisch

gebundener Sialinsäure modifiziert sind. Darüber hinaus tragen die Polylactosamin-Ketten

α1-3-glykosidisch gebundene Fucose-Reste (FUKUDA et al. 1984, SPOONCER et al. 1984).
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Weitere Beweise für die Essentialität dieser fucosylierten, sialylierten Strukturen lieferten

In-vitro-Studien, die zeigen konnten, dass diese Oligosaccharide in löslicher Form die E-

Selektin-vermittelte Zell-Adhäsion inhibieren können. Das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis x

(sLex) und das Stereoisomer Sialyl-Lewis a (sLea) sowie einige sulfatierte Formen wurden

schließlich als mögliche Bindungsdeterminanten der E-Selektin-Liganden identifiziert

(PHILLIPS et al. 1990, TYRRELL et al. 1991, BERG et al. 1991). Die Strukturen der

Oligosaccharide, die in vitro einen Einfluss auf die E-Selektin-vermittelte Zell-Adhäsion

zeigten, sind in Abbildung 2 dargestellt (CUMMINGS UND LOWE 1999). In einigen Studien

konnte gezeigt werden, dass das Stereoisomer sLea eine höhere Bindungsaffinität für E-

Selektin aufweist als sLex (NELSON et al. 1993, BRUNK UND HAMMER 1997). Unter

Berücksichtigung, dass sLea und die sulfatierten Formen von sLex und sLea bisher nicht

auf der Oberfläche von Leukozyten identifiziert werden konnten (FUKUDA et al. 1984),

kann lediglich sLex als physiologische Bindungsdeterminante von E-Selektin angesehen

werden (VARKI 1997). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die nicht-sialylierten

Determinanten, Lewis x (Lex) und Lewis a (Lea), nicht zur E-Selektin-vermittelten Zell-

Adhäsion beitragen (BERG et al. 1991).

Der auf nahezu allen Leukozyten exprimierte E-Selectin Ligand-1 (ESL-1) trägt

ausschließlich N-glykosidisch gebundene Oligosaccharide, die die Bindungsdeterminante

sLex enthalten (CARLOS et al. 1990, WELLER et al. 1991, PICKER et al. 1991, SHIMIZU et al.

1991, LENTER et al. 1994). Im Gegensatz dazu sind die Bindungsdeterminanten aller

anderen Selektin-Liganden Bestandteile von O-glykosidisch gebundenen

Oligosacchariden.

E-Selektin bindet neben ESL-1 auch an P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1), ein

Glykoprotein, das auf der Leukozyten-Oberfläche exprimiert wird und zunächst als Ligand

für P-Selektin identifiziert wurde (LENTER et al. 1994, MOORE et al. 1994, ASA et al. 1995,

LI et al. 1996, GOETZ et al. 1997).

Ein dritter E-Selektin-Ligand ist L-Selektin. L-Selektin ist selbst ein Glykoprotein, dessen

Oligosaccharide mit der E-Selektin-Bindungsdomäne interagieren können (JONAS et al.

1997). Diese Bindung konnte mit L-Selektin-Antikörpern blockiert werden (ZÖLLNER et al.

1997).
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1.2.3.2 P-Selektin

Auf der Leukozyten-Oberfläche wurde bislang lediglich ein Glykoprotein identifiziert, das

mit einer hohen Affinität an P-Selektin bindet. Dabei handelt es sich um P-Selectin

Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) (MOORE et al. 1992, SAKO et al. 1993, MOORE et al.

1994). PSGL-1 ist ein Homodimer, dessen zwei Untereinheiten über eine Disulfid-Brücke

miteinander verbunden sind und die zahlreiche O- und N-glykosidisch gebundene

Oligosaccharid-Ketten tragen (MOORE et al. 1992). Die funktionelle Expression von

rekombinantem PSGL-1 erfordert die Co-Transfektion einer α1-3-Fucosyltransferase, was

Abbildung 2. OLIGOSACCHARID-STRUKTUREN MIT EINFLUSS AUF DIE E-SELEKTIN-
VERMITTELTE ZELL-ADHÄSION

Zu den Oligosaccharid-Strukturen, die in vitro eine inhibitorische Wirkung auf die E-Selektin-
vermittelte Zell-Adhäsion ausüben, zählen Sialyl-Lewis x und die di- und trifucosylierten Sialyl-
Lewis x-Determinanten sowie das Stereoisomer Sialyl-Lewis a und die sulfatierten Lewis x- und
Lewis a-Determinanten. Daneben haben auch VIM-2, mit einer Fucosylierung am internen
GlcNAc, sowie GalNAc-Lewis x einen Einfluss auf die E-Selektin-vermittelte Zell-Adhäsion in
vitro. Die sLex- bzw. sLea-Determinanten sind jeweils mit einer Umrahmung markiert (modifiziert
nach CUMMINGS UND LOWE 1999).
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auf die Essentialität einer α1-3-Fucosylierung der Bindungsdeterminante schließen läßt

(ZHOU et al. 1991, SAKO et al. 1993). Die Inkubation von Granulozyten mit dem Enzym

Sialidase führte dazu, dass P-Selektin nicht mehr an die Granulozyten binden konnte.

Daraus wurde geschlossen, dass auch Sialinsäure ein essentielles Strukturelement der

Oligosaccharid-Bindungsdeterminanten von P-Selektin-Liganden darstellt (NORGARD et al.

1993, MOORE et al. 1994). Die mögliche Bedeutung des fucosylierten und sialylierten

Tetrasaccharids Sialyl-Lewis x (sLex) als Bindungsdeterminante wurde unter anderem aus

den folgenden Beobachtungen abgeleitet:

• P-Selektin bindet an CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary Cells) die sLex

exprimieren, nicht aber an CHO-Zellen, denen sLex fehlt (LI et al. 1996).

• Monoklonale Antikörper gegen sLex blockieren die Bindung zwischen P-Selektin und

HL60-Zellen (TAMATANI et al. 1995, ZHANG et al. 1998).

• Glykane, welche die sLex-Determinante enthalten, blockieren die P-Selektin-

vermittelte Zell-Adhäsion. P-Selektin bindet darüber hinaus an immobilisierte

Glykane, die die sLex-Determinante enthalten (NELSON et al. 1993).

Die Inkubation von PSGL-1 mit N-Glykosidase F führte zwar zu einer Abspaltung der N-

Glykane hatte jedoch keinen Einfluss auf das Bindungsverhalten an P-Selektin (MOORE et

al. 1994). Durch die Inkubation von HL60-Zellen mit Benzyl-α-GalNAc wurde die Synthese

von O-Glykanen inhibiert, was zu einer verminderten Bindung dieser Zellen an

immobilisiertes P-Selektin führte (KOJIMA et al. 1992). Aus diesen Ergebnissen wurde

abgeleitet, dass die essentielle Oligosaccharid-Bindungsdeterminante, sLex, O-

glykosidisch gebunden vorliegt (MOORE et al. 1994).

Auch wenn PSGL-1 eine ganze Reihe O-glykosidisch gebundener Oligosaccharide mit

sLex-Determinanten trägt, führte lediglich die Blockierung der Oligosaccharid-Domäne in

der N-terminalen Region zu einer Inhibierung der P-Selektin-Bindung. Alle anderen sLex-

Determinanten tragen nicht zur Interaktion mit P-Selektin bei (LI et al. 1996).

Durch die Inkubation von PSGL-1 mit Sulfatase und durch gerichtete Mutationen der N-

terminalen Tyrosin-Reste konnte gezeigt werden, dass neben einer korrekten

Glykosylierung von PSGL-1 auch die Sulfatierung eines N-terminalen Tyrosin-Restes für

die Bindung an P-Selektin erforderlich ist (WILKINS et al. 1995, POUYAMI UND SEED 1995,

SAKO et al. 1995). Im Gegensatz dazu ist eine Sulfatierung der Tyrosin-Reste für die

Bindung von PSGL-1 mit E-Selektin nicht notwendig (LI et al. 1996, GOETZ et al. 1997).
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Die Interaktion zwischen P-Selektin und PSGL-1 ist in Abbildung 3 schematisch

dargestellt. Sowohl P-Selektin als auch PSGL-1 liegen als Homodimere vor. Die Lektin-

Domäne von P-Selektin interagiert mit dem N-terminalen Oligosaccharid von PSGL-1.

Das O-glykosidisch gebundene Oligosaccharid trägt die fucosylierte und sialylierte sLex-

Determinante (MCEVER UND CUMMINGS 1997).

A

B

P-Selektin PSGL-1

LeukozytEndothelzelle
oder Thrombozyt

O-Glykane

Sulfatierung

Sialyl-Lewis x

Abbildung 3. INTERAKTIONEN ZWISCHEN P-SELEKTIN UND PSGL-1

A: Sowohl P-Selektin (auf der Oberfläche von aktivierten Endothelzellen oder Thrombozyten) als
auch PSGL-1 (auf der Oberfläche von Leukozyten) liegen bei der Bindung als Homodimere vor.
Für die Bindung der Lektin-Domäne muss der N-Terminus der PSGL-1-Untereinheit sowohl
sulfatiert sein als auch eine charakteristische Oligosaccharid-Bindungsdeterminante tragen. Alle
anderen O-glykosidisch gebundenen Oligosaccharid-Seitenketten sind nicht an der Bindung mit
P-Selektin beteiligt.

B: Die Oligosaccharid-Bindungsdeterminante ist O-glykosidisch an Serin- oder Threonin-Reste
der PSGL-1-Untereinheit gebunden und trägt Sialyl-Lewis x als essentielles Strukturelement.

(modifiziert nach MCEVER UND CUMMINGS 1997)
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1.2.3.3 L-Selektin

Bislang konnten vier verschiedene Glykoproteine als L-Selektin-Liganden identifiziert

werden. Der erste L-Selektin-Ligand, der in seiner molekularen Struktur aufgeklärt werden

konnte, war das Glycosylation-Dependent Cell Adhesion Molecule-1 (GlyCAM-1).

GlyCAM-1 ist ein hochglykosyliertes Sialomuzin und besitzt keine Transmembran-

Domäne (LASKY et al. 1992). GlyCAM-1 konnte folglich auch nicht direkt auf der

Oberfläche von HEV identifiziert werden (KIKUTA UND ROSEN 1994), sondern ist ein

löslicher Bestandteil des Serums (BRUSTEIN et al. 1992, SINGER UND ROSEN 1996). Es

wird vermutet, dass es sich bei GlyCAM-1 eher um ein Anti-Adhäsionsmolekül handelt,

indem es die L-Selektin-Bindungsstelle von zirkulierenden Granulozyten blockiert (HOKE

et al. 1995, VARKI 1997).

Des weiteren wurden CD34 (BAUMHUETER et al. 1992, SIMMONS et al. 1992), das Mucosal

Addressin Cell Adhesion Molecule-1 (MAdCAM-1) (BERLIN et al. 1993) und das

Podocalyxin-Like-Protein (PCLP) (HEMMERICH et al. 1994, HOKE et al. 1995) als L-

Selektin-Liganden identifiziert. Im Gegensatz zu GlyCAM-1 besitzen diese Glykoproteine

alle eine Transmembran-Domäne. Auch der P-Selektin-Ligand PSGL-1 auf der

Leukozyten-Oberfläche stellt einen Liganden für L-Selektin dar (SPERTINI et al. 1996, TU

et al. 1996). Über die L-Selektin-PSGL-1-Bindung werden Leukozyten-Leukozyten-

Interaktionen vermittelt (GUYER et al. 1996, WALCHECK et al. 1996).

Die posttranslationalen Glykosylierungen der L-Selektin-Liganden wurden bei GlyCAM-1

bislang am besten untersucht. Um als L-Selektin-Ligand fungieren zu können, müssen die

Oligosaccharid-Bindungsdeterminanten von GlyCAM-1 sulfatiert sein (IMAI et al. 1993).

Anhand struktureller und funktioneller Untersuchungen mit Lektinen und verschiedenen

Exoglykosidasen konnten die beiden sulfatierten und sialylierten Oligosaccharide 6-

Sulfosialyl-Lewis x und 6‘-Sulfosialyl-Lewis x als Bindungsdeterminanten von GlyCAM-1

identifiziert werden (HEMMERICH UND ROSEN 1994, HEMMERICH et al. 1995). Die Strukturen

der beiden sulfatierten Sialyl-Lewis x-Determinanten sind in Abbildung 4 dargestellt.

Das Tetrasaccharid sLex interagiert nicht nur mit E- und P-Selektin, sondern auch mit der

L-Selektin-Bindungsdomäne. Sowohl L-Selektin allein als auch Zellen, die L-Selektin

exprimieren, binden an immobilisiertes sLex. Diese Interaktionen konnten jeweils mit L-

Selektin-Antikörpern blockiert werden. Foxall et al. schlossen daraus, dass sLex als eine

universale Grundstruktur der Liganden-Bindungsdeterminanten aller drei Selektine

angesehen werden kann (FOXALL et al. 1992).
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Abbildung 5. SELEKTIN-LIGANDEN

Mit Ausnahme von ESL-1 handelt es sich bei den Selektin-Liganden um Sialomucine, d.h. sie
tragen O-glykosidisch gebundene Oligosaccharid-Seitenketten. Die Oligosaccharide von ESL-1
sind hingegen N-glykosidisch gebunden. L-Selektin interagiert mit dem löslichen GlyCAM-1,
sowie mit den membrangebundenen Molekülen CD34, MAdCAM-1 und PCLP (nicht dargestellt).
E-Selektin bindet sowohl an ESL-1 und PSGL-1 als auch an L-Selektin. Für P-Selektin wurde
bislang nur PSGL-1 als Ligand indentifiziert (modifiziert nach VESTWEBER UND BLANKS 1999).

Die bislang identifizierten Selektin-Liganden sind in Abbildung 5 dargestellt (VESTWEBER

UND BLANKS 1999).
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Abbildung 4. OLIGOSACCHARID-BINDUNGSDOMÄNEN DER L-SELEKTIN-LIGANDEN

Sowohl Sialyl-Lewis x (sLex) als auch die beiden sulfatierten Sialyl-Lewis x-Determinanten, 6‘-
Sulfo-Sialyl-Lewis x und 6-Sulfo-Sialyl-Lewis x, konnten als Bindungsdeterminanten von L-
Selektin-Liganden identifiziert werden. Die sLex-Determinante ist mit einer Umrahmung markiert
(angelehnt an CUMMINGS UND LOWE 1999).
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1.3 Selektin-vermittelte Zell-Zell-Interaktionen im Immunsystem

Eine Inflammation stellt eine essentielle Abwehrreaktion des Körpers dar, die allgemein

durch Gewebeläsionen ausgelöst wird und durch Rötung, Wärmeentwicklung, Schwellung

und Schmerz charakterisiert ist. Dabei kommt es zunächst zu einer lokalen Vasodilatation,

um den Blutstrom in den Kapillaren des betroffenen Gewebes zu erhöhen. Durch die

lokale Freisetzung inflammatorischer Mediatoren werden unter anderem Endothelzellen,

Leukozyten und Thrombozyten aktiviert. Die komplexen Interaktionen dieser Zellen

dienen der Lokalisation und Bekämpfung der auslösenden Noxe und der anschließenden

Reparatur des Gewebes. Sowohl an den Interaktionen zwischen Leukozyten und

Endothelzellen (Abschnitt 1.3.1) als auch an den Interaktionen zwischen Thrombozyten

und Leukozyten (Abschnitt 1.3.2) sind Selektine beteiligt (OSBORN 1990, SPRINGER 1994,

DORÉ 1998, CERLETTI et al. 1999).

1.3.1 Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

Die lokale Rekrutierung und Extravasation von Leukozyten stellen zentrale Schritte im

Inflammationsgeschehen dar. Diese Prozesse werden durch eine Vielzahl

inflammatorischer Mediatoren koordiniert, die sowohl von Pathogenen als auch von

Thrombozyten, Leukozyten, Endothelzellen sowie Zellen des extravaskulären Gewebes

sezerniert werden. Diese Mediatoren beeinflussen unter anderem die lokale

Hämodynamik, verändern die Expression von Adhäsionsmolekülen auf der Endothelzell-

Oberfläche und induzieren die Synthese und Sekretion von Leukozyten-chemotaktischen

Faktoren. Über diese Mechanismen kommt es zu einer selektiven Rekrutierung von

Leukozyten in das betroffene Gewebe. Die Leukozyten-Extravasation ist ein mehrstufiger

Prozess, der als Leukozyten-Adhäsions-Kaskade bezeichnet wird (OSBORN 1990,

SPRINGER 1994).

1.3.1.1 Leukozyten-Adhäsions-Kaskade

Die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in der Sequenz der Leukozyten-Adhäsions-

Kaskade werden von unterschiedlichen Adhäsionsmolekülen vermittelt. Danach läßt sich

die Leukozyten-Extravasation in drei Abschnitte unterteilen (SPRINGER 1994):

• Rolling

• Feste Adhäsion

• Transmigration
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Jeder dieser Abschnitte scheint ein essentieller Bestandteil der Leukozyten-Extravasation

zu sein, da die Blockierung jeweils einer dieser Abschnitte zu einer deutlichen

Reduzierung der Leukozyten-Akkumulation im Gewebe führen kann. Bei den Abschnitten

der Leukozyten-Adhäsions-Kaskade handelt es sich nicht um verschiedene Phasen des

Inflammationsgeschehens. Die Sequenz repräsentiert vielmehr die Interaktionsereignisse

eines einzelnen Leukozyten mit den aktivierten Endothelzellen (LEY 1996).

1.3.1.1.1 Leukozyten-Rolling

Die Leukozyten-Extravasation setzt eine feste Adhäsion der Leukozyten an die

Endothelzellen voraus. Die feste Adhäsion wird durch die Verlangsamung der Leukozyten

aus dem Blutstrom eingeleitet. Die Verminderung der Leukozyten-Geschwindigkeit erfolgt

in drei Stufen (LEY 1996):

• Margination

• Tethering

• Rolling

aktivierte Endothelzellen

Leukozyten

Transmigration
Diapedese

Rolling Adhäsion

CD62E/P

PSGL-1 CD62L

CD62L-
Ligand

Endothelzelle

Leukozyt

Flussrichtung

Abbildung 6. LEUKOZYTEN-ADHÄSIONS-KASKADE

Die Leukozyten-Extravasation erfolgt in einem Mehrstufen-Prozess. Die Leukozyten werden
zunächst aus dem Blutstrom verlangsamt, indem sie auf dem Endothel rollen. Am Leukozyten-
Rolling sind Adhäsionsmoleküle aus der Familie der Selektine beteiligt (vergrößerter Ausschnitt,
rechts). In der Folge kommt es zu einer festen Adhäsion und schließlich zum Durchtritt der
Leukozyten durch das Endothel. Dieser Vorgang wird als Transmigration oder Diapedese
bezeichnet.

(modifiziert nach http://www.virginia.edu/medicine/basic-sci/biomed/ley/ - 30.01.2003)



Einleitung

24

Als Margination wird die Annäherung der Leukozyten an die Endothelzellen bezeichnet.

Dazu verlassen die Leukozyten den zentralen Blutstrom. Die Margination erfolgt aufgrund

von Interaktionen zwischen Leukozyten und Erythrozyten, die sich gemeinsam in einer

Kapillare bewegen. Aufgrund eines geringeren Zell-Querschnitts und einer höheren

Flussrate drängen die Erythrozyten die Leukozyten näher an die Gefäßwand, wo diese in

Kontakt mit den Endothelzellen kommen. Bei der Margination handelt es sich um einen

physiologischen Vorgang in Kapillaren, der nicht direkt zum Inflammationsprozess gehört

(GOLDSMITH UND SPAIN 1984).

Der initiale Kontakt der Leukozyten mit aktivierten Endothelzellen wird als Tethering oder

Capture bezeichnet. Im Rahmen des Inflammationsgeschehens setzt das Tethering die

Aktivierung der Endothelzellen voraus, so dass die beteiligten Adhäsionsmoleküle auf der

Endothelzell-Oberfläche exprimiert werden (SPRINGER 1994, LEY 1996).

Endothelständiges P-Selektin gilt als das primäre Adhäsionsmolekül beim Tethering.

Nach der Stimulation der Endothelzellen wird P-Selektin innerhalb weniger Minuten auf

der Endothelzell-Oberfläche exprimiert und liefert damit einen ersten Bindungspartner für

die Adhäsionsmoleküle der Leukozyten (DORÉ et al. 1993, OLOFSSON et al. 1994,

LUSCINSKAS et al. 1996, HENRIQUES et al. 1996, SRIRAMARAO et al. 1996). PSGL-1 wurde

als ein konstitutiv exprimierter P-Selektin-Ligand auf der Leukozyten-Oberfläche

identifiziert (MOORE et al. 1995, VACHINO et al. 1995). P-Selektin ist mit neun SCR-

Domänen das größte Selektin und reicht somit am weitesten in den Blutstrom. Aus diesen

sterischen Gründen ist P-Selektin möglicherweise für die Vermittlung des initialen

Kontakts mit Leukozyten prädestiniert (JOHNSTON et al. 1989). Darüber hinaus konnten

mehrere In-vivo-Studien zeigen, dass auch L-Selektin auf der Leukozyten-Oberfläche eine

Rolle beim Tethering spielt (LEWINSOHN et al. 1987, JUTILA et al. 1989, BOSSE UND

VESTWEBER 1994, FINGER et al. 1996). Der L-Selektin-Ligand auf der Endothelzell-

Oberfläche konnte bislang nicht eindeutig identifiziert werden. Es wird vermutet, dass L-

Selektin möglicherweise mit endothelständigem E-Selektin interagiert (KISHIMOTO et al.

1991, PICKER et al. 1991).

Nach dem Tethering, dem initialen Kontakt der Leukozyten mit den aktivierten

Endothelzellen, beginnen die Leukozyten auf dem Endothel zu rollen (Abbildung 7). Die

Zellen bewegen sich dabei mit einer geringeren Geschwindigkeit als solche Zellen, die

sich frei im Blutstrom bewegen. Das Rolling wird ebenfalls durch Adhäsionsmoleküle aus

der Familie der Selektine vermittelt (SPRINGER 1994, LEY 1996) (Abschnitt 1.2).
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P-Selektin ist sowohl am Tethering als auch am Leukozyten-Rolling beteiligt. Die kritische

Rolle von P-Selektin beim Leukozyten-Rolling wird sowohl durch in vitro als auch durch

In-vivo-Experimente gestützt. In In-vitro-Modellen konnte gezeigt werden, dass humane

Granulozyten auf isolierten und immobilisierten P-Selektinen rollen (SCHMUCKE UND

WELPLY 1995). Bei P-Selektin-knock-out Mäusen konnte nach einem operativen Trauma

kein Rolling auf venösem Endothel beobachtet werden. Im Vergleich zum Wildtyp fand

sich bei den P-Selektin-defizienten Mäusen eine erhöhte Anzahl zirkulierender

Granulozyten. Daraus wurde geschlossen, dass P-Selektin bei der Extravasation von

Granulozyten eine essentielle Rolle zukommt, indem sie die Granulozyten aus dem

Blutstrom verlangsamen und somit die feste Adhäsion und Transmigration einleiten

(MAYADAS et al. 1993, BULLARD et al. 1995).

Auch L-Selektin und E-Selektin sind am Leukozyten-Rolling beteiligt. Bei Abwesenheit

von P-Selektin wird das Leukozyten-Rolling teilweise durch L-Selektin vermittelt. Die

Rolling-Geschwindigkeit ist in diesem Fall jedoch drei bis fünf Mal höher, was darauf

schließen läßt, dass die Bindung über L-Selektin weniger effizient ist (JUNG et al. 1996,

PURI et al. 1997). Da L-Selektin-Antikörper in vivo zu einer teilweisen Blockierung des

Rollings führten, scheint L-Selektin ein kritisches Adhäsionsmolekül beim Leukozyten-

Rolling zu sein (VON ANDRIAN et al. 1991, LEY et al. 1991).

lösende Bindung bestehende Bindungen formierende Bindung

rollender Leukozyt

aktivierte
Endothelzellen

Flussgeschwindigkeitsprofil

Schubkraft

Bindungskraft

Normalkraft

Abbildung 7. LEUKOZYTEN-ROLLING

Die Selektin-vermittelten Bindungen mit den aktivierten Endothelzellen führen zu einer rollenden
Verlangsamung der Leukozyten aus dem Blutstrom. Die Bindungskräfte zwischen den Selektinen
und ihren Liganden wirken der Schubkraft des Blutstroms entgegen. Die auf den Leukozyten
wirkende Normalkraft resultiert aus dem Flussgeschwindigkeitsprofil über dem Gefäßquerschnitt
(modifiziert nach http://www.virginia.edu/medicine/basic-sci/biomed/ley/ - 30.01.2003).
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Die Funktionen von P-Selektin und E-Selektin überlappen sich teilweise in der

Leukozyten-Adhäsions-Kaskade. Bei E-Selektin-knock-out Mäusen konnten zunächst

keine Abnormalitäten im Inflammationsgeschehen beobachtet werden (LABOW et al. 1994,

BULLARD et al. 1996). Eine detailliertere Untersuchung der E-Selektin-defizienten Mäuse

zeigte jedoch, dass die besonders langsam rollenden Leukozyten mit einer

Geschwindigkeit von unter 5 µm/s fehlten (KUNKEL UND LEY 1996). Diese Beobachtungen

lassen sich möglicherweise auf eine schnellere Geschwindigkeit des Leukozyten-Rollings

in Abwesenheit von E-Selektin zurückführen. Es wird vermutet, dass E-Selektin an

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen beteiligt ist, die als Slow Rolling bezeichnet werden

und einen Übergang vom Rolling zur festen Adhäsion darstellen. Beim Slow Rolling wird

die Geschwindigkeit der Leukozyten bei der Maus beispielswiese von 40 µm/s auf 5 bis

10 µm/s reduziert (LAWRENCE UND SPRINGER 1993, JUNG et al. 1996, KUNKEL UND LEY

1996, LEY et al. 1998, MILSTONE et al. 1998, JUNG et al. 1998, JUNG UND LEY 1999).

Obwohl durch das Slow Rolling die Rekrutierung von Leukozyten effizienter wird, ist es

kein essentieller Bestandteil der Leukozyten-Adhäsions-Kaskade. Bei entsprechend

hohen Konzentrationen chemotaktischer Faktoren können auch schnell-rollende

Leukozyten fest an Endothelzellen adhärieren (SCHARFFETTER-KOCHANEK et al. 1998).

1.3.1.1.2 Feste Adhäsion

Die feste Adhäsion von Leukozyten an aktivierte Endothelzellen wird über Integrine auf

der Leukozyten-Oberfläche und endothelständige Moleküle der Immunglobulin

Superfamilie vermittelt. Die Familie der Integrine umfaßt eine Vielzahl heterodimerer

Proteine, die an Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt sind. Integrine setzen

sich aus einer großen α- und einer kleinen β-Untereinheit zusammen (WILLIAMS UND

HELLEWELL 1992).

Zu den β2-Integrinen, die ausschließlich von Leukozyten exprimiert werden, gehören vier

verschiedene Heterodimere (HARRIS et al. 2000). Das Lymphocyte Function-Associated

Antigen-1 (LFA-1, CD11a/CD18) wird auf nahezu allen Immunzellen exprimiert (FLOTTE et

al. 1983, MILLER et al. 1985, CAMPANA et al. 1986, MILLER et al. 1986). Mac-1

(CD11b/CD18) wird vor allem auf Monozyten, Makrophagen und Granulozyten exprimiert

(SANCHEZ-MADRID et al. 1983, MILLER et al. 1986, MICHISHITA et al. 1993). CD11c/CD18

wird auf Monozyten, Makrophagen und Granulozyten exprimiert, daneben aber auch auf

aktivierten Lymphozyten (MILLER et al. 1986). CD11d/CD18 wird ebenfalls auf einer Reihe
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von Leukozyten exprimiert. Die Funktion ist jedoch noch weitgehend unbekannt (NOTI et

al. 2000).

Die Rolle der ß2-Integrine CD11a/CD18 und CD11b/CD18 im Inflammationsgeschehen

wurde in vivo mittels Intravitalmikroskopie eingehend untersucht (SCHMITS et al. 1996, LU

et al. 1997). Die Expression der ß2-Integrine wird durch eine Reihe chemotaktischer

Faktoren stimuliert (LARSON UND SPRINGER 1990). Darüber hinaus resultiert auch der

Kontakt mit Endothelzellen oder Thrombozyten in einer Aktivierung der Leukozyten mit

einer vermehrten ß2-Integrin-Expression. So führt die Interaktion über L-Selektin zur

Aktivierung einer Signalkaskade, an deren Ende eine vermehrte Expression von ß2-

Integrinen erfolgt (SIMON et al. 1995, STEEBER et al. 1997). Die Bindung von P- bzw. E-

Selektin an PSGL-1 auf der Leukozyten-Oberfläche resultiert ebenfalls in der Aktivierung

von Signalwegen, die zu einer Induktion der ß2-Integrin-Expression führen (ALTIERI et al.

1993, DIACOVO et al. 1994, WEBER UND SPRINGER 1997, SIMON et al. 2000). Die P-

Selektin-vermittelte Aktivierung der ß2-Integrine spielt eine entscheidende Rolle bei der

Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion (Abschnitt 1.3.2).

Eine Mutation im CD18-Gen führt beim Menschen zu einer erblichen Erkrankung, die als

Leukocyte Adhesion Deficiency Type 1 (LAD I) bezeichnet wird. Aufgrund einer

unzureichenden Leukozyten-Rekrutierung kommt es bei den Patienten zu häufig

wiederkehrenden bakteriellen Infektionen, die zusammen mit erhöhten Leukozyten-

Konzentrationen im Blut auftreten (ANDERSON et al. 1985, HAWKINS et al. 1992, SLIGH et

al. 1992, BACK et al. 1992, CORBI et al. 1992, BACK et al. 1993, GUNESER et al. 1996,

MATHEW et al. 2000).

Die Blockierung des Integrins CD11/CD18 stellt in einer Vielzahl von experimentellen

Inflammationsmodellen einen der effektivsten Ansätze dar, die Leukozyten-Rekrutierung

zu reduzieren (ARFORS et al. 1987). Eine verminderte Leukozyten-Adhäsion und T-

Lymphozyten-Aktivierung führte bei CD18-knock-out Mäusen zu erhöhten Granulozyten-

Konzentrationen im Blut und einer erhöhten Anfälligkeit für Infektionen mit Streptococcus

pneumoniae (SCHARFFETTER-KOCHANEK et al. 1998).

Endothelzellen exprimieren Adhäsionsmoleküle aus der Familie der Immunglobulin

Superfamilie, die als Integrin-Liganden fungieren. Sowohl CD11a/CD18 als auch

CD11b/CD18 binden an endothelständiges Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)

und Intercellular Adhesion Molecule-2 (ICAM-2) (XIE et al. 1995, DIAMOND et al. 1990,
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STAUNTON et al. 1989, DUSTIN UND SPRINGER 1988). Die Expression von ICAM-1 wird

durch pro-inflammatorische Zytokine induziert, während ICAM-2 konstitutiv exprimiert wird

(DE FOUGEROLLES et al.1994).

Bei CD18-knock-out Mäusen ist die Leukozyten-Extravasation zwar eingeschränkt, findet

aber dennoch in reduziertem Umfang statt (JUNG et al. 1998). Daraus kann geschlossen

werden, dass CD11/CD18 zwar an der Leukozyten-Rekrutierung beteiligt ist, daneben

aber auch andere Adhäsionsmechanismen existieren müssen. Leukozyten exprimieren

neben den ß2-Integrinen auch das ß1-Integrin Very Late Antigen-4 (VLA-4, CD49d/CD29)

(HYNES 1992, KUBES et al. 1995). VLA-4 interagiert mit dem endothelständigen Vascular

Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), einem weiteren Mitglied der Immunglobulin

Superfamilie (LUSCINSKAS et al. 1995).

1.3.1.1.3 Transmigration

Der Durchtritt der Leukozyten durch das Endothel wird als Transmigration oder Diapedese

bezeichnet. Aufgrund von elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde zunächst

davon ausgegangen, dass Leukozyten das Endothel auf transzellulärem Weg

durchqueren (MARCHESI 1966, FENG et al. 1998). Neuere Daten zeigen jedoch, dass die

Leukozyten-Transmigration vor allem über die interzellulären Verbindungen zweier

benachbarter Endothelzellen erfolgt (BURNS et al. 2000, JOHNSON-LEGER et al. 2000,

AURRAND-LIONS et al. 2002). Über die molekularen Mechanismen der Leukozyten-

Transmigration ist jedoch bislang wenig bekannt (AURRAND-LIONS et al. 2002).

Zwischen benachbarten Endothelzellen gibt es drei Arten von interzellulären

Verbindungen: Gap Junctions (Nexus), Adherent Junctions (Zonulae adhaerentes) und

Tight Junctions (Zonulae occludentes) (RUBIN 1992, ANDERSON et al. 1993, BEYER 1993,

SCHMELZ UND FRANKE 1993, DEJANA et al. 1995). Gap junctions scheinen vor allem an der

interzellulären Kommunikation beteiligt zu sein, sie spielen bei der Leukozyten-

Transmigration offenbar aber keine Rolle (BEYER 1993, KWAK et al. 2001, AURRAND-LIONS

et al. 2002). Adherent Junctions werden vor allem über die homophile Verbindung von

VE-Cadherin vermittelt (LAMPUGNANI et al. 1992, KEMLER 1993). Es wird vermutet, dass

transmigrierende Leukozyten eine Umorganisation von VE-Cadherin induzieren und so

einen Durchtritt der Leukozyten ermöglichen. Die entsprechenden Signalwege sind jedoch

derzeit nicht bekannt (AURRAND-LIONS et al. 2002).
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In Tight Junctions sind bislang drei verschiedene Arten von Transmembran-Proteinen

identifiziert worden: Occludine (FURUSE et al. 1993), Claudine (FURUSE et al. 1998) und

Junctional Adhesion Molecules (JAM) (AURRAND-LIONS et al. 2000, AURRAND-LIONS et al.

2001a). JAM-1 wird von den meisten epithelialen und endothelialen Zellen exprimiert und

ist an der Transmigration von Monozyten beteiligt (MARTIN-PADURA et al. 1998). JAM-2

wird vor allem von HEV in lymphatischen Geweben exprimiert und spielt dort eine Rolle

bei der Lymphozyten-Transmigration (AURRAND-LIONS et al. 2001b). JAM-3 konnte auf

Gefäßendothelzellen identifiziert werden (AURRAND-LIONS et al. 2001b). Die genauen

Mechanismen der JAM-Funktionen konnten bislang jedoch nicht aufgeklärt werden

(AURRAND-LIONS et al. 2002). Einen schematischen Überblick über die postulierten

Mechanismen der Leukozyten-Transmigration zeigt Abbildung 8.

rollender Leukozyt

PECAM
JAM-3

JAM-1, JAM-2
Claudine
Occludine

VE-Cadherin

β-Catenine

transmigrierender Leukozyt

Abbildung 8. LEUKOZYTEN-TRANSMIGRATION

Im Ruhezustand sind die interzellulären Verbindungen zwischen benachbarten Endothelzellen
verschlossen. Adhäsionsmoleküle aus der JAM-Familie, die Claudine und Occludine sowie VE-
Cadherin garantieren die Integrität des Endothels. Bei der Transmigration interagieren die
verschiedenen Adhäsionsmoleküle mit den Leukozyten und ermöglichen so den Durchtritt durch
die interzellulären Verbindungen.

(modifiziert nach AURRAND-LIONS et al. 2002)
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1.3.1.2 Modell-Systeme zur Untersuchung von Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen werden in der Regel mit Hilfe von drei

verschiedenen Modell-Systemen untersucht: statische Modelle, In-vitro-Flussmodelle und

In-vivo-Flussmodelle (JONES et al. 1995).

1.3.1.2.1 Statische Modelle

Bei den statischen Modellen wird eine Leukozyten-Suspension auf einen Gewebeschnitt,

auf kultivierte Endothelzellen oder auf immobilisierte Liganden aufgebracht. Nach einer

gewissen Zeit werden nicht-adhärente Leukozyten durch Waschen entfernt und adhärente

oder transmigrierte Leukozyten können quantifiziert werden (STAMPER UND WOODRUFF

1976). Mittels Zentrifugation oder Atomic Force Microscopy können auch die

Bindungsstärken der Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen gemessen werden (CHARO et

al. 1985, FRITZ et al. 1998, CHANG et al. 2000). Der Einfluss des Blutstroms auf den

initialen Kontakt der Leukozyten mit den Endothelzellen sowie das Leukozyten-Rolling

können mit einem statischen Modell jedoch nicht erfaßt werden (JONES et al. 1995).

1.3.1.2.2 In-vitro-Flussmodelle

Im Vergleich zu den statischen Modellen liefern die In-vitro-Flussmodelle realitätsnähere

Informationen über die Prozesse der Leukozyten-Extravasation, da auch der initiale

Kontakt und das Leukozyten-Rolling untersucht werden können. In der Regel werden

parallele Durchflusskammern verwendet (LAWRENCE et al. 1987, GALLIK et al. 1989,

HOCHMUTH et al. 1993, JONES et al. 1993, MAYER et al. 2002). Die Leukozyten-

Suspension wird in der Kammer über Gewebeschnitte, kultivierte Endothelzellen oder

immobilisierte Liganden geleitet. Ein physiologischer oder pathophysiologischer Fluss in

Kapillaren oder großen Gefäßen kann anhand der folgenden Gleichung berechnet und

simuliert werden (JONES et al. 1995):

6 x Q x µ
τw =

w x h2

τw Shear Stress an der Blutgefäßwand

Q Flussvolumen pro Zeiteinheit

µ Viskosität der Zellsuspension

w, h Breite und Höhe des Kammerkanals
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Die Durchflusskammern sind in der Regel teilweise aus transparentem Material, so dass

die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in der Kammer mit einem Lichtmikroskop

beobachtet werden können. Die Verwendung von Videodokumentations-Systemen und

digitaler Bildbearbeitung ermöglichen die Quantifizierung der Anzahl, der Geschwindigkeit

und der Wegstrecke rollender Leukozyten, sowie die Anzahl adhärenter und

transmigrierender Leukozyten. Die Zellen müssen bei den In-vitro-Modellen nicht markiert

werden, was einen Vorteil gegenüber den In-vivo-Methoden darstellt (JONES et al. 1995).

1.3.1.2.3 In-vivo-Flussmodelle

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen wurden in vivo an durchscheinenden Geweben

untersucht, beispielsweise am Ohr von Nagetieren, am Wangenbeutel des Hamsters oder

an nackter Mäusehaut (ATHERTON UND BORN 1972, MAYROVITZ 1992). Darüber hinaus

wurden Mesenterialgefäße extrakorporal präpariert und mit verschiedenen Zytokinen

stimuliert. Durch diese Gefäße wurden markierte und stimulierte Granulozyten geleitet

und deren Adhäsion untersucht (YUAN UND FLEMING 1990, PERRY UND GRANGER 1991). In

letzter Zeit wird zunehmend die Methode der Intravitalmikroskopie zur Untersuchung von

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen eingesetzt (ROSENBAUM et al. 2002, LAUDANNA UND

CONSTANTIN 2003, LARBI et al. 2003).

1.3.2 Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen

Thrombozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Thrombus-Bildung nach Endothel-

Verletzungen. Neben ihrer Funktion im Rahmen der Hämostase sind Thrombozyten auch

an Prozessen im Inflammationsgeschehen beteiligt (KLINGER 1997). Sie sezernieren eine

Reihe von inflammatorischen Mediatoren und interagieren direkt oder indirekt mit

Leukozyten und Endothelzellen (DEUEL et al. 1981, BAZZONI et al. 1991, HAWRYLOWICZ et

al. 1991, KAPLANSKI et al. 1993, KLINGER 1997). Die Interaktionen zwischen

Thrombozyten und Leukozyten verlaufen auf drei verschiedenen Ebenen (KLINGER 1997):

• Austausch von stimulierenden und inhibierenden Mediatoren (NASH 1994)

• Austausch von Metaboliten, beispielsweise im transzellulären Metabolismus von

Arachidonsäure und Leukotrienen (FIORE UND SERHAN 1990, PALMANTIER UND

BORGEAT 1991)

• Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen (BAZZONI et al. 1992)
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Die Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen konnte sowohl in vitro (JUNGI et

al. 1986, LARSEN et al. 1989) als auch in vivo bzw. ex vivo beobachtet werden (RINDER et

al. 1991, LI et al. 1997, PETERS et al. 1997). Peters et al. konnten mit einer Ex-vivo-

Methode zeigen, dass im unstimulierten Zustand etwa 25% der Granulozyten mit

Thrombozyten assoziiert vorlagen. Die Aktivierung der Thrombozyten mit ADP führte zu

einer Induktion der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung auf rund 68% (PETERS

et al. 1997). Die mit Thrombozyten assoziierten Granulozyten wiesen eine erhöhte

Expression des β2-Integrins CD11b/CD18 auf. Darüber hinaus zeigten diese Granulozyten

eine vermehrte Phagozytose-Kapazität für Neisseria meningitidis und produzierten mehr

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) als freie Granulozyten (PETERS et al. 1999).

Der initiale Schritt der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung wird durch P-Selektin

und PSGL-1 vermittelt. Nach der Aktivierung durch verschiedene Stimuli, wie Histamin,

Thrombin oder ADP wird P-Selektin vermehrt auf der Oberfläche von Thrombozyten

exprimiert und interagiert mit dem auf der Leukozyten-Oberfläche konstitutiv exprimierten

Liganden PSGL-1. Die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung konnte mit

monoklonalen Antikörpern gegen P-Selektin blockiert werden (GENG et al. 1990, PETERS

et al. 1997, PETERS et al. 1999).

Als Folge der Bindung mit P-Selektin, kommt es zu einer Konformationsänderung der

zytoplasmatischen Domänen des PSGL-1-Homodimers, die eine Assoziation von

Tyrosinkinasen der src-Familie ermöglicht (EVANGELISTA et al. 1999, PICCARDONI et al.

2001), aber auch zu einer Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade führt (HIDARI et al. 1997).

Daraufhin werden vermehrt β2-Integrine auf der Granulozyten-Oberfläche exprimiert

(ALTIERI et al. 1993, DIACOVO et al. 1994, WEBER UND SPRINGER 1997). Die β2-Integrine

(CD11b/CD18) binden wiederum an Liganden auf der Thrombozyten-Oberfläche und

festigen somit die Komplexbindung. Als Thrombozyten-ständige Liganden für

CD11b/CD18 wurden ICAM-2 und der Glykoprotein-IIb/IIIa-Fibrinogen-Komplex

identifiziert (LOIKE et al. 1991, ALTIERI et al. 1993, SPANGENBERG et al. 1993, DIACOVO et

al. 1994, WU et al. 1994, WEBER UND SPRINGER 1997). Die Interaktionen der

Adhäsionsmoleküle bei der Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen ist in

Abbildung 9 dargestellt.
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Die physiologische Funktion und die pathophysiologische Relevanz von Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexen ist weitgehend unbekannt. Die Komplexe repräsentieren eine

Subpopulation äußerst aktiver Granulozyten, deren Phagozytose-Kapazität signifikant

erhöht ist (PETERS et al. 1999). Eine Thrombozytopenie bedeutet in der Regel eine

schlechtere Prognose für Patienten mit einer Gram-negativen Sepsis (KORNELISSE et al.

1997). Die reduzierten Thrombozyten-Konzentrationen beeinträchtigen möglicherweise

die Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen und reduzieren damit deren

Phagozytose-Kapazität (PETERS et al. 1999).

Granulozyten, die mit Thrombozyten assoziiert sind, zeigen eine vermehrte Expression

von Adhäsionsmolekülen der Integrin-Familie (PETERS et al. 1999). Diese Moleküle

spielen eine zentrale Rolle bei der Extravasation von Granulozyten an aktivierte

Abbildung 9. THROMBOZYTEN-GRANULOZYTEN-KOMPLEXE

A: Die Pappenheim-Färbung von Vollblut zeigt die Assoziation eines Granulozyten mit einer
Reihe von Thrombozyten. Bei den übrigen Zellen handelt es sich um Erythrozyten
(http://www.wadsworth.org/chemheme/heme/microscope/pltsatellitosis.htm - 31.01.2003).

B: Die Stimulation der Thrombozyten führt zu einer Induktion der P-Selektin-Expression (CD62P).
CD62P interagiert mit PSGL-1 auf der Granulozyten-Oberfläche. Durch dieses Signal kommt es
über die Aktivierung verschiedener Tyrosinkinasen zu einer vermehrten Expression des
CD11b/CD18-Heterodimers. CD11b/CD18 kann mit ICAM-2 oder über Fibrinogen mit dem
Glykoprotein IIb/IIIa auf der Thrombozyten-Oberfläche interagieren (nicht dargestellt), und festigt
somit die Adhäsion der Thrombozyten mit den Granulozyten. Darüber hinaus ist CD11b/CD18
auch an der festen Adhäsion von Granulozyten an Endothelzellen beteiligt (modifiziert an
CERLETTI et al. 1999).

CD62P PSGL-1Thrombozyt Granulozyt

CD11b/CD18

ICAM-1, ICAM-2

Tyrosinkinasen

Stimuli

Thrombozyt / Endothelzelle

ICAM-2
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B
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Endothelzellen im Rahmen einer Inflammation (Abschnitt 1.3.1.1). Gawaz et al. (1997)

konnten zeigen, dass eine verminderte Zirkulation von Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexen mit einer schlechten Prognose für Multi-Organ-Versagen bei schwerer

endothelialer Dysfunktion korreliert.

Die Aktivierung von Thrombozyten spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese der

instabilen Angina pectoris, besonders in post-ischämischen Phasen (FITZGERALD et al.

1986, GRANDE et al. 1990). Ott et al. konnten zeigen, dass es bei Patienten mit einer

instabilen Angina pectoris im Vergleich zu Patienten mit einer stabilen Angina pectoris

vermehrt zur Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen kommt. Die CD11b-

Expression der Granulozyten war bei diesen Patienten darüber hinaus signifikant erhöht

(OTT et al. 1996). Ob und über welche Mechanismen Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexe an der Pathogenese der instabilen Angina pectoris beteiligt sind ist derzeit

unklar. Möglicherweise spielt dabei die vermehrte ROS-Produktion dieser Granulozyten-

Subpopulation eine Rolle (PETERS et al. 1999).

1.3.3 Thrombozyten-Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

Die Assoziation von Thrombozyten an Granulozyten und andere Leukozyten führt zu einer

vermehrten Expression von Adhäsionsmolekülen der Integrin-Familie (PETERS et al.

1999). Diese Moleküle spielen eine zentrale Rolle bei der Extravasation von Granulozyten

an aktivierte Endothelzellen im Rahmen einer Inflammation (Abschnitt 1.3.1.1). McEver

und Cummings stellten ein multizelluläres Modell zur Leukozyten-Extravasation auf, an

dem Thrombozyten, Leukozyten und aktivierte Endothelzellen beteiligt sind (MCEVER UND

CUMMINGS 1997). Die Interaktion zwischen P- bzw. E-Selektin und PSGL-1 vermittelt zum

einen das Tethering und Rolling von Leukozyten auf aktivierten Endothelzellen und

Thrombozyten, die sich nach einer Endothel-Läsion an das Subendothel angelagert

haben. Die Bindung zwischen L-Selektin und PSGL-1 führt darüber hinaus zu einem

Kontakt verschiedener Leukozyten untereinander, was die Leukozyten-Rekrutierung am

Ort des Inflammationsgeschehens weiter verstärkt. Aktivierte Thrombozyten sind über die

Interaktionen zwischen P-Selektin und PSGL-1 an der Aktivierung und Quervernetzung

verschiedener Leukozyten beteiligt. Die Induktion der Integrin-Expression auf der

Leukozyten-Oberfäche führt zu einer vermehrten festen Adhäsion an aktivierte

Endothelzellen. Einen schematischen Überblick über die multizellulären Interaktionen bei

der Leukozyten-Extravasation zeigt Abbildung 10.
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PSGL-1
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Abbildung 10. MULTIZELLULÄRE INTERAKTIONEN BEI DER LEUKOZYTEN-EXTRAVASATION

Selektin-vermittelte Zell-Zell-Interaktionen spielen eine entscheidende Rolle bei der Leukozyten-
Extravasation im Inflammationsgeschehen. Neben Leukozyten und aktivierten Endothelzellen
sind an diesem Prozess auch aktivierte Thrombozyten beteiligt.

(modifiziert nach MCEVER UND CUMMINGS 1997)
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1.4 Humanmilch-Oligosaccharide als Selektin-Liganden-
Analoga

Das Tetrasaccharid sLex gilt als eine universale Grundstruktur der

Bindungsdeterminanten von Selektin-Liganden (Abschnitt 1.2.3). Bei sLex handelt es sich

um ein fucosyliertes und sialyliertes Lactosamin. HMO sind ebenfalls aus einem

Lactosamin-Rückgrat aufgebaut, welches zusätzlich mit Fucose und Sialinsäure

modifiziert sein kann (Abschnitt 1.1.1). Zwischen den Bindungsdeterminanten der

Selektin-Liganden und Komponenten der HMO bestehen demnach strukturelle

Ähnlichkeiten.

Anhand von monoklonalen Antikörpern gegen die Oligosaccharide sLex, sLea, Lex und Ley

konnten Rudloff et al. zeigen, dass HMO Bindungsdeterminanten der Selektin-Liganden

enthalten. Die aus verschiedenen Humanmilch-Proben von Frauen mit unterschiedlichem

Sekretor- und Lewis-Status isolierten Oligosaccharide wurden mittels HPLC in eine

neutrale und eine saure Fraktion getrennt und anschließend in Neoglycolipide überführt.

Die Neoglycolipide wurden über HPTLC in verschiedene Unterfraktionen getrennt und auf

der Dünnschichtplatte fixiert. Die mit den monoklonalen Antikörpern reagierenden

Neoglycolipide wurden massenspektrometrisch charakterisiert (RUDLOFF et al. 2002).

Nach der Auftrennung der sauren HMO-Fraktion mittels HPTLC reagierten die Strukturen

einer Bande aller sechs Humanmilch-Proben deutlich mit dem Antikörper gegen die sLex-

Determinante. Diese Strukturen konnten massenspektrometrisch jedoch nicht

charakterisiert werden. Eine schwächere Antikörper-Bindung konnte mit Strukturen einer

weiteren Bande beobachtet werden. Diese Struktur wurde als NeuAc-Lac identifiziert. Da

es sich bei der sLex-Determinante um eine fucosylierte Struktur handelt, wurde die

fehlende Fucosylierung von NeuAc-Lac als möglicher Grund für eine nur schwache

Bindung angegeben (RUDLOFF et al. 2002).

In der sauren HMO-Fraktion reagierte NeuAc-Fuc-LNH mit dem monoklonalen Antikörper

gegen sLea. Darüber hinaus wurde auch das nicht-fucosylierte NeuAc-LNT mit dem

Antikörper markiert, was darauf hindeutet, dass für die Antikörper-Bindung nicht die

komplette sLea-Determinante erforderlich ist. Der Antikörper reagierte mit den Strukturen

einer weiteren Bande der sauren HMO-Fraktion, die massenspektrometrisch aufgrund der

zu geringen Menge nicht identifiziert werden konnten. Obwohl sialylierte Oligosaccharide
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ausschließlich in der sauren Fraktion vorkommen sollten, wurden auch in der neutralen

HMO-Fraktion aus zwei verschiedenen Humanmilch-Proben Strukturen gefunden, die mit

dem Antikörper gegen sLea interagierten. Diese Ergebnisse wurden auf mögliche

Kontaminationen der neutralen Fraktion mit sauren Oligosacchariden zurückgeführt, wie

sie für die chromatographische Trennung mittels HPLC üblich sind. Die mit dem

Antikörper detektierten Strukturen konnten massenspektrometrisch nicht näher

charakterisiert werden (RUDLOFF et al. 2002).

In den meisten In-vitro-Experimenten wurde nachgewiesen, dass die sialylierten

Oligosaccharide sLex und sLea eine wesentlich höhere Bindungsaffinität für Selektine

aufweisen als nicht-sialylierte Strukturen (Abschnitt 1.2.3). Larson et al. konnten jedoch

zeigen, dass die Lex-Determinante bei der P-Selektin-vermittelten Interaktion zwischen

Thrombozyten und Granulozyten eine wichtige Rolle spielt (LARSON et al. 1990). Der

Antikörper gegen die Lex-Determinante reagierte jeweils mit den Strukturen in zwei

Banden der neutralen HMO-Fraktion aus zwei verschiedenen Humanmilch-Proben. In

einer anderen Humanmilch-Probe interagierte der Lex-Antikörper mit der Struktur einer

weiteren Bande. Bei zwei Banden der sauren HMO-Fraktion konnte ebenfalls eine

schwache Antikörper-Bindung beobachtet werden (RUDLOFF et al. 2002).

Der Antikörper gegen die Ley-Determinante reagierte weder mit Strukturen der neutralen

noch mit Komponenten der sauren HMO-Fraktion (RUDLOFF et al. 2002).

Aufgrund der dargestellten Ergebnisse kamen Rudloff et al. zu dem Schluss, dass die

universellen Bindungsdeterminanten der Selektin-Liganden als strukturelle Komponenten

der Oligosaccharide in Humanmilch vorliegen. Darüber hinaus wurde die Hypothese

aufgestellt, dass HMO möglicherweise als lösliche Liganden-Analoga die Selektin-

vermittelten Zell-Zell-Interaktionen des Immunsystems beeinflussen (RUDLOFF et al.

2002).
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2 Zielsetzung

Humanmilch enthält eine Vielzahl komplexer Oligosaccharide, die teilweise in die

systemische Zirkulation des gestillten Säuglings gelangen. Aufgrund struktureller

Ähnlichkeiten stellen einige dieser Oligosaccharide potentielle Analoga von Selektin-

Liganden dar. Die Adhäsionsmoleküle aus der Familie der Selektine sind an

verschiedenen Zell-Zell-Interaktionen des Immunsystems beteiligt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Oligosaccharide aus Humanmilch isoliert und ihr

Einfluss auf Selektin-vermittelte Zell-Zell-Interaktionen in In-vitro- bzw. Ex-vivo-Systemen

untersucht. Dabei wurden folgende Schwerpunkte gesetzt:

• Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

In einem In-vitro-Durchflussmodell wurde untersucht, inwieweit HMO das Rolling und

die anschließende feste Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen beeinflussen

können. Dabei wurden mögliche Unterschiede der HMO-Wirkung auf verschiedene

Leukozyten-Subpopulationen herausgearbeitet. Darüber hinaus wurde der Einfluss

einzelner HMO als potentielle Liganden-Analoga untersucht.

• Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen

Der Einfluss der HMO auf die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung wurde ex

vivo in humanem, peripheren Blut mittels direkter Zweifarbenimmunofluoreszenz

durchflusszytometrisch bestimmt. Darüber hinaus wurde untersucht, ob eine mögliche

Blockierung der Interaktion zwischen P-Selektin und PSGL-1 durch HMO zu einer

verminderten CD11b-Expression führt.

• Thrombozyten-Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

In einer Kombination des Ex-Vivo-Systems mit dem In-vitro-System wurde

untersucht, ob die durch die HMO ausgelöste, verminderte CD11b-Expression in

einer Reduktion der festen Leukozyten-Adhäsion an Endothelzellen resultiert.
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3 Methoden

3.1 Oligosaccharide

3.1.1 Isolierung der Humanmilch-Oligosaccharid-Fraktionen

Die verwendete Humanmilch stammte aus der Städtischen Kinderklinik Dortmund. Die

Sammlung erfolgte unter klinischen Bedingungen. Das klinische Gestationsalter des

Säuglings betrug 32 Wochen. Der Säugling hatte ein Geburtsgewicht von 1.160 g. Die

Humanmilch wurde in der 3. Laktationswoche mit Hilfe einer elektrischen Pumpe in sterile

Glasflaschen abgepumpt. Das Milchvolumen betrug ca. 1.000 ml. Nach Überprüfung des

Keimgehalts (<104 Keime pro ml) wurde die Probe bis zur Isolierung der Oligosaccharide

bei -20°C gelagert.

Die HMO wurden nach den von Egge et al. und Kunz et al. beschriebenen Methoden

isoliert (EGGE et al. 1983, KUNZ et al. 1996). Die Humanmilch wurde zunächst durch

Aufrahmung entfettet, Proteine durch ethanolische Präzipitation entfernt (Abschnitt

3.1.1.1) und anschließend Lactose als Hauptkomponente der Kohlenhydrat-Fraktion

mittels Gelfiltration weitgehend abgetrennt (Abschnitt 3.1.1.2). Die Gesamtoligosaccharid-

Fraktion wurde über Anionenaustauschchromatographie in eine neutrale und eine saure

Fraktion getrennt (Abschnitt 3.1.1.3). Wegen des dabei verwendeten Natriumchlorid-

Gradienten wurde die saure Fraktion im Anschluss mittels Gelfiltration entsalzt (Abschnitt

3.1.1.4). Ein Ablaufschema zeigt Abbildung 11.

Die Bestimmung der Natrium-Konzentration erfolgte durch

Atomabsorptionsspektrometerie (Abschnitt 3.1.1.5). Die Endotoxin-Konzentration der

Oligosaccharid-Fraktionen wurde mittels Affinitätschromatographie reduziert (Abschnitt

3.1.1.6) und anschließend quantifiziert (Abschnitt 3.1.1.7).
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3.1.1.1 Entfettung und Enteiweißung

Zum Aufrahmen der Fette wurde von der Humanmilch ein 10 ml Aliquot bei 4°C für 20 min

bei 5.000 x g zentrifugiert, über Quarzwolle in ein Becherglas filtriert und zweimal mit 1 ml

kaltem, entionisierten Wasser gewaschen. Der fettige Rückstand wurde verworfen,

ebenso wie eine kleine Menge an Proteinen und Lactose, die bereits pelletiert wurden

(KOBATA et. al. 1969).

Zum Präzipitieren der restlichen Proteine wurde das entfettete Filtrat mit dem zweifachen

Volumen kalten Ethanols (100%) versetzt und 3 Stunden im Eisbad gerührt. Anschließend

wurde der Ansatz in ein Zentrifugenröhrchen überführt, mit 1 ml kaltem, entionisierten

Abbildung 11. ABLAUFSCHEMA ZUR ISOLIERUNG VON OLIGOSACCHARIDEN AUS
HUMANMILCH

Die Humanmilch wurde zum Entfernen der Fette zentrifugiert und die Proteine der wäßrigen
Phase mit Ethanol präzipitiert. Die Lactose wurde mittels Gelfiltration von der Kohlenhydrat-
Fraktion abgetrennt und die Oligosaccharide über Anionenaustauschchromatographie in eine
saure (sHMO) und eine neutrale (nHMO) Fraktion getrennt. Die sHMO wurden schließlich mittels
Gelfiltration entsalzt.
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Wasser gewaschen und bei 4°C für 60 min bei 3.000 x g zentrifugiert. Der opaleszente

Überstand wurde in einen Glasrundkolben dekantiert. Das Präzipitat wurde in 5 ml kaltem

Ethanol (66%) gelöst und erneut bei 4°C für 60 min bei 3.000 x g zentrifugiert. Der

Überstand wurde mit jenem aus dem ersten Zentrifugationsschritt vereinigt und für

mehrere Stunden bei 4°C gekühlt. Die kalte ethanolische Lösung wurde am

Rotationsverdampfer bei 37°C eingeengt, anschließend lyophilisiert und bei -20°C

gelagert.

3.1.1.2 Abtrennung der Lactose

Zur Abtrennung von Lactose, Monosacchariden und restlichen Proteinen wurde die

lyophilisierte Probe in sterilem Wasser (pyrogenfrei) gelöst, über eine Nylonmembran (0,2

µm) filtriert und unter folgenden Bedingungen mittels Gelfiltration fraktioniert:

Eluent steriles Wasser (pyrogenfrei)

Flussrate 1,5 ml/min

Injektionsvolumen 6 ml

Probenkonzentration 60 mg/ml

Säule 2,6 x 100 cm, 520 ml

Füllmaterial Sephadex G25 Fine

Detektion Refraktometer

Fraktionenvolumen 3 ml

Fraktionensammlung 120 - 240 min

Fraktionen, die noch Proteine bzw. bereits überwiegend Lactose enthielten, wurden

verworfen, während die übrigen Fraktionen gepoolt und lyophilisiert wurden.

3.1.1.3 Trennung in eine neutrale und eine saure Fraktion

Zur Trennung in eine neutrale und eine saure Fraktion wurden die nach der Gelfiltration

lyophilisierten und gepoolten Fraktionen in sterilem Wasser (pyrogenfrei) gelöst, über eine

Nylonmembran (0,2 µm) filtriert und mittels Anionenaustauschchromatographie (HPLC)

fraktioniert.

Eluent A steriles Wasser (pyrogenfrei)

Eluent B 0,6 M Natriumchlorid-Lösung
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Gradient 0 - 7,5 min 100% Eluent A

7,5 - 50 min 0 - 55% (linear) Eluent B

50 - 52 min 55 - 100% (linear) Eluent B

52 - 60 min 100% Eluent B

Flussrate 2 ml/min

Injektionsvolumen 1 ml

Säule Resource Q 6 ml

Detektion UV-Detektor, Extinktion bei 214 nm

Fraktionenvolumen 1 ml

Fraktionensammlung 0 - 60 min

Der Gehalt der Fraktionen an neutralen und sauren Oligosacchariden wurde mittels

HPAEC-PAD analysiert (Abschnitt 3.1.2.1) und die entsprechend gepoolten Fraktionen

lyophilisiert.

3.1.1.4 Entsalzung der Fraktionen

Zur Entfernung des in der sauren Fraktion nach der Anionenaustauschchromatographie

enthaltenen Natriumchlorids wurde die lyophilisierte Fraktion in sterilem Wasser

(pyrogenfrei) gelöst, über eine Nylonmembran (0,2 µm) filtriert und mittels Gelfiltration

rechromatographiert (Bedingungen: siehe Abschnitt 3.1.1.2).

Die salzfreien Oligosaccharid-Fraktionen wurden gepoolt, lyophilisiert und bei -20°C

gelagert.

3.1.1.5 Quantifizierung der Natrium-Konzentration

Nach der Gelfiltration wurde die Natrium-Konzentration der gepoolten Oligosaccharid-

Fraktion mittels Atomabsorptionsspektrometrie quantifiziert. Die lyophilisierte

Oligosaccharid-Fraktion wurde in einer Konzentration von 125 µg/ml in entionisiertem

Wasser gelöst und vor der Messung 1:25 in entionisiertem Wasser weiter verdünnt.

Eichlösungen mit einer Natrium-Konzentration von 50, 100, 200, 300 und 500 µg/l wurden

angesetzt. Zur Reduktion von Ionisierung-Interferenzen wurde den Eichlösungen und der

zu messenden Probenlösung Caesiumchlorid in einer Endkonzentration von 0,2%

zugesetzt. Die Lösungen wurden in einer Acetylen/Luft-Flamme zerstäubt und atomisiert
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und die Extinktion bei 589 nm gemessen. Die Natrium-Konzentration der Probe wurde

anhand der Eichkurve ermittelt (WELZ UND SPERLING 1997).

3.1.1.6 Endotoxinentfernung

Aufgrund der Ähnlichkeit ihrer physikochemischen Eigenschaften werden Endotoxine

(LPS) während der Isolierung zusammen mit den HMO aufkonzentriert. Die Endotoxin-

Konzentrationen der Proben wurde mittels Affinitätschromatographie an immobilisiertem

Polymixin B reduziert (GNOTH et al. 2000b).

Eine Glassäule (6 ml, mit Filterelement) wurde mit 6 ml Detoxi-Gel Endotoxin Removing

Gel (50% in Ethanol) gepackt. Nach dem Ablaufen des Ethanols blieb ein Gelvolumen von

3 ml. Zum Entfernen des Ethanols wurde die Säule mit dem vierfachen Säulenvolumen

(12 ml) sterilem Wasser (pyrogenfrei) gewaschen. Vor dem Aufgeben der Probe wurde

die Säule mit dem vierfachen Säulenvolumen (12 ml) PBS (Phosphate-Buffered Saline)

equilibriert.

Die lyophilisierten Oligosaccharide wurden in PBS in einer Konzentration von 16 mg/ml

gelöst. Davon wurden 250 µl (4 mg Oligosaccharide) langsam auf die Säule aufgegeben

und mit 3,75 ml PBS eluiert. Die Endkonzentration der eluierten Oligosaccharid-Lösungen

betrug demnach 1 mg/ml.

Die an Polymixin B gebundenen Endotoxine wurden mit 12 ml einer Natriumdesoxycholat-

Lösung (1%) von der Säule eluiert. Zum Entfernen des Natriumdesoxycholats wurde die

Säule mit 12 ml sterilem Wasser (pyrogenfrei) gewaschen.

Die Menge und Zusammensetzung der Oligosaccharide sowie die Endotoxin-

Konzentration jeder Probe wurde vor dem Aufgeben auf die Säule und nach dem Eluieren

bestimmt.

3.1.1.7 Quantifizierung der Endotoxin-Konzentration

Der Endotoxin-Konzentration der HMO-Fraktionen und der Oligosaccharid-Standards

wurde mit dem Limulus Amebocyte Lysate Assay (LAL-Assay) quantifiziert. Die

Endotoxine gram-negativer Bakterien wirken dabei als Cofaktoren für ein aus Limulus

polyphemus isoliertes Proenzym. Das Holoenzym katalysiert die Abspaltung des
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Chromogens p-Nitroanilin (pNA) aus dem farblosen Substrat Ac-Ile-Glu-Ala-Arg-pNA.

Zwischen der photometrisch bestimmten Absorption des freien pNA und der Endotoxin-

Konzentration besteht eine lineare Korrelation im Bereich zwischen 10 und 100 pg/ml.

Jeweils 50 µl der Endotoxin-Standards bzw. der Oligosaccharid-Proben (verdünnt auf 20

µg/ml) wurden für 5 min im Wärmeblock auf 37°C erwärmt und anschließend für 10 min

mit 50 µl LAL (Proenzym) inkubiert. Nach Zugabe von 100 µl LAL-Substrat wurde der

Ansatz weitere 6 min inkubiert und die Reaktion mit 100 µl Essigsäure (25%) gestoppt.

Jeweils 100 µl wurden auf Mikrotiterplatten überführt und die Absorption bei 405 nm

mittels ELISA-Reader gemessen. Die Endotoxin-Konzentration in den Oligosaccharid-

Fraktionen bzw. -Standards wurde anhand einer Endotoxin-Eichkurve ermittelt.

3.1.2 Charakterisierung der Oligosaccharide

3.1.2.1 High-pH Anion-Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric
Detection (HPAEC-PAD)

Die Analyse der Oligosaccharid-Fraktionen und -Standards erfolgte anhand der von Kunz

et al. beschriebenen Anionenaustauschchromatographie mit gepulster amperometrischer

Detektion (HPAEC-PAD, High pH Anion Exchange Chromatography with Pulsed

Amperometric Detection).

Eluent A 100 mM Natriumhydroxid

Eluent B 100 mM Natriumhydroxid + 250 mM Natriumazetat

Gradient 0 - 3 min 100% Eluent A

3 - 33 min 0 - 100% (linear) Eluent B

33 - 40 min 100% Eluent A

Flussrate 1 ml/min

Injektionsvolumen 20 µl

Vorsäule CarboPac PA 1 Guard

Säule CarboPac PA 1 (4 x 250 mm)

Elektrode Gold

Potenziale E1 = +0,05 V E2 = +0,6 V E3 = -0,6 V

t1 = 480 msec t2 = 120 msec t3 = 60 msec
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Die Oligosaccharide wurden anhand ihrer Retentionszeiten identifiziert. Die

Retentionszeiten für neutrale Oligosaccharide liegen in der Regel unter 16 min, saure

Oligosaccharide eluieren später (KUNZ et al. 1996).

3.1.2.2 Nano-Elektrospray Massenspektrometrie

Darüber hinaus wurden die HMO-Fraktionen mit einem Quadrupol Time-of-flight

Massenspektrometer mit Elektrospray-Ionisierung (ESI-Q-TOF-MS) analysiert. Die

Ionisierung erfolgte mittels Z-Spray Atmospheric Pressure Ionization (API) bei einer

Temperatur von 80°C. Als Desolvatisierungsgas wurde Stickstoff mit einer Flussrate von

75 l/h verwendet. Die Oligosaccharid-Fraktionen wurden in 0,2%

Trifluoressigsäure/Methanol (1:1, vol:vol) in einer Endkonzentration von rund 100 pmol/µl

gelöst, in Nanospray-Kapillaren eingebracht und eine Kapillarspannung von 1,1 kV

angelegt. Die neutrale HMO-Fraktion wurde im positiven Ionenmodus (ESI(+)) gemessen,

die saure HMO-Fraktion im negativen Ionenmodus (ESI(-)).

Die Erhebung und Auswertung der Daten erfolgte mit dem MassLynx Windows NT

System. Als Kalibrierungsstandard wurde NaI verwendet. Die Massenauflösung der

Messungen lag innerhalb von 0,1 amu.



Methoden

46

3.2 Humane Endothelzellen

3.2.1 Isolierung und Kultivierung von Endothelzellen

Humane Endothelzellen wurden anhand einer modifizierten Methode nach Jaffe et al.

(JAFFE et al. 1973) aus Nabelschnurvenen isoliert (HUVEC). Die Nabelschnüre wurden

vom Evangelischen Krankenhaus und dem St. Josefskrankenhaus in Giessen bzw. vom

Middlesex Hospital in London zur Verfügung gestellt.

Die Nabelschnüre wurden direkt nach dem Abnabeln in sterile Becher überführt und für

maximal vier Tage im Kühlschrank aufbewahrt. Vor der Isolierung der Endothelzellen

wurde jede Nabelschnur auf Verletzungen inspiziert und mit einer sterilen Kompresse

gesäubert. An einem Ende der Nabelschnur wurde ein etwa 1 cm breites Stück mit einem

Skalpell abgeschnitten, eine Knopfkanüle vorsichtig in die Vene eingeführt und mit einem

Kabelbinder befestigt. Die Nabelschnurvenen wurde anschließend über die Knopfkanüle

mit 100 ml HBS (HEPES-Buffered Saline) gespült. Am anderen Ende der Nabelschnur

wurde ebenfalls ein etwa 1 cm breites Stück mit dem Skalpell entfernt, die Vene mit einem

Nadeladapter kanüliert und mit einem Kabelbinder fixiert. Der Nadeladapter wurde mit

einer Arterienklemme verschlossen. Über die Knopfkanüle wurde eine auf 37°C

vorgewärmte Collagenase-Lösung (0,025%, Typ II) eingefüllt und die Knopfkanüle mit

einem Drei-Wege-Hahn verschlossen.

Nach 20-minütiger Inkubation bei 37°C wurde die Nabelschnur vorsichtig massiert, damit

sich die Endothelzellen besser vom Subendothel ablösen. Die Collagenase-Endothelzell-

Suspension wurde mit 30 ml HBS aus der Nabelschnur gespült und in ein mit 1 ml FCS

(Fetal Calf Serum) vorgelegtes Röhrchen überführt. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei

250 x g (Raumtemperatur) wurde der Überstand verworfen, das Pellet in 15 ml HUVEC-

Medium (inklusive 2 µg/ml Amphotericin B als Fungizid) resuspendiert und in eine mit

Gelatine (0,2%) beschichtete Zellkulturflasche (75 cm2) ausgesät.

Die HUVEC wurden bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und einer CO2-Konzentration von 5%

in einem CO2-Inkubator bis zur Konfluenz kultiviert.
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Das FCS-haltige Zellmedium wurde aus der Zellkulturflasche entfernt und die Zellen

dreimal mit RPMI 1640 gewaschen. Durch 2-minütige Inkubation bei 37°C mit 8 ml

Trypsin wurden die Zellen von der Unterlage abgelöst und die Zellsuspension

anschließend in ein mit 1 ml FCS vorgelegtes Zentrifugenröhrchen überführt. Die

Zellkulturflasche wurde zweimal mit je 10 ml RMPI 1640 gewaschen, um noch lose

anhaftende Zellen ebenfalls in das Zentrifugenröhrchen zu überführen. Die

Zellsuspension wurde bei Raumtemperatur für 5 min bei 250 x g zentrifugiert, der

Überstand verworfen und das Pellet in HUVEC-Medium resuspendiert. Die Zellzahl wurde

mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt. HUVEC wurden ausschließlich nach der ersten

Passage verwendet.

3.2.2 Charakterisierung der Endothelzellen

3.2.2.1 Nachweis der Zellart

Die HUVEC wurden auf einen 8 Well-Objektträger ausgesät. Nach dem Erreichen eines

subkonfluenten Stadiums wurden die Zellen zweimal mit je 200 µl PBS gewaschen und

anschließend mit 200 µl Aceton:Methanol (1:1, vol:vol) für 5 min bei Raumtemperatur

inkubiert. Dadurch wurden die Zellen nicht nur auf dem Objektträger fixiert, sondern auch

gleichzeitig permeabilisiert. Das Fixationsreagenz wurde durch dreimaliges Waschen mit

je 200 µl PBS entfernt und die freien Proteinbindungsstellen durch 30-minütige Inkubation

mit 200 µl FACS-Wash blockiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 200 µl PBS wurden

die Zellen bei Raumtemperatur für 30 min mit dem unkonjugierten Primärantikörper

mouse anti-human vW-factor (1:10 in FACS-Wash) inkubiert. Ungebundene Antikörper

wurden im Anschluss durch dreimaliges Waschen mit je 200 µl PBS entfernt und die

Zellen mit dem Sekundärantikörper goat anti-mouse:FITC (1:100 in FACS-Wash) bei

Raumtemperatur für 30 min unter Lichtausschluss inkubiert. Ungebundene Antikörper

wurden im Anschluss durch dreimaliges Waschen mit je 200 µl PBS entfernt. Zur

Verstärkung der Fluoreszenzintensität wurden nach dem Entfernen des Trenngitters

einige Tropfen Fluorescent Mounting Medium auf die Zellen aufgebracht. Das Präparat

wurde mit einem Objektgläschen bedeckt, mit handelsüblichem Nagellack versiegelt und

im Dunkeln bei 4°C gelagert. Die Zellen wurden fluoreszenzmikroskopisch mit den

entsprechenden Filtern für das FITC-Fluorochrom dargestellt. Die Belichtungszeit der

Aufnahmen betrug 2 min.
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3.2.2.2 Bestimmung der Adhäsionsmolekül-Expression

Zur Bestimmung der Adhäsionsmolekül-Expression nach Inkubation mit TNF-α wurden

die HUVEC in 24 Well-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Zur Bestimmung der Zeit-

Wirkungs-Beziehung wurde 24, 8, 6, 4, 3, 2 und 1 Stunde bzw. sofort (t=0) vor der

weiteren Analyse das Zellkulturmedium aus jeweils sechs Wells entfernt und durch

frisches Medium mit TNF-α in einer Endkonzentration von 10 ng/ml ersetzt. Darüber

hinaus wurde das Zellkulturmedium aus sechs weiteren Wells entfernt und durch frisches

Medium ohne TNF-α ersetzt (unstimulierte Kontrolle). Die Zellen aus fünf Wells eines

gleichen Inkubationszeitpunktes bzw. der unstimulierten Kontrolle wurden wie folgt auf die

Expression der Adhäsionsmoleküle E-Selektin (CD62E), P-Selektin (CD62P), ICAM-1

(CD54), ICAM-2 (CD102) bzw. VCAM-1 (CD106) untersucht. Die Zellen des jeweils

sechsten Wells dienten als Isotypen-Negativkontrollen.

Nach zweimaligem Waschen mit 1 ml MCDB 131 und einem weiteren Waschschritt mit

0,5 ml Acutase, wurden die Zellen für 10 min bei Raumtemperatur mit weiteren 0,5 ml

Acutase inkubiert. Anschließend wurden die HUVEC mit sterilen Einmal-Pasteur-Pipetten

in FACS-Röhrchen überführt. Die Wells wurden mit 1 ml PBS (+ 5% FCS + 0,02%

Natriumazid) gewaschen und die Suspension ebenfalls in die FACS-Röhrchen überführt.

Die Zell-Suspensionen wurden bei Raumtemperatur für 5 min bei 500 x g zentrifugiert und

der Überstand anschließend verworfen. Die Zell-Pellets wurden in 40 µl mouse anti-

human CD62E:CyChrome, 40 µl mouse anti-human CD62P:PE, 20 µl mouse anti-human

CD54, 20 µl mouse anti-human CD102 bzw. 20 µl mouse anti-human CD106:PE

resuspendiert. Nach Inkubation bei 4°C für 30 min wurden die Ansätze mit jeweils 2 ml

PBS versetzt, bei Raumtemperatur für 5 min bei 500 x g zentrifugiert und der Überstand

mit den ungebundenen Antikörpern verworfen. Die Pellets der mit unkonjugierten

Antikörpern inkubierten Ansätze (CD54 und CD102) wurden jeweils in 20 µl des

Sekundärantikörpers goat anti-mouse:PE resuspendiert, erneut für 30 min inkubiert und

anschließend gewaschen. Die Pellets aller Ansätze wurden schließlich in jeweils 500 µl

PBS (+ 0.02% Natriumazid) resuspendiert.

Für die Isotypen-Negativkontrollen wurden die Zellen des verbleibenden sechsten Wells

eines gleichen Inkubationszeitpunktes bzw. der unstimulierten Kontrolle in zwei Aliquots

aufgeteilt. Die eine Hälfte wurde mit anti-mouse IgG1:PE markiert, die andere Hälfte mit

anti-mouse IgG1:CyChrome.
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Die Expression der Adhäsionsmoleküle wurde nach dem Prinzip der direkten bzw.

indirekten Einfarbenimmunofluoreszenz am Durchflusszytometer mit den folgenden

Einstellungen bestimmt (FSC: Forward-Scatter, SSC: Side-Scatter, FL-x: Fluorescence

signal-x):

Parameter Spannung [mV] Amplifikation [-] Modus

FSC [Filter E02] - Log

SSC 404 - Log

FL-2 708 - Log

FL-3 730 - Log

Es wurden keine Schwellenwerte definiert. Da FL-2 und FL-3 unabhängig voneinander

gemessen wurden, musste keine Kompensation der Parameter durchgeführt werden. Die

Zellen wurden bei mittlerer Fließgeschwindigkeit analysiert und die Daten für jeweils 5.000

Messereignisse gesammelt.

Zur Bestimmung der unspezifischen Antikörperbindung wurde bei der Messung der mit

dem Isotypen-Negativkontrollantikörper anti-mouse IgG1:PE markierten Zellen das Signal

für den Parameter FL-2 so amplifiziert, dass nahezu alle Zellen eine Fluoreszenzintensität

von unter 101 aufwiesen. Gleiches wurde für den Parameter FL-3 mit den anti-mouse

IgG1:CyChrome markierten Zellen durchgeführt. Eine gemessene Fluoreszenzintensität,

die 98% der Intensität der jeweiligen Isotypen-Negativkontrollen überstieg, wurde als

spezifische Antikörperbindung gewertet.

Zur Bestimmung der Veränderung der Adhäsionsmolekül-Expression nach Inkubation mit

TNF-α wurde die mediane Fluoreszenzintensität (MFI) der mit TNF-α-inkubierten Zellen

(MFI stim(t)) zur MFI der unstimulierten Kontrolle (MFI unstim) in Relation gesetzt:

MFI stim(t)

MFI unstim



Methoden

50

3.3 Humane Leukozyten und Thrombozyten

3.3.1 Isolierung und Charakterisierung von Monozyten und Lymphozyten

3.3.1.1 Isolierung von Monozyten und Lymphozyten

Monozyten und Lymphozyten wurden aus typisierten, ungepoolten Buffy-coats gesunder

Spender isoliert. Die Buffy-coats wurden von der Blutbank des Universitätsklinikums

Giessen zur Verfügung gestellt.

3.3.1.1.1 Dichtegradientenzentrifugation

Die mononukleären Zellen wurden zunächst mittels Dichtegradientenzentrifugation

aufkonzentriert. Vier Buffy-coats (je ca. 50 ml) wurden jeweils auf zwei 50 ml

Zentrifugenröhrchen verteilt und mit Waschpuffer auf 50 ml aufgefüllt. Jeweils 30 ml der

so verdünnten Buffy-coats wurden auf 15 ml Ficoll aufgeschichtet und anschließend bei

Raumtemperatur für 35 min bei 700 x g zentrifugiert.

Der Überstand wurde abgesaugt und der Monozyten/Lymphozytensaum mit einer Pipette

aufgenommen. Die nach Spendern vereinten Fraktionen wurden anschließend mit

Waschpuffer auf 50 ml aufgefüllt und bei Raumtemperatur für 10 min bei 350 x g

zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Überstandes wurde das Pellet erneut in 50 ml

Waschpuffer resuspendiert und unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das

resultierende Pellet wurde in 10 ml Elutriationspuffer suspendiert (MAYER et al. 2002).

3.3.1.1.2 Elutriation

Die Elutriation ermöglicht eine Trennung von Zellen aufgrund von Unterschieden in Größe

und Dichte durch die Erzeugung zweier entgegengesetzt wirkender Kräfte in einer

Separationskammer. Die nach außen gerichtete Zentrifugalkraft wird durch die Rotation

des Zentrifugenrotors generiert. Die nach innen gerichtete Zentripedalkraft wird durch

einen kontinuierlichen Flüssigkeitsstrom aufgebaut, der durch eine Pumpe erzeugt wird.

Aufgrund der speziellen Geometrie der Separationskammer entsteht ein

Fließgeschwindigkeitsgradient. Zellen mit unterschiedlichen Sedimentationsraten können

so in verschiedenen Zonen in Suspension gehalten werden. Durch das Erhöhen der

Fließgeschwindigkeit (Zentripedalkraft) oder die Verringerung der Rotordrehzahl

(Zentrifugalkraft) ist es möglich, schrittweise homogene Zellpopulationen aus der

Separationskammer auszuspülen. Die erste Fraktion enthält Zellen kleiner Größe und
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geringer Dichte (FIGDOR et al. 1983, MASON UND WEINER 1985). Das Funktionsprinzip der

Elutriation ist in Abbildung 12 dargestellt.

Vor der Inbetriebnahme des Elutriationssystems wurde die Separationskammer sowie alle

Schläuche über Nacht mit Detergenz gereinigt und das System anschließend mit 2 l

sterilem Wasser gespült. Für die Aufreinigung von Monozyten und Lymphozyten wurde

eine konstante relative Zentrifugalkraft von 2.400 x g gewählt. Vor dem Injizieren wurde

die Zellsuspension durch einen Leukozytenfilter filtriert. Die Durchflussrate des

Elutriationspuffers wurde durch die Pumpe sukzessive erhöht. Die ersten 200 ml wurden

verworfen. Die folgenden 1.000 ml wurden zu 50 ml Fraktionen jeweils in einem mit 200 µl

HSA (Humanes Serumalbumin) vorgelegten Röhrchen gesammelt.

Abbildung 12. FUNKTIONSPRINZIP DER ELUTRIATION.

A: Die Separationskammer bewegt sich im Zentrifugenrotor um die Zentrifugenachse.

B: Durch die Rotation der Separationskammer um die Zentrifugenachse wird eine nach außen
gerichtete Zentrifugalkraft erzeugt. Die Zellsuspension wird von der Zentrifugenachse aus in die
Kammer eingebracht und so umgeleitet, dass der Flüssigkeitsstrom nach innen gerichtet ist.

C: Zellen mit unterschiedlichen Sedimentationsraten werden aufgrund der speziellen Geometrie
der Separationskammer in verschiedenen Zonen in Suspension gehalten.

D: Durch die sukzessive Erhöhung der Fließgeschwindigkeit werden relativ homogene
Zellpopulationen aus der Separationskammer ausgespült.

(modifiziert nach: Bedienungsanleitung des Beckman Coulter J6-MC Elutriators, 1990)
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3.3.1.2 Bestimmung der relativen Monozyten- und Lymphozyten-Konzentration

Zur Bestimmung der relativen Monozyten- bzw. Lymphozyten-Konzentrationen wurden

die Zellen jeder aus dem Elutriationssystem eluierten Fraktion durchflusszytometrisch

analysiert. Die Anzahl der anhand ihrer Größe und Granularität charakterisierten

Monozyten bzw. Lymphozyten wurde zur Gesamtzellzahl in Relation gesetzt. Fraktionen

mit einer relativen Monozyten- bzw. Lymphozyten-Konzentration von über 90% wurden

bei Raumtemperatur für 10 min bei 350 x g zentrifugiert. Die Überstände wurden

verworfen, die Pellets in Leukozytenmedium in einer Konzentration von 4 x 106 Zellen pro

ml resuspendiert und zu einer Monozyten- bzw. Lymphozytenfraktion vereinigt. Die

relative Monozyten- bzw. Lymphozyten-Konzentration der gepoolten Fraktionen wurde

erneut durchflusszytometrisch bestimmt.

3.3.1.3 Charakterisierung der Lymphozyten

Zur weiteren Charakterisierung wurden die Lymphozyten zunächst von den Monozyten

abgegrenzt, und anschließend das Verhältnis von T- und B-Lymphozyten sowie das

Verhältnis von T-Helfer- und T-Suppressorzellen bestimmt. Die dazu verwendeten Test-

Kits beruhen auf dem Prinzip der direkten Zweifarbenimmunofluoreszenz. Die so

markierten Zellen wurden anschließend durchflusszytometrisch analysiert.

3.3.1.3.1 Lymphozyteneingrenzung

Da Monozyten und Lymphozyten anhand ihrer Größe und Granularität nicht eindeutig

voneinander abgegrenzt werden können und die Übergänge fließend sind, wurden die

Lymphozyten mittels Simultest LeucoGATE (CD45/CD14) eingegrenzt. Mit diesem Test-

Kit wird die Gesamtheit der Monozyten und Lymphozyten mit einem Leukozyten-

spezifischen Antikörper (CD45:FITC) markiert. Darüber hinaus werden ausschließlich

Monozyten mit einem weiteren Antiköper (CD14:PE) von den Lymphozyten abgegrenzt.

3.3.1.3.2 T/B-Lymphozytenverhältnis (CD3+/CD19+)

Zur Bestimmung des prozentualen Anteils von T-Lymphozyten und B-Lymphozyten

wurden die Lymphozyten mittels Simultest CD3/CD19 analysiert. Mit diesem Test-Kit

werden T-Lymphozyten mit einem zellspezifischen Antikörper (CD3:FITC) markiert,

während die B-Lymphozyten mit einem anderen zellspezifischen Antikörper (CD19:PE)

unterschieden werden.
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3.3.1.3.3 Helfer/Suppressor-Lymphozytenverhältnis (CD4+/CD8+)

Zur Bestimmung des prozentualen Anteils von Helfer-/Inducer-Lymphozyten und

Suppressor-/zytotoxischer Lymphozyten wurden die Lymphozyten mittels Simultest

CD4/CD8 analysiert. Mit diesem Test-Kit werden Helfer-/Inducer-Lymphozyten mit einem

zellspezifischen Antikörper markiert (CD4:FITC), während Suppressor- bzw. zytotoxische

Lymphozyten mit einem anderen zellspezifischen Antikörper (CD8:PE) unterschieden

werden.

3.3.1.3.4 Durchflusszytometrische Analyse

Die nach den Test-Protokollen markierten und fixierten Zellen wurden anschließend

durchflusszytometrisch analysiert. Zur Bestimmung unspezifischer Bindungen wurde das

Simultest Control Reagenz mit anti-mouse IgG1:FITC und anti-mouse IgG2a:PE als

Isotypen-Negativkontrolle verwendet.

3.3.2 Isolierung und Charakterisierung von Granulozyten

3.3.2.1 Isolierung neutrophiler Granulozyten

10 ml heparinisiertes Blut (5 IU pro ml Blut) gesunder Freiwilliger wurde mit 1 ml einer

0,9%-igen Natriumchlorid-Lösung und 1 ml einer 10%-igen Dextran-Lösung versetzt und

zum Agglutinieren der Erythrozyten für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschließend wurde der Überstand abgezogen und auf ein gleiches Volumen

Lymphoprep (Dichte: 1,077 g/ml) geschichtet. Nach der Dichtegradientenzentrifugation

bei Raumtemperatur für 10 min bei 500 x g befanden sich die neutrophilen Granulozyten

im Pellet. Der Überstand wurde verworfen. Um restliche Erythrozyten zu entfernen wurde

das Pellet in 1 ml sterilem Wasser (pyrogenfrei) resuspendiert. Die für diese

hypoosmolaren Bedingungen anfälligeren Erythrozyten wurden dadurch lysiert. Um eine

Schädigung der neutrophilen Granulozyten zu verhindern, wurde die Lyse nach 15

Sekunden mit 12 ml einer 1,8%-igen Natriumchlorid-Lösung unterbrochen. Durch die

anschließende Zentrifugation bei Raumtemperatur für 7 min bei 450 x g wurden die

Erythrozytentrümmer mit dem Überstand verworfen. Das Pellet wurde in

Leukozytenmedium aufgenommen und die Suspension auf eine Konzentration von 4 x106

Zellen pro ml eingestellt. Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zählkammer bestimmt.
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3.3.2.2 Bestimmung der relativen Granulozyten-Konzentration
und der Granulozyten-Aktivität

Zur Bestimmung der relativen Granulozyten-Konzentration und der Granulozyten-Aktivität

wurden 50 µl der Zellsuspension bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss für 10 min

mit 5 µl mouse anti-human CD11b:FITC (1:1 in FACS-Wash), mit 5 µl mouse anti-human

CD15s:FITC (1:1 in FACS-Wash) oder mit dem Isotypen-Negativkontrollantikörper anti-

mouse IgG1:FITC inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze mit je 250 µl PBS und 250

µl FACS-Fix versetzt und somit fixiert.

Die Zellsuspension wurde nach dem Prinzip der direkten Einfarbenimmunofluoreszenz am

Durchflusszytometer mit den folgenden Einstellungen analysiert:

Parameter Spannung [mV] Amplifikation [-] Modus

FSC [Filter E-1] 5,5 Lin

SSC 377 1,0 Lin

FL-1 505 - Log

Es wurden keine Schwellenwerte definiert. Die Zellsuspension wurde bei mittlerer

Fließgeschwindigkeit analysiert und die Daten für jeweils 5.000 Messereignisse

gesammelt.

Zur Bestimmung der relativen Granulozyten-Konzentration wurde die Anzahl der anhand

ihrer Größe (FSC) und Granularität (SSC) charakterisierten Granulozyten zur

Gesamtzellzahl in Relation gesetzt. Zur Bestimmung der Granulozyten-Aktivität wurde die

Fluoreszenzintensität des FITC-konjugierten CD11b- bzw. CD15s-Antikörpers mit der

Intensität des Isotypen-Negativkontrollantikörpers verglichen. Eine gemessene

Fluoreszenzintensität, die 98% der Intensität der Isotypen-Negativkontrolle überstieg,

wurde als spezifische Antikörperbindung gewertet.
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3.3.3 Isolierung und Charakterisierung von Thrombozyten

3.3.3.1 Isolierung humaner Thrombozyten

Gesunden Freiwilligen wurden etwa 10 ml Blut entnommen. Die ersten 2 ml Blut wurden

verworfen, um bei der Entnahme aktivierte Thrombozyten zu vermeiden. Als

Antikoagulanz wurde Natriumcitrat in einer Endkonzentration von 0,38% zugesetzt. Das

Blut wurde bei Raumtemperatur für 10 min bei 150 x g zentrifugiert und anschließend das

Thrombozyten-reiche Plasma abgenommen. Um eine Aktivierung und Aggregation der

Thrombozyten zu reduzieren, wurde Prostacyclin in einer Endkonzentration von 30 ng/ml

zugesetzt. Das Thrombozyten-reiche Plasma wurde bei Raumtemperatur für 5 min bei

800 x g zentrifugiert, der Überstand abgezogen und das Pellet in HBSS (-/-) (Hank's

Balanced Salt Solution) resuspendiert. Es wurde erneut Prostacyclin in einer

Endkonzentration von 30 ng/ml zugesetzt. Um die Zahl kontaminierender Zellen zu

reduzieren, wurde eine weitere Zentrifugation bei Raumtemperatur für 10 min bei 150 x g

angeschlossen. Kontaminierende Zellen wurden mit dem Pellet verworfen. Der

Thrombozyten-reiche Überstand wurde ein zweites Mal bei 800 x g zentrifugiert, das

Pellet in HBSS (-/-) mit Prostacyclin-Zusatz resuspendiert und bei 150 x g zentrifugiert.

Der Überstand wurde ein weiteres Mal bei 800 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in HBSS

(+/+) ohne Prostacyclin resuspendiert und auf eine Konzentration von 300 x 106 Zellen pro

ml eingestellt. Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zählkammer bestimmt.

3.3.3.2 Bestimmung der Thrombozyten-Aktivität

Zur Bestimmung der Thrombozyten-Aktivität wurden 50 µl der Zellsuspension bei

Raumtemperatur unter Lichtausschluss für 10 min mit 5 µl mouse anti-human

CD62P:CyChrome (1:1 in FACS-Wash) oder mit dem Isotypen-Negativkontrollantikörper

anti-mouse IgG1:CyChrome inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze mit je 250 µl

PBS und 250 µl FACS-Fix versetzt und somit fixiert.

Die Zellsuspension wurde nach dem Prinzip der direkten Einfarbenimmunofluoreszenz am

Durchflusszytometer mit den folgenden Einstellungen analysiert:



Methoden

56

Parameter Spannung [mV] Amplifikation [-] Modus

FSC [Filter E-1] 5,5 Log

SSC 377 1,0 Log

FL-3 407 - Log

Es wurden keine Schwellenwerte definiert. Die Zellsuspension wurde bei mittlerer

Fließgeschwindigkeit analysiert und die Daten für jeweils 5.000 Messereignisse

gesammelt.

Zur Bestimmung der Thrombozyten-Aktivität wurde die Fluoreszenzintensität des

CyChrome-konjugierten CD62P-Antikörpers mit der Intensität des Isotypen-

Negativkontrollantikörpers verglichen. Eine gemessene Fluoreszenzintensität, die 98%

der Intensität der Isotypen-Negativkontrolle überstieg, wurde als spezifische

Antikörperbindung gewertet.
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3.4 Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

Bei der Selektin-vermittelten Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen handelt

es sich um einen dynamischen Prozess, bei dem die Geschwindigkeit von sich

bewegenden Zellen vermindert wird. Aus diesem Grund wurden die Leukozyten-

Endothelzell-Interaktionen und der Einfluss der Oligosaccharide auf diesen Prozess

anhand eines In-vitro-Flussmodells untersucht (MAYER et al. 2002).

3.4.1 Kultivierung und Inkubation der Endothelzellen

Die Endothelzellen wurden für die Flow-Versuche auf Plastik-Coverslips kultiviert. Je ein

Coverslip wurde mit einer sterilen Pinzette in die Wells einer 4 Well-Platte (rechteckig)

gelegt. Zum Beschichten mit einer extrazellulären Matrix wurden die Coverslips mit 2 ml

Fibronektin (0,002%) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde

die Fibronektin-Lösung entfernt. Pro Well wurden 5 x 105 Zellen ausgesät und bis zur

Konfluenz kultiviert.

Zur maximalen Expression von E-Selektin auf den Endothelzellen wurde vier Stunden vor

dem eigentlichen Durchflussversuch das Zellmedium in der 4 Well-Platte entfernt und

durch frisches HUVEC-Medium mit TNF-α in einer Endkonzentration von 10 ng/ml ersetzt.

Für Versuche mit nicht aktivierten Endothelzellen wurde HUVEC-Medium ohne TNF-α

verwendet.

Eine Stunde vor dem eigentlichen Durchflussversuch wurden das Zellkulturmedium mit

Oligosacchariden (in PBS) oder einem äquivalenten Volumen PBS supplementiert.

3.4.2 In-vitro-Flussmodell

Die auf dem Plastik-Coverslip kultivierten Endothelzellen wurden mit einer Pinzette auf

einen Objektträger in das Stahlgestell der Durchflusskammer gelegt. Das Gefäßvolumen

über der Endothelzellschicht wurde durch einen Abstandshalter (Teflonmaske 0,1 mm)

simuliert. Die anschließend aufgelegte Polyacrylat-Kammer verfügt auf beiden Seiten über

Luer-Adapter an die über Drei-Wege-Hähne und Infusionsleitungen eine 50 ml

Infusionsspritze mit Flussmedium von 37°C angeschlossen wurde. Das Prinzip des

Durchflusskammersystems ist in Abbildung 13 dargestellt.
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0,5 ml der jeweiligen Leukozyten-Suspension (4 x 106 Leukozyten pro ml) wurden mit

einer 1 ml Infusionsspritze über den kammernahen Drei-Wege-Hahn in die vorgeschaltete

Infusionsleitung injiziert. Die Leukozyten wurden gleichmäßig und pulsfrei durch den von

einer Mikroperfusionspumpe generierten hydrostatischen Druck mit einer konstanten

Flussgeschwindigkeit von 6,7 ml/h über die Endothelzellen geleitet. Die

Kammergeometrie gewährleistet einen planar-laminaren Flüssigkeitsstrom, der mit dem

radial-laminaren Blutstrom vergleichbar ist. Die verwendete Flussgeschwindigkeit

entsprach einer physiologischen shear-Kraft von 1 dyne/cm2 (MAYER et al. 2002).

Flussrichtung

BB

Perfusions-
pumpe

Durchflusskammer

Coverslip

Infusionsleitung

Drei-Wege-
Hahn

A

Leukozyten
C

aktivierte Endothelzellen

Flussrichtung

Drei-Wege-
Hahn

Abstandshalter

Abbildung 13. FUNKTIONSPRINZIP DER DURCHFLUSSKAMMER

A: Schematische Darstellung der Durchflusskammer. Der durch die Perfusionspumpe generierte
Fluss leitet die zuvor über den kammernahen Drei-Wege-Hahn in die Infusionsleitung injizierten
Leukozyten über die auf dem Coverslip kultivierten Endothelzellen. Der Abstandshalter über den
Endothelzellen simuliert das Gefäßvolumen. Nicht-adhärente Zellen verlassen die
Durchflusskammer auf der gegenüberliegenden Seite.

B: Foto der Durchflusskammer. Die Aussparungen im Stahlgehäuse ermöglichen die
Beobachtung unter dem Mikroskop. Auf dem Drei-Wege-Hahn auf der linken Kammerseite steckt
die Infusionsspritze, mit der die Leukozyten injiziert werden.

C: Schematische Darstellung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in der
Durchflusskammer.
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3.4.3 Auswertung

Mit Hilfe eines Video-Mikroskopie-Systems wurde bei 100-facher optischer Vergrößerung

sowohl das Rolling der Leukozyten während der Passage über die Endothelzellen als

auch die feste Adhäsion der Leukozyten an das Endothel dokumentiert und ausgewertet.

Während der 10-minütigen Passage wurden Leukozyten als rollend gewertet, die sich im

Vergleich zum normalen Leukozyten-Strom deutlich langsamer über die Endothelzellen

bewegten. Nach der 10-minütigen Passage wurden fünf repräsentative Videostandbilder

von verschiedenen Arealen der Endothelzell-Oberfläche aufgenommen. Die in den

phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen deutlich helleren Leukozyten wurden jeweils

gezählt und der Mittelwert der fünf Einzelwerte berechnet.

Zur Bestimmung der Effekte der verschiedenen Oligosaccharide auf die Leukozyten-

Endothelzell-Interaktionen wurde die Anzahl der rollenden bzw. adhärenten Leukozyten

nach Inkubation der Endothelzellen mit Oligosacchariden (ZellenOligosaccharide) zur Anzahl

der Leukozyten in Relation gesetzt, die über Endothelzellen rollen bzw. daran adhärieren,

ohne dass die Endothelzellen zuvor mit Oligosacchariden inkubiert wurden (Zellen PBS).

Zellen Oligosaccharide

Zellen PBS

  x 100%

Für jede Variable wurden jeweils mindestens sieben unabhängige Experimente

durchgeführt. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mittels gepaartem,

zweiseitigen t-test berechnet. Signifikante Unterschiede zwischen den Effekten der

Oligosaccharid-Standards oder -Fraktionen wurden bei gleicher Anzahl an Messwerten

mittels gepaartem sonst mit ungepaartem, zweiseitigen t-test berechnet. Eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05 wurde jeweils als signifikant betrachtet.
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3.5 Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen

Gesunden Freiwilligen wurden etwa 5 ml Blut entnommen. Die ersten 2 ml Blut wurden

verworfen, um bei der Entnahme aktivierte Thrombozyten zu vermeiden. Als

Antikoagulanz wurde Natriumcitrat in einer Endkonzentration von 0,38% zugesetzt. Zur

Aktivierung der Thrombozyten wurde das Blut bei 37°C für 5 min mit ADP in einer

Endkonzentration von 10 µM inkubiert und anschließend mit HMO oder Oligosaccharid-

Standards versetzt und weiter inkubiert. Sowohl die Expression relevanter Granulozyten-

Adhäsionsmoleküle als auch die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung wurden

konfokalmikroskopisch dargestellt. Der Einfluss der Oligosaccharide auf die

Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und Granulozyten wurde

durchflusszytometrisch untersucht.

3.5.1 Konfokalmikroskopische Charakterisierung

3.5.1.1 Markierung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern

Zur Lyse der Erythrozyten wurden 50 µl des ADP-stimulierten Blutes für 2 min mit 250 µl

FACS-Lyse inkubiert. Durch die anschließende Zugabe von 250 µl FACS-Fix wurde die

Zelllyse gestoppt und die Zellen fixiert. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur für 5 min

bei 150 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml PBS

resuspendiert und erneut bei Raumtemperatur für 5 min bei 150 x g zentrifugiert. Der

Überstand wurde verworfen und das Pellet entweder zur Darstellung der Granulozyten-

Adhäsionsmoleküle oder zur Darstellung der Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexbildung mit den entsprechenden Antikörpern inkubiert.

3.5.1.1.1 Granulozyten-Adhäsionsmoleküle

Das Pellet wurde in 10 µl mouse anti-human CD11b:FITC oder mouse anti-human

CD15s:FITC (1:1 in FACS-Wash) resuspendiert. Nach 30-minütiger Inkubation bei

Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurde der Ansatz mit 1 ml PBS versetzt, für 5 min

bei 150 x g zentrifugiert und der Überstand mit den ungebundenen Antikörpern verworfen.

Das Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert, erneut für 5 min bei 150 x g zentrifugiert und

der Überstand verworfen. Zur Kernfärbung wurde das Pellet anschließend in 2 µl TO-

PRO-3 Iodid (1:10 in FACS-Wash) resuspendiert. Nach 30-minütiger Inkubation unter

Lichtausschluss wurde der Ansatz mit 1 ml PBS versetzt und für 5 min bei 150 x g
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zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 50 µl PBS resuspendiert und

anschließend ein Mikroskopie-Präparat erstellt.

3.5.1.1.2 Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung

Das Pellet wurde in 10 µl mouse anti-human CD62P (1:1 in FACS-Wash) resuspendiert.

Nach Inkubation bei Raumtemperatur für 10 min wurde der Ansatz mit 1 ml PBS versetzt,

für 5 min bei 150 x g zentrifugiert und der Überstand mit den ungebundenen Antikörpern

verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und erneut für 5 min bei 150 x g

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 10 µl des

Sekundärantikörpers goat anti-mouse:Cy5 (1:10 in FACS-Wash) resuspendiert. Nach 10-

minütiger Inkubation unter Lichtausschluss wurde der Ansatz mit 1 ml PBS versetzt, für 5

min bei 150 x g zentrifugiert und der Überstand mit den ungebundenen Antikörpern

verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und erneut für 5 min bei 150 x g

zentrifugiert. Zum Blockieren freier Bindungsstellen des Sekundärantikörpers wurde das

Pellet in 50 µl Mausserum (5% in PBS; inaktiviert) resuspendiert. Nach 10-minütiger

Inkubation unter Lichtausschluss wurde der Ansatz mit 1 ml PBS versetzt, für 5 min bei

150 x g zentrifugiert und der Überstand mit den ungebundenen Serumproteinen

verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und erneut für 5 min bei 150 x g

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 10 µl mouse anti-human

CD11b:FITC (1:1 in FACS-Wash) resuspendiert. Nach 10-minütiger Inkubation unter

Lichtausschluss wurde der Ansatz mit 1 ml PBS versetzt, für 5 min bei 150 x g

zentrifugiert und der Überstand mit den ungebundenen Antikörpern verworfen. Das Pellet

wurde in 1 ml PBS resuspendiert und erneut für 5 min bei 150 x g zentrifugiert. Der

Überstand wurde verworfen, das Pellet in 50 µl PBS resuspendiert und anschließend ein

Mikroskopie-Präparat erstellt.

3.5.1.2 Erstellung der Mikroskopie-Präparate

Jeweils 20 µl der mit Antikörpern markierten Zellsuspensionen wurden auf einen mit Poly-

Lysin beschichteten Objektträger aufgebracht, im Inkubator bei 37°C getrocknet und somit

fixiert. Zur Verstärkung der Fluoreszenzintensität wurden etwa drei Tropfen Citifluor auf

den Objektträger aufgebracht, das Präparat mit einem Objektgläschen bedeckt und mit

handelsüblichem Nagellack versiegelt. Die Objekte wurden bis zur mikroskopischen

Betrachtung bei -20°C gelagert.
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3.5.1.3 Konfokalmikroskopische Darstellung

Die Präparate wurden mit einem Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop bei 400-facher

optischer Vergrößerung mit den entsprechenden Filtern dargestellt. FITC wurde bei einer

Wellenlänge von 433 nm mit einer relativen Laserintensität von 50% angeregt und die

emittierte Strahlung in einem Wellenlängenbereich zwischen 450 und 550 nm gefiltert und

als Signal gebündelt. Cy5 und TO-PRO-3 Iodid wurden bei einer Wellenlänge von 633 nm

mit einer relativen Laserintensität von 15% bzw. 6% angeregt und die emittierte Strahlung

in einem Wellenbereich zwischen 650 und 750 nm gefiltert und als Signal gebündelt. Pro

optischem Schnitt wurde das Signal von 16 Aufnahmen gemittelt. Drei optische Schnitte

(0,5 µm) wurden aufgenommen und mit der Leica Confocal Imaging-Software überlagert.

3.5.2 Durchflusszytometrische Bestimmung

50 µl des mit ADP-stimulierten und teilweise mit Oligosacchariden inkubierten Vollblutes

wurden bei 37°C unter Lichtausschluss für 10 min mit 5 µl des Granulozyten-

Aktivitätsmarkers mouse anti-human CD11b:FITC (1:1 in FACS-Wash) und 10 µl des

Thrombozyten-Markers mouse anti-human CD42a:PerCP (1:1 in FACS-Wash) inkubiert.

Anstelle dieser Antikörper wurde zur Bestimmung unspezifischer Antikörperbindungen ein

weiterer Ansatz mit den Isotypen-Negativkontrollantikörpern anti-mouse IgG1:FITC und

anti-mouse IgG2a:PerCP inkubiert. Danach wurde das Blut zur Lyse der Erythrozyten für

2 min mit 250 µl FACS-Lyse versetzt. Durch die anschließende Zugabe von 250 µl FACS-

Fix wurde die Zelllyse gestoppt und die Zellen fixiert. Die Zellsuspension wurde nach dem

Prinzip der direkten Zweifarbenimmunofluoreszenz am Durchflusszytometer mit den

folgenden Einstellungen analysiert (PETERS et al. 1997):

Parameter Spannung [mV] Amplifikation [-] Modus

FSC [Filter E-1] 5,5 Lin

SSC 377 1,0 Lin

FL-1 505 - Log

FL-3 560 - Log

Um die Detektion von Zelltrümmern zu minimieren wurde für FSC ein Schwellenwert von

135 definiert. Wegen der gleichzeitigen Messung von FL-1 und FL-3 wurde eine

Kompensation der Parameter vorgenommen (FL-1/FL-2 -0,9%; FL-2/FL-1 -24%; FL-2/FL-

3 0%; FL-3/FL-2 15%).
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Die Zellen wurden bei höchster Fließgeschwindigkeit analysiert. Granulozyten wurden

anhand ihrer Größe und Granularität eingegrenzt. Die Daten für jeweils 5.000 dieser so

eingegrenzten Messereignisse wurden gesammelt.

Zur Bestimmung unspezifischer Antikörperbindungen wurde bei der Messung der mit dem

Isotypen-Negativkontrollantikörper anti-mouse IgG1:FITC markierten Zellen das Signal für

den Parameter FL-1 so amplifiziert, dass nahezu alle Zellen eine Fluoreszenzintensität

von unter 101 aufwiesen. Gleiches wurde für den Parameter FL-3 mit den anti-mouse

IgG2a:PerCP markierten Zellen durchgeführt. Eine gemessene Fluoreszenzintensität, die

98% der Intensität der jeweiligen Isotypen-Negativkontrollen überstieg, wurde als

spezifische Antikörperbindung gewertet.

Messereignisse, die sowohl mit dem Granulozyten-Marker CD11b als auch mit dem

Thrombozyten-Marker CD42a markiert waren, wurden als Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexe gewertet. Zur Bestimmung der Effekte der verschiedenen Oligosaccharide auf

die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung wurde die mediane

Fluoreszenzintensität (MFI) für CD42a der ADP-stimulierten Probe mit Inkubation von

Oligosacchariden (MFI (CD42a)ADP+Oligosaccharide) mit der MFI der ADP-stimulierten Kontrolle

ohne Inkubation mit Oligosacchariden (MFI (CD42a)ADP) in Relation gesetzt:

MFI (42a)ADP+Oligosaccharide

MFI (42a)ADP

  x 100%

Zur Quantifizierung der Granulozyten-Aktivität wurde die MFI für CD11b der ADP-

stimulierten Probe mit Inkubation von Oligosacchariden (MFI (CD11b)ADP+Oligosaccharide) mit

der MFI der ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Oligosacchariden (MFI

(CD11b)ADP) in Relation gesetzt:

MFI (11b)ADP+Oligosaccharide

MFI (11b)ADP

  x 100%
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3.6 Thrombozyten-Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

3.6.1 Untersuchungen mit isolierten Thrombozyten und Granulozyten

Gesunden Freiwilligen wurden etwa 32 ml Blut entnommen. Die ersten 2 ml Blut wurden

verworfen, um bei der Entnahme aktivierte Thrombozyten zu vermeiden. Aus 20 ml

Vollblut wurden Granulozyten nach der in Abschnitt 3.3.2.1 beschriebenen Methode

isoliert. Als Antikoagulanz wurde zuvor Heparin zugesetzt (5 IU pro ml Blut). Die

Konzentration der isolierten Zell-Suspension wurde auf 8 x 106 Granulozyten pro ml

Leukozyten-Medium eingestellt. Aus den restlichen 10 ml Vollblut wurden Thrombozyten

nach der Methode in Abschnitt 3.3.3.1 isoliert. Als Antikoagulanz wurde zuvor

Natriumcitrat in einer Endkonzentration von 0,38% zugesetzt. Die Konzentration der

isolierten Zell-Suspension wurde auf 0,6 x 106 Thrombozyten pro ml HBSS(+/+)

eingestellt.

Um die physiologischen Konzentrationsverteilungen des Vollbluts zu simulieren

(GAEHTGENS 1994), wurden 0,5 ml der Granulozyten-Suspension (4 x106 Zellen) und 0,5

ml der Thrombozyten-Suspension (0,3 x 106 Zellen) vereinigt. Die unstimulierte bzw. die

für 5 min mit 10 µM ADP stimulierte Granulozyten-Thrombozyten-Suspension wurde

durchflusszytometrisch nach der in Abschnitt 3.5.2 beschriebenen Methode analysiert und

die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung sowie die CD11b-Expression auf der

Granulozyten-Oberfläche bestimmt.

3.6.2 Untersuchungen mit verdünntem Vollblut

Gesunden Freiwilligen wurden etwa 5 ml Blut entnommen. Die ersten 2 ml Blut wurden

verworfen, um bei der Entnahme aktivierte Thrombozyten zu vermeiden. Als

Antikoagulanz wurde Natriumcitrat in einer Endkonzentration von 0,38% zugesetzt. Das

Vollblut wurde entweder unstimuliert verwendet, oder für 5 min mit 10 µM ADP, 1 µM TRA

oder 1 µM fMLP inkubiert. Anschließend wurde das Vollblut 1:5 in Leukozyten-Medium

verdünnt und sofort in die Durchflusskammer injiziert.

Zur Bestimmung der Effekte der verschiedenen Inkubationsbedingungen auf die

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen wurde die Anzahl adhärenter Leukozyten jeweils in

Relation zur Anzahl adhärenter Leukozyten aus unstimuliertem Vollblut gesetzt.
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Ein Teil des unstimulierten bzw. des stimulierten Blutes wurde durchflusszytometrisch

nach der in Abschnitt 3.5.2 beschriebenen Methode analysiert und die Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexbildung sowie die CD11b-Expression auf der Granulozyten-

Oberfläche bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung und Charakterisierung
der Humanmilch-Oligosaccharide

Die Oligosaccharide in Humanmilch zeigen teilweise strukturelle Ähnlichkeiten mit den

Bindungsdeterminanten der Selektin-Liganden (Abschnitt 1.4). Um zu untersuchen, ob

HMO als lösliche Liganden-Analoga einen Einfluss auf Selektin-vermittelte Zell-Zell-

Interaktionen haben, wurden die Oligosaccharide zunächst aus einer Humanmilchprobe

isoliert.

Nach dem Entfernen der Fette und Proteine wurde die Lactose mittels Gelfiltration

entfernt. Ein typisches Chromatogramm der Gelfiltration ist in Abbildung 14 A dargestellt.

Die Fraktionen im Übergang zwischen den überwiegend Oligosaccharid-haltigen

Fraktionen und den überwiegend Lactose-haltigen Fraktionen wurden mittels HPAEC-

PAD analysiert. Fraktionen mit mehr als 10% Lactose wurden verworfen, die übrigen

Fraktionen gepoolt.

Sialinsäure ist ein essentieller Bestandteil der Bindungsdeterminanten von Selektin-

Liganden (Abschnitt 1.2.3). Potentielle Liganden-Analoga sollten deshalb ebenfalls

Sialinsäure enthalten. Sialinsäure-haltige Oligosaccharide tragen eine negative Ladung

und sollten deshalb mittels Anionenaustauschchromatographie (HPLC) von den neutralen

Oligosacchariden getrennt werden, die keine Sialinsäure enthalten. Abbildung 14 B zeigt

ein typisches Chromatogramm der Anionenaustauschchromatographie. Die bereits nach

wenigen Minuten eluierenden Substanzen wurden in einer ersten Fraktion gepoolt und

später mittels HPAEC-PAD (Abschnitt 4.1.1) und Nanospray-MS (Abschnitt 4.1.2) als

neutrale Oligosaccharide identifiziert. Die nach dem Einsetzen des Natriumchlorid-

Gradienten eluierenden Substanzen wurden in einer zweiten Fraktion gepoolt und als

saure Oligosaccharide identifiziert.

Um das Natriumchlorid aus den Fraktionen wieder zu entfernen, wurden die gepoolten

Fraktionen mittels Gelfiltration entsalzt. Ein typisches Chromatogramm der Gelfiltration

zeigt Abbildung 14 C. Die wesentlich kleineren Salz-Moleküle eluierten später als die

Oligosaccharide und konnten dadurch abgetrennt werden.
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Abbildung 14. CHROMATOGRAPHISCHE ISOLIERUNG VON HMO

A: Chromatogramm der Gelfiltration nach Entfettung und Enteiweißung der Humanmilchprobe.
Die Oligosaccharid-Fraktionen wurden gepoolt, während Fraktionen mit einem überwiegenden
Anteil an Lactose verworfen wurden.

B: Chromatogramm der Anionenaustauschchromatographie (HPLC) der Gesamt-HMO-Fraktion.
Die neutralen (Fraktion I) bzw. sauren HMO (Fraktion II) wurden jeweils gepoolt. Der NaCl-
Gradient ist in %-Eluent B angegeben.

C: Chromatogramm der Gelfiltration der sauren HMO-Fraktion nach HPLC. Oligosaccharid-
Fraktionen wurden gepoolt, während die Salz-Fraktionen verworfen wurden.
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4.1.1 Charakterisierung mittels HPAEC-PAD

Die Zusammensetzung der neutralen und sauren HMO-Fraktion wurde mittels HPAEC-

PAD untersucht. Die Zuordnung der Peaks erfolgte anhand der Retentionszeiten, die für

neutrale Oligosaccharide unter 16 min liegen, während saure Oligosaccharide später

eluieren. Die HPAEC-PAD-Chromatogramme der nHMO- und sHMO-Fraktion sind in

Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15. HPAEC-PAD DER NEUTRALEN UND SAUREN HMO-FRAKTION

Die neutralen Oligosaccharide (A) eluieren mit Retentionszeiten von weniger als 16 min
(gestrichelte Linie), während die sauren Oligosaccharide (B) später eluieren.
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Die nHMO-Fraktion enthielt nur einen geringen Anteil saurer Oligosaccharide. Anhand der

Retentionszeiten konnten 2‘-Fucosyllactose, 3-Fucosyllactose, LNT und LNFP I

identifiziert werden. Die sHMO-Fraktion ist nahezu frei von neutralen Oligosacchariden.

Die sialylierten Oligosaccharide 6‘-Sialyllactose, 3‘-Sialyllactose, Sialyl-fucosyl-LNT,

Sialyl-LNT, Disialyl-fucosyl-LNH sowie Disialyl-LNT konnten anhand der Retentionszeiten

in der Fraktion identifiziert werden.

4.1.2 Charakterisierung mittels Nanoelektrospray-MS

Zur genaueren Charakterisierung wurden die HMO-Fraktionen mittels Nanoelektrospray-

MS untersucht. Die Hauptkomponenten der neutralen HMO-Fraktion konnten als LNT,

Fucosyl-LNT, Fucosyllactose und Difucosyllactose identifiziert werden. Darüber hinaus

fand sich eine Vielzahl an Minorkomponenten wie Difucosyl-LNT, Mono-, Di- und

Trifucosyl-LNH sowie Di-, Tri- und Tertrafucosyl-LNO. Das Massenspektrum der nHMO-

Fraktion ist in Abbildung 16 dargestellt. Die Zuordnung der gemessenen Massen-

Ladungsverhältnisse zu den entsprechenden Oligosacchariden und die jeweilige relative

Intensität ist in Tabelle 4 aufgelistet.

Das Massenspektrum der sauren HMO-Fraktion zeigt Abbildung 17. Über die

gemessenen Massen-Ladungsverhältnisse konnten Sialyl-LNT, Sialyllactose sowie Sialyl-

fucosyl-LNH als die dominierenden Komponenten identifiziert werden. Geordnet nach der

relativen Intensität der gemessenen Signale folgten Sialyl-LNH, Disialyl-LNT, Sialyl-

difucosyl-LNH, Sialyl-fucosyl-LNT, Sialyl-fucosyllactose sowie Disialyl-LNH. Darüber

hinaus konnten in der sHMO-Fraktion eine Vielzahl von Minorkomponenten detektiert

werden, die an ihrem Lactosamin-Rückgrat bis zu drei Sialyl- und bis zu vier Fucosyl-

Reste trugen. Eine Zuordnung der entsprechenden Oligosaccharide zu den gemessenen

Massen-Ladungsverhältnissen und die relative Intensität der entsprechenden Signale sind

in Tabelle 5 aufgelistet.
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Abbildung 16. MASSENSPEKTRUM DER NEUTRALEN HMO-FRAKTION

Angegeben als relative Intensität bezogen auf das Signal mit der höchsten Intensität (100%). Die
relativen Intensitäten wurden im Massen-Ladungsbereich (m/z) zwischen 1.100 und 1.450 um
den Faktor 35 und danach um den Faktor 150 vergrößert dargestellt.

Abbildung 17. MASSENSPEKTRUM DER SAUREN HMO-FRAKTION

Angegeben als relative Intensität bezogen auf das Signal mit der höchsten Intensität (100%). Die
relativen Intensitäten wurden im Massen-Ladungsbereich (m/z) ab 1.700 um den Faktor 50
vergrößert dargestellt.
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Tabelle 4. STRUKTUR-MASSEN-ZUORDNUNG FÜR DIE OLIGOSACCHARIDE DER NEUTRALEN
HMO-FRAKTION

Oligosaccharid Ion1 Massen-Ladungsverhältnis (m/z) rel. Intensität2

gemessen theoretisch [%]

Fuc-Lac (M+Na)+ 511,17 511,16 78

Fuc2-Lac (M+Na)+ 657,24 657,22 32

LNT (M+H)+ 708,26 708,26 31

(M+Na)+ 730,25 730,24 61

Fuc-LNT (M+H)+ 854,34 854,30 46

(M+Na)+ 876,31 876,30 100

Fuc2-LNT (M+H)+ 1.000,40 1.000,37 5

(M+Na)+ 1.022,40 1.022,35 24

LNH (M+Na)+ 1.095,40 1.095,37 ≤1

Fuc-LNH (M+H)+ 1.219,48 1.219,45 1

(M+Na)+ 1.241,47 1.241,43 3

Fuc2-LNH (M+H)+ 1.365,56 1.365,50 ≤1

(M+Na)+ 1.387,56 1.387,49 ≤1

(M+2Na)2+ 705,262+ 705,24 18

Fuc3-LNH (M+H)+ 1.511,61 1.511,56 ≤1

(M+Na)+ 1.533,65 1.533,54 ≤1

(M+2Na)2+ 778,292+ 778,27 13

Fuc2-LNO (M+2Na)2+ 887,842+ 887,80 5

Fuc3-LNO (M+2Na)2+ 960,872+ 960,83 3

Fuc4-LNO (M+2Na)2+ 1.033,912+ 1.033,86 2

Fuc2-LND (M+2Na)2+ 1.070,352+ 1.070,37 ≤1

1 Die neutrale HMO-Fraktion wurde im positiven Ionenmodus (ESI(+)) gemessen, so dass die

Oligosaccharid-Ionen entweder in protonierter Form oder als Addukte mit einem oder mehreren

Natriumionen vorlagen.
2 Die relative Intensität wurde jeweils auf das Signal mit der höchsten Intensität bezogen, in

diesem Fall auf das Signal des einfachen Natriumaddukts (M+Na)+ von Fucosyl-LNT.
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Tabelle 5. STRUKTUR-MASSEN-ZUORDNUNG FÜR DIE OLIGOSACCHARIDE DER SAUREN HMO-
FRAKTION

Oligosaccharid Ion1 Massen-Ladungsverhältnis (m/z) rel. Intensität2

gemessen theoretisch [%]

NeuAc-Lac (M-H)- 632.16 632.20 91

NeuAc-FucLac (M-H)- 778.27 778.26 4

NeuAc-LNT (M-H)- 997.28 997.34 100

NeuAcFuc-LNT (M-H)- 1143.39 1143.39 10

NeuAc2-LNT (M-H)- 1288.40 1288.43 19

NeuAc-LNH (M-H)- 1362.43 1362.47 28

NeuAc-Fuc-LNH (M-H)- 1508.47 1508.53 51

NeuAc2-LNH (M-H)- 1653.52 1653.56 4

NeuAc-Fuc2-LNH (M-H)- 1654.57 1654.58 13

(M-2H)2- 826.27-2 826.28 ≤1

NeuAc-LNO (M-H)- 1727.56 1727.60 ≤1

NeuAc2-Fuc-LNH (M-H)- 1799.58 1799.62 ≤1

NeuAc-Fuc-LNO (M-H)- 1873.63 1873.66 ≤1

NeuAc3-LNH (M-H)- 1944.61 1944.66 ≤1

NeuAc-Fuc2-LNO (M-H)- 2019.63 2019.72 ≤1

NeuAc-LND (M-H)- 2092.67 2092.73 ≤1

NeuAc2-Fuc-LNO (M-H)- 2164.68 2164.75 ≤1

NeuAc-Fuc3-LNO (M-H)- 2165.72 2165.77 ≤1

NeuAc-Fuc-LND (M-H)- 2238.75 2238.79 ≤1

NeuAc2-Fuc2-LNO (M-H)- 2310.79 2310.81 ≤1

NeuAc-Fuc4-LNO (M-H)- 2311.75 2311.83 ≤1

NeuAc-Fuc2-LND (M-H)- 2384.77 2384.85 ≤1

NeuAc2-Fuc3-LNO (M-H)- 2456.82 2456.87 ≤1

NeuAc-Fuc4-LNO (M-H)- 2457.81 2457.89 ≤1

NeuAc-Fuc3-LND (M-H)- 2530.78 2530.91 ≤1

1 Die neutrale HMO-Fraktion wurde im negativen Ionenmodus (ESI(-)) gemessen, so dass die

Oligosaccharid-Ionen in deprotonierter Form vorlagen.
2 Die relative Intensität wurde jeweils auf das Signal mit der höchsten Intensität bezogen, in

diesem Fall auf das Signal der einfach deprotonierten Form (M-H)- von Sialyl-LNT.
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4.1.3 Bestimmung der Natrium-Konzentration

Bei der Trennung der HMO-Gesamtfraktion in eine neutrale und eine saure Fraktion

wurde zum Eluieren der sauren Oligosaccharide von der HPLC-Anionenaustauschersäule

ein Natriumchlorid-Gradient verwendet. Ein hoher Salzgehalt würde mit den im Folgenden

durchzuführenden Assays zur Untersuchung der Wirkung der isolierten Fraktionen auf

Zell-Zell-Interaktionen interferieren. Aus diesem Grund wurde das in der sHMO-Fraktion

befindliche Natriumchlorid mittels Gelfiltration wieder abgetrennt. Anhand von

Atomabsorptionsspektrometrie wurde in der sHMO-Fraktion nach der Gelfiltration eine

Natrium-Konzentration von 2,848 µmol/mg gemessen. Da die sHMO-Fraktion in den

folgenden Assays mit einer maximalen Konzentration von 125 µg/ml eingesetzt wurde,

betrug die über die sHMO-Fraktion eingebrachte Natrium-Konzentration maximal 0,356

mmol/l.

4.1.4 Bestimmung der Endotoxin-Konzentration

Aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften werden Endotoxine in den

Oligosaccharid-Fraktionen aufkonzentriert. Wie Tabelle 6 zeigt konnte die Endotoxin-

Konzentration der isolierten HMO-Fraktionen durch die anschließende

Affinitätschromatographie reduziert werden.

Für die Untersuchung der Wirkung von Oligosacchariden auf Leukozyten-Endothelzell-

Interaktionen wurden die in der Tabelle mit nHMO1 und sHMO1 gekennzeichneten

Fraktionen verwendet.

Zur Untersuchung des Einflusses von Oligosacchariden auf Thrombozyten-Granulozyten-

Interaktionen wurde erneut eine neutrale und eine saure Fraktion aus der

Humanmilchprobe isoliert (in der Tabelle mit nHMO2 bzw. sHMO2 gekennzeichnete

Fraktionen). Nach der Affinitätschromatographie war die Endotoxin-Konzentration dieser

Fraktionen geringer als die Endotoxin-Konzentration der zuerst isolierten Fraktionen der

gleichen Humanmilchprobe.

Die Endotoxin-Konzentrationen der verwendeten, kommerziellen Oligosaccharid-

Standards lagen bereits vor der Detoxifikation unterhalb des Messbereichs.
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Um sicherzustellen, dass nach der Affinitätschromatographie die Oligosaccharide sowohl

quantitativ als auch qualitativ wieder von der Säule eluieren, wurden die Oligosaccharide

vor dem Aufgeben auf die Endotoxin-Säule sowie nach dem Eluieren mittels HPAEC-PAD

analysiert. Wie Abbildung 18 am Beispiel der sHMO-Fraktion zeigt, waren die

Chromatogramme vor und nach der Affinitätschromatographie nahezu identisch. Auch bei

der nHMO-Fraktion und den verschiedenen Oligosaccharid-Standards konnten keine

Verluste durch die Affinitätschromatographie festgestellt werden.

Tabelle 6. ENDOTOXIN-KONZENTRATION DER HMO-FRAKTIONEN VOR UND NACH
DETOXIFIKATION

Fraktion1 Endotoxin-Konzentration2

pg/mg Oligosaccharide pg/ml Medium bzw. Blut3

vor

Detoxifikation

nach

Detoxifikation

vor

Detoxifikation

nach

Detoxifikation

nHMO1 -4 1.477,5 -4 184,7

sHMO1 -4 1.862,6 ± 244,6 -4 232,8 ± 30,5

nHMO2 3.594,0 ± 328,1 815,5 ± 2,1 449,3 ± 41,0 102,0 ± 0,2

sHMO2 4.476,0 ± 332,6 790,9 ± 121,4 559,5 ± 41,6 98,9 ± 15,2

1
1 und 2 kennzeichnen aus der Humanmilchprobe zu verschiedenen Zeitpunkten isolierte
Oligosaccharid-Fraktionen.

2 Berechnet als Mittelwert ± Standardabweichung verschiedener Aliquots. Bei Angaben ohne
Standardabweichung wurde nur ein Aliquot verwendet.

3 Berechnet für eine Oligosaccharid-Konzentration von 125 mg/ml.
4 Die Endotoxin-Konzentrationen vor der Detoxifikation lagen teilweise außerhalb des

Messbereichs.
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4.1.5 Berechnung der HMO-Konzentration im Blut des Säuglings

Die HMO-Konzentration im Blut des Säuglings konnte bisher nur indirekt bestimmt werden

(Abschnitt 1.1.2). Aufgrund der im Folgenden dargelegten Annahmen kann die HMO-

Konzentration aber näherungsweise berechnet werden.

Bei einer Oligosaccharid-Konzentration von 10 g/l Humanmilch (KUNZ et al. 1999), nimmt

ein rund 4 Wochen alter Säugling mit einer täglichen Trinkmenge von 800 ml etwa 8 g

Oligosaccharide zu sich. Bei einer Absorptionsrate von mindestens 1% gelangen davon

folglich 80 mg in die systemische Zirkulation. Die Blutmenge eines Säuglings beträgt

zwischen 80 und 90 ml pro kg Körpergewicht, so dass sich bei einem 4 kg schweren

Säugling mit einem Blutvolumen von 320 ml eine HMO-Konzentration von 250 µg/ml

berechnet. Unter der Annahme, dass die Hälfte dieser Oligosaccharide Sialinsäure

enthält, kann von einer sHMO-Konzentration im Bereich von 125 µg/ml ausgegangen

werden.
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Abbildung 18. HPAEC-PAD-CHROMATOGRAMME DER SAUREN HMO-FRAKTION VOR UND
NACH AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE

Um das quantitative und qualitative Eluieren von der Säule zu überprüfen, wurden die
Oligosaccharide vor und nach der Affinitätschromatographie mittels HPAEC-PAD analysiert. Am
Beispiel der sHMO-Fraktion ist dargestellt, dass sich das Chromatogramm der Fraktion vor der
Affinitätschromatographie kaum von dem Chromatogramm der Probe nach dem Eluieren von der
Säule unterscheidet.
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4.2 Untersuchung der Wirkung von Oligosacchariden
auf Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

Der initiale Schritt der Interaktionen von Leukozyten und Endothelzellen im Prozess der

Leukozyten-Extravasation, das Rolling, wird durch Selektine auf der Endothelzell-

Oberfläche und ihren Liganden auf den Leukozyten vermittelt. Die Selektin-

Bindungsdomäne interagiert dabei mit Oligosacchariden der entsprechenden

Glykoprotein-Liganden (Abschnitt 1.3.1). Im Folgenden wurde die Hypothese überprüft, ob

die in der systemischen Zirkulation des gestillten Säuglings vorkommenden HMO als

lösliche Selektin-Liganden-Analoga einen Einfluss auf Leukozyten-Endothelzell-

Interaktionen ausüben, indem sie mit den zellulären Liganden um die Selektin-

Bindungsstelle konkurrieren.

Da es sich beim Rolling, der Verlangsamung der Leukozyten aus dem Blutstrom, um

einen dynamischen Prozess handelt, wurde der Effekt der Oligosaccharide anhand eines

In-vitro-Durchflussmodells untersucht. Hierbei wurden Leukozyten mit einer konstanten

Flussrate über Endothelzellen geleitet und das Leukozyten-Rolling und die Leukozyten-

Adhäsion quantifiziert. Als Positiv-Kontrolle wurden aktivierte Endothelzellen mit dem

Tetrasaccharid sLex inkubiert, welches als eine physiologische Oligosaccharid-

Bindungsdeterminante der Selektin-Liganden identifiziert werden konnte (Abschnitt 1.2.3).

Als Negativ-Kontrolle wurden die Endothelzellen mit einem Trigalactosid (TriGal, Galα1-

3Galβ1-4Gal) inkubiert, welches nur wenig strukturelle Ähnlichkeit mit den Oligosaccharid-

Bindungsdeterminanten der Selektin-Liganden aufweist. In der Folge wurde untersucht,

ob die zuvor aus Humanmilch isolierten Oligosaccharid-Fraktionen einen Einfluss auf die

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen zeigen.

Zunächst wurden sowohl die kultivierten Endothelzellen als auch die isolierten Leukozyten

charaktersiert.
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4.2.1 Charakterisierung der Endothelzellen

4.2.1.1 Nachweis der Zellart

Die bis zur Konfluenz kultivierten Zellen wiesen das für Endothelzellen charakteristische

Pflastersteinrelief eines einschichtigen Plattenepithels auf (Abbildung 19 A). Neben der

rein morphologischen Charakterisierung der Endothelzellen wurde auch ein

immunochemischer Nachweis durchgeführt. Außer Megakaryozyten, den Vorläufern der

Thrombozyten, sind lediglich Endothelzellen in der Lage ein spezielles, multimeres

Glycoprotein zu synthetisieren, welches als von Willebrand-Faktor (vWf) bezeichnet wird.

vWf wird in intrazellulären Weibel-Palade Vesikeln gespeichert, ins Plasma sezerniert und

dient der Adhäsion von Thrombozyten an die subendotheliale Matrix (WEIBEL UND PALADE

1964, WEISS 1991). Da Endothelzellen rein morphologisch deutlich von Megakaryozyten

unterschieden werden können, dient der immunochemische Nachweis von intrazellulärem

vWf als eindeutige Abgrenzung der Endothelzellen zu anderen Zellarten, wie

beispielsweise den Fibroblasten (JAFFE et al. 1973). Die Inkubation der kultivierten und

permeabilisierten Zellen mit FITC-markierten vWf-Antikörpern zeigte das Vorkommen von

vWf in intrazellulären Vesikeln (Abbildung 19 B). Bei den isolierten und kultivierten Zellen

handelte es sich demnach um Endothelzellen.

A B

100x 320x

Abbildung 19. CHARAKTERISIERUNG DER ENDOTHELZELLEN

A: Mikroskopische Aufnahme des einschichtigen Plattenepithels (100-fache optische
Vergrößerung, Grünfilter).

B: Immunochemischer Nachweis des endothelspezifischen von Willebrand Faktors (vWf). Die
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zeigt, dass vWf in den isolierten Zellen synthetisiert und in
intrazellulären Vesikeln gespeichert wird (320-fache optische Vergrößerung).
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4.2.1.2 Adhäsionsmoleküle

An den beiden initialen Schritten der Leukozyten-Extravasation sind zwei verschiedene

Gruppen von Adhäsionsmolekülen auf der Oberfläche der Endothelzellen beteiligt. Das

einleitende Rolling wird durch Selektine vermittelt, die mit den Oligosaccharid-

Bindungsdeterminanten der entsprechenden Liganden auf der Leukozyten-Oberfläche

interagieren. Die sich anschließende feste Adhäsion wird durch Moleküle aus der

Immunglobulin Superfamilie vermittelt, die an Leukozyten-Integrine binden (Abschnitt

1.3.1.1). Da ein Einfluss der HMO auf die Selektin-vermittelten Leukozyten-Endothelzell-

Interaktionen untersucht werden sollte, wurde die optimale Inkubationszeit mit TNF-α

ermittelt, bei der die Selektine auf der Endothelzell-Oberfläche maximal exprimiert

werden.

4.2.1.2.1 Selektine

Die Inkubation der Endothelzellen mit TNF-α in einer Konzentration von 10 ng/ml

induzierte die E-Selektin-Expression (CD62E) in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer

(Abbildung 20 A). Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde zeigte sich bei der

durchflusszytometrischen Bestimmung eine im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle um

den Faktor 1,5 erhöhte mediane Fluoreszenzintensität (MFI). Die MFI stieg nach 2 bzw. 3

Stunden um den Faktor 4,8 bzw. 5,6 und erreichte nach 4 Stunden eine maximale

Induktion um den Faktor 5,9. Nach 6, 8 bzw. 24 Stunden wurde die E-Selektin-Expression

der Endothelzellen langsam wieder reduziert. Die MFI war im Vergleich zur unstimulierten

Kontrolle noch um den Faktor 5,3, 4,7 bzw. 3,0 erhöht (Abbildung 20 B).

Durch die Inkubation der Endothelzellen mit TNF-α wurde die P-Selektin-Expression

(CD62P) kaum beeinflusst. Nach einer Inkubationszeit von 1, 2, 3, 4, 6, 8 bzw. 24

Stunden war die mediane Fluoreszenzintensität um den Faktor 1,1, 1,1, 1,2, 1,1, 1,1, 1,1

bzw. 0,9 verändert (Abbildung 20).
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4.2.1.2.2 Adhäsionsmoleküle der Immunglobulin Superfamilie

Im unstimulierten Zustand zeigten die Endothelzellen bereits eine deutliche Expression

von ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102) und VCAM-1 (CD106). Die Expression von ICAM-1

wurde nach Inkubation mit TNF-α in einer Konzentration von 10 ng/ml in Abhängigkeit von

der Inkubationsdauer weiter induziert. Nach einer Inkubationszeit von 1, 2, 3, 4, 6, 8 bzw.

24 Stunden erhöhte sich die mediane Fluoreszenzintensität um den Faktor 0,9, 1,3, 2,1,

3,5, 5,6, 8,2 bzw. 13,7. Die Expression von ICAM-2 und VCAM-1 wurde durch die

Inkubation mit TNF-α kaum beeinflusst (Abbildung 21).

Abbildung 20. SELEKTIN-EXPRESSION NACH INKUBATION MIT TNF-α

Durchflusszytometrische Bestimmung der E-Selektin-Expression (CD62E) und P-Selektin-
Expression (CD62P) auf der Endothelzell-Oberfläche in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer
mit TNF-α (10 ng/ml).

A: Die Histogramme zeigen jeweils die Fluoreszenzintensitätsverteilung für CD62E bzw. CD62P
nach 4-stündiger Inkubation der Endothelzellen mit TNF-α (schwarze Linie) im Vergleich zur
Intensitätsverteilung bei unstimulierten Endothelzellen (grauschraffierte Fläche).

B: In den Koordinatensystemen ist das Verhältnis der medianen Fluorenszenzintensität (MFI) der
mit TNF-α-stimulierten Endothelzellen zur MFI der unstimulierten Zellen in Abhängigkeit von der
Inkubationsdauer t dargestellt. Eine Inkubationsdauer von 4 Stunden führte zu einer maximalen
E-Selektin-Expression (senkrechte, gestrichelte Linie). Die waagerechte, gestrichelte Linie
markiert die relative MFI der unstimulierten Kontrolle.
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Alle nachfolgenden Experimente zur Untersuchung der Wirkung von HMO auf

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen wurden mit einer Inkubationszeit von 4 Stunden

durchgeführt. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Selektine maximal exprimiert und auch die

an der festen Adhäsion beteiligten Moleküle der Immunglobulin Superfamilie sind auf der

Endothelzell-Oberfläche vorhanden.
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Abbildung 21. EXPRESSION DER ADHÄSIONSMOLEKÜLE DER IMMUNGLOBULIN SUPERFAMILIE
NACH INKUBATION MIT TNF-α

Durchflusszytometrische Bestimmung der Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 (CD54),
ICAM-2 (CD102) und VCAM-1 (CD106) auf der Endothelzell-Oberfläche in Abhängigkeit von der
Inkubationsdauer mit TNF-α (10 ng/ml).

A: Die Histogramme zeigen jeweils die Fluoreszenzintensitätsverteilung für CD54, CD102 bzw.
CD106 nach 4-stündiger Inkubation der Endothelzellen mit TNF-α (schwarze Linie) im Vergleich
zur Intensitätsverteilung bei unstimulierten Endothelzellen (grauschraffierte Fläche).

B: In den Koordinatensystemen ist das Verhältnis der medianen Fluorenszenzintensität (MFI) der
mit TNF-α-stimulierten Endothelzellen zur MFI der unstimulierten Zellen in Abhängigkeit von der
Inkubationsdauer t dargestellt. Die optimale Inkubationsdauer für maximale E-Selektin-
Expression ist mit einer senkrechten, gestrichelten Linie gekennzeichnet. Die waagerechte,
gestrichelte Linie markiert die relative MFI der unstimulierten Kontrolle.
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4.2.2 Charakterisierung der Monozyten

In der aus Buffy-coats isolierten Fraktion wurden 92,9±0,6% (n=5) der Zellen

durchflusszytometrisch anhand ihrer Größe (FSC) und Granularität (SSC) als Monozyten

identifiziert (Abbildung 22).

4.2.3 Struktur-Wirkungs-Beziehung

Um den Einfluss von Oligosacchariden auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen zu

untersuchen, wurden die Endothelzellen 4 Stunden vor dem Experiment mit TNF-α (10

ng/ml) aktiviert und 1 Stunde vor dem Experiment mit Oligosacchariden in einer

Konzentration von 125 µg/ml inkubiert. Die zuvor isolierten Monozyten wurden in einer

parallelen Durchflusskammer mit einer physiologischen, konstanten Flussrate über die

Endothelzellen geleitet. Die Anzahl der während der Passage rollenden Monozyten sowie

die Anzahl der nach der Passage noch adhärenten Monozyten wurde anhand eines

Video-Mikroskopie-Systems bestimmt.

Monozyten
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AAbbildung 22. CHARAKTERISIERUNG DER MONOZYTEN

Von der Gesamtzellzahl wurden die Monozyten anhand ihrer Größe (FSC) und Granularität
(SSC) eingegrenzt (Oval im rechten, unteren Qaudranten). Zelltrümmer wurden bei der
Bestimmung der relativen Monozyten-Konzentration nicht berücksichtigt und zuvor
ausgeschlossen (Rechteck in der linken, unteren Ecke).
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Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Abbildung 23 A) stieg die Zahl adhärenter

Monozyten nach Inkubation der Endothelzellen mit TNF-α deutlich an (Abbildung 23 B).

Die zusätzliche Inkubation mit sLex führte zu einer Reduktion der Monozyten-Adhäsion

(Abbildung 23 C).

Nach der Isolierung aus Buffy-coats wurde die Monozyten-Suspension (4 x 106 Zellen/ml)

im CO2-Inkubator bei 37°C aufbewahrt. Für die Durchflussversuche wurden jeweils 0,5 ml

Aliquots aus dieser Suspension entnommen und direkt in das Durchflusssystem injiziert.

Da mehrere Durchflussversuche mit Monozyten-Aliquots der gleichen Suspension

durchgeführt wurden und der zeitliche Abstand der Versuche etwa 30 min betrug,

verlängerte sich die Lagerungszeit der noch in Suspension gehaltenen Monozyten von

Versuch zu Versuch um jeweils 30 min. Trotz gleicher Inkubationsbedingungen der

Endothelzellen konnte beobachtet werden, dass sich die Anzahl adhärenter Monozyten in

Abhängigkeit von ihrer Lagerdauer reduzierte. Um den Effekt der Oligosaccharide durch

diesen Nebeneffekt nicht zu verfälschen, wurden die Versuche mit TNF-α-stimulierten

Endothelzellen mit und ohne Inkubation mit Oligosacchariden alternierend durchgeführt.

Zur Berechnung des Effekts der Oligosaccharide auf die Monozyten-Adhäsion wurde die

Anzahl adhärenter Monozyten auf den Mittelwert der adhärenten Monozyten des jeweils

vorangegangen und nachfolgenden Versuchs ohne Inkubation mit Oligosacchariden

bezogen (Abbildung 24). Ähnliches wurde auch für das Rolling beobachtet und der Effekt

der Oligosaccharide entsprechend berechnet.

A CB

Abbildung 23. MONOZYTEN-ENDOTHELZELL-ADHÄSION

Mikroskopische Darstellung der nach den jeweiligen Durchflussversuchen adhärenten
Monozyten. Durch den verwendeten optischen Grünfilter konnten die hellgrün erscheinenden
Monozyten deutlich von den dunkelgrünen Endothelzellen unterschieden werden.

A: Unstimulierte Endothelzellen.

B: Endothelzellen nach Inkubation mit TNF-α.

C: Endothelzellen nach Inkubation mit TNF-α und sLex.
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4.2.3.1 Rolling

Im Vergleich zu Versuchen mit TNF-α-stimulierten Endothelzellen rollten auf

unstimulierten Endothelzellen 61,6±21,5% (P<0,001) weniger Monozyten. Die Inkubation

der TNF-α-stimulierten Endothelzellen mit sLex zeigte keine signifikante Reduktion der

Anzahl rollender Monozyten (P>0,136, n=7). TriGal hatte ebenfalls keinen Einfluss

(P>0,631, n=8). Die Inkubation der Endothelzellen mit der sHMO-Fraktion führte zu einer

Reduktion des Monozyten-Rollings um 24,0% auf 76,0±17,6% (P<0,001, n=13). Die

nHMO-Fraktion zeigte hingegen keinen Effekt (P>0,930, n=11) (Abbildung 25 A).
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Abbildung 24. EINFLUSS DER MONOZYTEN-LAGERDAUER AUF DIE ADHÄSION

Anzahl adhärenter Monozyten in einer Abfolge von fünf Einzelversuchen mit alternierenden
Inkubationsbedingungen. Trotz gleicher Inkubationsbedingungen der Endothelzellen im 1., 3. und
5. Versuch (TNF-α), reduzierte sich die Anzahl adhärenter Monozyten (schwarze Balken) in
Abhängigkeit von der Lagerdauer der Monozyten. Um diesen Nebeneffekt auszuschließen wurde
der Effekt der Oligosaccharide berechnet, indem die Anzahl adhärenter Monozyten (grauer
Balken) auf den Mittelwert der adhärenten Monozyten des vorangegangenen und nachfolgenden
Versuchs (gestrichelter Balken) bezogen wurde.
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4.2.3.2 Adhäsion

Auf unstimulierten Endothelzellen fand sich im Vergleich zu TNF-α-stimulierten

Endothelzellen eine um 90,8±3,3% (P<0,001) geringere Monozytenadhäsion. Die

Inkubation der TNF-α-stimulierten Endothelzellen mit sLex führte zu einer Reduktion der

Monozyten-Adhäsion um 36,7% auf 63,3±8,0% (P<0,001, n=7), während das als Negativ-

Kontrolle verwendete TriGal keinen Effekt zeigte (P>0,883, n=8). Die Inkubation der

Endothelzellen mit der sHMO-Fraktion reduzierte die Anzahl der adhärenten Monozyten

um 52,8% auf 47,2±9,7% (P<0,001, n=13). Dieser Effekt war signifikant größer als der

Effekt nach Inkubation mit sLex (P<0,01). Die nHMO-Fraktion hatte keinen Einfluss auf die

Monozyten-Adhäsion (P>0,237, n=11) (Abbildung 25 B).
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Abbildung 25. STRUKTUR-WIRKUNGS-BEZIEHUNG

Effekte verschiedener Oligosaccharid-Standards bzw. -Fraktionen auf Monozyten-Endothelzell-
Interaktionen. Die zur Inkubation verwendeten Oligosaccharid-Konzentrationen im
Zellkulturmedium betrugen 125 µg/ml. Die Anzahl der rollenden (A) bzw. adhärenten (B)
Monozyten nach Inkubation der TNF-α-stimulierten Endothelzellen mit den verschiedenen
Oligosacchariden wurde ins Verhältnis zur jeweiligen Anzahl rollender bzw. adhärenter
Monozyten der TNF-α-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Oligosacchariden gesetzt
(100%, weißer Balken).

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
durch die Inkubation mit Oligosacchariden im Vergleich zu TNF-α-stimulierten Endothelzellen
ohne Inkubation mit Oligosacchariden wurden gekennzeichnet (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
Signifikante Unterschiede zwischen den Effekten der einzelnen Oligosaccharid-Standards bzw. -
Fraktionen wurden mit Kleinbuchstaben markiert. Effekte mit gleichen Buchstaben waren nicht
signifikant verschieden (P<0,05).
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4.2.4 Dosis-Wirkungs-Beziehung

Zur Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehung wurde die Konzentration der sHMO-

Fraktion im Zellkulturmedium sukzessive vermindert. Die mit TNF-α-stimulierten

Endothelzellen wurden für 1 Stunde mit der sHMO-Fraktion in einer Konzentration von

125, 87,5, 50, 25 bzw. 12,5 µg/ml inkubiert. Anschließend wurden Monozyten in der

parallelen Durchflusskammer über die Endothelzellen geleitet und das Rolling und die

Monozyten-Adhäsion quantifiziert.

4.2.4.1 Rolling

Das Monozyten-Rolling auf TNF-α-stimulierten Endothelzellen wurde nach Inkubation mit

der sHMO-Fraktion in einer Konzentration von 125 bzw. 87,5 µg/ml auf 76,0±17,6%

(P<0,001, n=13) bzw. 80,4±21,2% (P<0,05, n=8) reduziert. Die Reduktionseffekte waren

untereinander nicht signifikant verschieden (P>0,610). Die Inkubation der Endothelzellen

mit der sHMO-Fraktion in einer Konzentration von 50, 25 bzw. 12,5 µg/ml hatte keinen

Einfluss auf die Anzahl rollender Monozyten (P>0,940, n=9; P>0,296, n=9; bzw. P>0,830,

n=10) (Abbildung 26 A).

4.2.4.2 Adhäsion

Die Monozyten-Adhäsion auf TNF-α-stimulierten Endothelzellen wurde nach Inkubation

mit der sHMO-Fraktion in einer Konzentration von 125, 87,5, 50 bzw. 25 µg/ml auf

47,2±9,7% (P<0,001, n=13), 52,3±8,3% (P<0,001, n=8), 71,7±9,8% (P<0,001, n=9) bzw.

76,3±9,2% (P<0,001, n=9) reduziert. Die Reduktionseffekte bei einer Konzentration von

125 und 87,5 µg/ml waren nicht signifikant verschieden (P>0,228). Gleiches galt für die

Effekte bei einer Konzentration von 50 und 25 µg/ml (P>0,314). Bei einer Konzentration

von 12,5 µg/ml hatte die sHMO-Fraktion keinen Einfluss auf die Monozyten-Adhäsion

(P>0,874, n=10) (Abbildung 26 B).

Die Berechnung der Regressionskurve für die sHMO-Effekte auf die Monozyten-Adhäsion

lieferte einen logarithmischen Funktionsverlauf (Abbildung 26 D). Bei zunehmender

sHMO-Konzentration nimmt der Grenzeffekt stetig ab, d.h. pro zusätzlicher

Konzentrationseinheit wird der Effekt auf die Monozyten-Adhäsion geringer.
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Abbildung 26. DOSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNG

Effekte verschiedener sHMO-Konzentrationen auf Monozyten-Endothelzell-Interaktionen. Die
Anzahl der rollenden (A, C) bzw. adhärenten (B, D) Monozyten nach Inkubation der TNF-α-
stimulierten Endothelzellen mit der sHMO-Fraktion in verschiedenen Konzentrationen wurde ins
Verhältnis zur jeweiligen Anzahl rollender bzw. adhärenter Monozyten bei der TNF-α-stimulierten
Kontrolle ohne Inkubation mit Oligosacchariden gesetzt (100%).

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
durch die Inkubation mit der sHMO-Fraktion im Vergleich zu TNF-α-stimulierten Endothelzellen
ohne Inkubation mit Oligosacchariden wurden gekennzeichnet (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
Signifikante Unterschiede zwischen den Effekten der einzelnen sHMO-Konzentrationen wurden
mit Kleinbuchstaben markiert. Effekte mit gleichen Buchstaben waren nicht signifikant
verschieden (P>0,05). Für die Reduktionseffekte der sHMO-Fraktion wurde jeweils eine
Regressionskurve angegeben (C, D).
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4.2.5 Potentielle Liganden-Analoga der sHMO-Fraktion

Durch die massenspektrometrische Charakterisierung konnte gezeigt werden, dass die

sHMO-Fraktion aus mehr als 20 verschiedenen Oligosacchariden besteht (Abschnitt

4.1.2). Anhand kommerzieller Oligosaccharid-Standards wurde im Folgenden untersucht,

welche dieser einzelnen Oligosaccharide zu den Effekten auf die Monozyten-Endothelzell-

Interaktionen beitragen.

NeuAc Gal Glcα2-3 β1-4

Fuc
α1-3

NeuAc Gal Glcα2-3

α2-6

β1-4

3‘-Sialyllactose
6‘-Sialyllactose 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose

A

NeuAc α2-3

GlcNAc
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Abbildung 27. STRUKTUREN DER UNTERSUCHTEN OLIGOSACCHARID-STANDARDS

A: Die beiden Hauptkomponenten der sHMO-Fraktion, 3‘-Sialyllactose und 6‘-Sialyllactose,
unterscheiden sich lediglich in der glykosidischen Bindung zwischen Galactose und N-Acetyl-
Neuraminsäure.

B: 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose unterscheidet sich von sLex lediglich durch die Glucose am
reduzierenden Ende (grau hinterlegt). An dieser Stelle trägt sLex ein N-Acetyl-Glucosamin.

C: Das Nonasaccharid Disialyl-fucosyl-LNH trägt sowohl eine Lewis x- als auch eine
defucosylierte Sialyl-Lewis x-Determinante (jeweils grau hinterlegt).
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Zunächst wurde mit 6‘-Sialyllactose und 3‘-Sialyllactose (Abbildung 27 A) der Einfluss

zweier Hauptkomponenten der sHMO-Fraktion bestimmt. Als weiteres wurde der Effekt

der ebenfalls in der sHMO-Fraktion vorkommenden 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose untersucht.

Der einzige Unterschied dieses Tetrasaccharids zu sLex besteht in der am reduzierenden

Ende vorkommenden Glucose, an dessen Stelle beim sLex ein N-Acetyl-Glucosamin steht

(Abbildung 27 B). Des weiteren wurde das Nonasaccharid Disialyl-fucosyl-LNH

verwendet. Diese Struktur enthält sowohl eine Lewis x-Determinante als auch eine

defucosylierte Sialyl-Lewis x-Determinante (Abbildung 27 C). 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose als

auch Disialyl-fucosyl-LNH weisen damit strukturelle Ähnlichkeiten mit den physiologischen

Bindungsdeterminanten der Selektin-Liganden auf. Die TNF-α-stimulierten Endothelzellen

wurden mit den einzelnen Oligosaccharid-Standards in einer Konzentration von 125 µg/ml

inkubiert und die jeweiligen Effekte auf das Rolling und die Adhäsion der Monozyten

bestimmt.

4.2.5.1 Rolling

Die Inkubation der TNF-α-stimulierten Endothelzellen mit 3‘-Sialyllactose bzw. 6‘-

Sialyllactose hatte keinen Einfluss auf das Monozyten-Rolling (P>0,203, n=9 bzw.

P>0,407, n=10). Nach Inkubation der Endothelzellen mit 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose zeigte

sich eine um 23,6% auf 76,4±20,1% (P<0,01, n=9) reduzierte Anzahl rollender

Monozyten. Die Inkubation mit Disialyl-fucosyl-LNH führte zu einer Reduktion des

Monozyten-Rollings um 16,9% auf 83,1±20,7% (P<0,05, n=9). Die Effekte nach

Inkubation mit sLex, 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose, Disialyl-fucosyl-LNH oder der gesamten

sHMO-Fraktion waren nicht signifikant verschieden (Abbildung 28 A).

4.2.5.2 Adhäsion

Die Inkubation der TNF-α-stimulierten Endothelzellen mit 3‘-Sialyllactose führte zu einer

Reduktion adhärenter Monozyten um 7,7% auf 92,3±6,4% (P<0,01, n=9). Durch die

Inkubation mit 6‘-Sialyllactose wurde die Monozyten-Adhäsion nicht beeinflusst (P>0,698,

n=10). Der Einfluss von 3‘-Sialyllactose und 6‘-Sialyllactose auf die Monozyten-Adhäsion

war signifikant verschieden. Nach Inkubation der Endothelzellen mit 3‘-Sialyl-3-

fucosyllactose zeigte sich eine um 35,7% auf 64,3±9,8% (P<0,001, n=9) reduzierte

Anzahl adhärenter Monozyten. Die Inkubation mit Disialyl-fucosyl-LNH führte zu einer

Reduktion der Monozyten-Adhäsion um 34,6% auf 65,4±6,6% (P<0,001, n=9). Es konnte

kein signifikanter Unterschied zwischen den Effekten nach Inkubation mit sLex, 3‘-Sialyl-3-
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fucosyllactose bzw. Disialyl-fucosyl-LNH festgestellt werden. Der Reduktionseffekt dieser

drei Oligosaccharide war signifikant größer als der Effekt nach Inkubation mit 3‘-

Sialyllactose. Der Effekt der gesamten sHMO-Fraktion war signifikant größer als die

einzelnen Effekte aller verwendeten Oligosaccharid-Standards (Abbildung 28 B).

Abbildung 28. EINFLUSS VON OLIGOSACCHARID-STANDARDS DER SHMO-FRAKTION

Effekte verschiedener Oligosaccharid-Standards der sHMO-Fraktion auf Monozyten-Endothelzell-
Interaktionen. Zum Vergleich wurden auch die Effekte von sLex und die Effekte der sHMO-
Gesamtfraktion dargestellt. Die zur Inkubation verwendeten Oligosaccharid-Konzentrationen im
Zellkulturmedium betrugen 125 µg/ml. Die Anzahl der rollenden (A) bzw. adhärenten (B)
Monozyten nach Inkubation der TNF-α-stimulierten Endothelzellen mit den verschiedenen
Oligosacchariden wurde ins Verhältnis zur jeweiligen Anzahl rollender bzw. adhärenter
Monozyten bei der TNF-α-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Oligosacchariden gesetzt
(100%, weißer Balken). Abkürzungen: 3‘-sLac: 3‘-Sialyllactose, 6‘-sLac: 6‘-Sialyllactose, sfLac: 3‘-
Sialyl-3-fucosyllactose, dsfLNH: Disialyl-fucosyl-LNH

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
durch die Inkubation mit Oligosacchariden im Vergleich zu TNF-α-stimulierten Endothelzellen
ohne Inkubation mit Oligosacchariden wurden gekennzeichnet (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
Signifikante Unterschiede zwischen den Effekten der einzelnen Oligosaccharid-Standards
wurden mit Kleinbuchstaben markiert. Effekte mit gleichen Buchstaben waren nicht signifikant
verschieden (P>0,05).
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4.2.6 Einfluss auf Lymphozyten-Endothelzell-Interaktionen

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass sowohl das

Tetrasaccharid sLex als auch Oligosaccharide der sauren HMO-Fraktion das Rolling und

die Adhäsion von Monozyten an Endothelzellen reduzieren. Ob es sich dabei um

Monozyten-spezifische Effekte handelt oder diese Oligosaccharide auch die Interaktionen

anderer Leukozyten mit Endothelzellen beeinflussen können, wurde im Folgenden

untersucht.

4.2.6.1 Charakterisierung

In der aus Buffy-coats isolierten Fraktion wurden 95% der Zellen durchflusszytometrisch

anhand ihrer Größe (FSC) und Granularität (SSC) als Lymphozyten identifiziert

(Abbildung 29 A). Der Anteil der aufgrund dieser Charakterisierung nicht eindeutig von
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Abbildung 29. CHARAKTERISIERUNG DER LYMPHOZYTEN

A: Von der Gesamtzellzahl wurden die Lymphozyten anhand ihrer Größe (FSC) und Granularität
(SSC) eingegrenzt (linker, unterer Qaudrant). Zelltrümmer wurden bei der Bestimmung der
relativen Lymphozyten-Konzentration nicht berücksichtigt und zuvor ausgeschlossen (Rechteck
in der linken, unteren Ecke).

B-D: Nach dem Prinzip der direkten Zweifarbenimmunofluoreszenz wurden zunächst CD14-
positive Monozyten von den Lymphozyten ausgegrenzt (B). Der Anteil der T-Lymphozyten
(CD3+) und B-Lymphozyten (CD19+) wurde bestimmt (C) und die T-Lymphozyten weiter in CD4-
und CD8-positive Zellen unterteilt (D).
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den Lymphozyten abzugrenzenden Monozyten, wurde anhand des Monozyten-

spezifischen-Antigens CD14 mit einem Anteil von 0,5% ermittelt (Abbildung 29 B). Die

korrigierte relative Lymphozyten-Konzentration betrug damit 94,5%.

Da es sich bei den Lymphozyten um eine relativ heterogene Zellpopulation handelt,

wurden die isolierten Lymphozyten nach dem Prinzip der direkten

Zweifarbenimmunofluoreszenz durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 29 B-D).

Der relative Anteil der T-Lymphozyten (CD3+) betrug 65%, der Anteil der B-Lymphozyten

(CD19+) lag bei 7%. 28% der Lymphozyten exprimierten weder CD3 noch CD19

(Abbildung 29 C). Unter den T-Lymphozyten waren 43% Helfer-/Inducer-Lymphozyten

(CD4+) und 34% Suppressor-/zytotoxische Lymphozyten (CD8+). 23% der T-Lymphozyten

exprimierten weder CD4 noch CD8. (Abbildung 29 D).

4.2.6.2 Rolling

Im Vergleich zu TNF-α-stimulierten Endothelzellen rollten auf unstimulierten

Endothelzellen 91,5±1,8% (P<0,001) weniger Lymphozyten. Die Inkubation von TNF-α-

stimulierten Endothelzellen mit der sHMO-Fraktion bewirkte eine Reduktion des

Lymphozyten-Rollings um 14,2% auf 85,8±14,0% (P<0,01). Die Inkubation der

Endothelzellen mit sLex hatte hingegen keinen Effekt (P>0,316). Zwischen den Effekten

der sHMO-Fraktion und sLex bestand kein signifikanter Unterschied (P>0,452) (Abbildung

30 A).

4.2.6.3 Adhäsion

Auf unstimulierten Endothelzellen fand sich im Vergleich zu TNF-α-stimulierten

Endothelzellen eine um 91,5±1,8% (P<0,001) geringere Lymphozyten-Adhäsion. Die

Inkubation von TNF-α-stimulierten Endothelzellen mit sLex bewirkte eine Reduktion

adhärenter Lymphozyten um 36,2% auf 63,8±9,5% (P<0,001). Die Inkubation der

Endothelzellen mit der sHMO-Fraktion führte zu einer Reduktion der Lymphozyten-

Adhäsion um 43,2% auf 56,8±11,6% (P<0,001). Die Reduktionseffekte nach Inkubation

mit sLex oder mit der sHMO-Fraktion waren nicht signifikant verschieden (P>0,157)

(Abbildung 30 B).
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4.2.7 Einfluss auf Granulozyten-Endothelzell-Interaktionen

4.2.7.1 Charakterisierung

In der aus humanem, peripheren Blut isolierten Fraktion wurden 97,5% der Zellen

durchflusszytometrisch anhand ihrer Größe (FSC) und Granularität (SSC) als

Granulozyten identifiziert (Abbildung 31 A). Die isolierten Granulozyten exprimierten

sowohl CD15s (sLex), die am Rolling beteiligte Oligosaccharid-Bindungsdeterminante der

Selektin-Liganden, als auch das an der festen Adhäsion beteiligte β2-Integrin CD11b

(Abbildung 31 B).

4.2.7.2 Rolling

Aufgrund der technischen Gegebenheiten konnte das Rolling der Granulozyten nicht

quantifiziert werden.
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Abbildung 30. EINFLUSS AUF LYMPHOZYTEN-ENDOTHELZELL-INTERAKTIONEN

Effekte von sLex und der sHMO-Fraktion auf Lymphozyten-Endothelzell-Interaktionen. Die zur
Inkubation verwendeten Oligosaccharid-Konzentrationen im Zellkulturmedium betrugen 125
µg/ml. Die Anzahl der rollenden (A) bzw. adhärenten (B) Lymphozyten nach Inkubation der TNF-
α-stimulierten Endothelzellen mit den verschiedenen Oligosacchariden wurde ins Verhältnis zur
jeweiligen Anzahl rollender bzw. adhärenter Lymphozyten bei der TNF-α-stimulierten Kontrolle
ohne Inkubation mit Oligosacchariden gesetzt (100%, weißer Balken).

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
durch die Inkubation mit Oligosacchariden im Vergleich zu TNF-α-stimulierten Endothelzellen
ohne Inkubation mit Oligosacchariden wurden gekennzeichnet (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
Signifikante Unterschiede zwischen den Effekten wurden mit Kleinbuchstaben markiert. Effekte
mit gleichen Buchstaben waren nicht signifikant verschieden (P>0,05).
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4.2.7.3 Adhäsion

Auf unstimulierten Endothelzellen fand sich im Vergleich zu TNF-α-stimulierten

Endothelzellen eine um 82,3±4,4% (P<0,001) geringere Granulozyten-Adhäsion. Die

Inkubation von TNF-α-stimulierten Endothelzellen mit sLex bewirkte eine Reduktion

adhärenter Granulozyten um 35,9% auf 64,1±6,5% (P<0,001). Die Inkubation der

Endothelzellen mit der sHMO-Fraktion führte zu einer Reduktion der Granulozyten-

Adhäsion um 46,1% auf 53,9±12,5% (P<0,001). Der Reduktionseffekt der sHMO-Fraktion

war damit größer als der Effekt nach Inkubation mit sLex (P<0,05) (Abbildung 32).

Abbildung 31. CHARAKTERISIERUNG DER GRANULOZYTEN

A: Von der Gesamtzellzahl wurden die Granulozyten anhand ihrer Größe (FSC) und Granularität
(SSC) eingegrenzt (Oval) und so die relative Granulozyten-Konzentration bestimmt.

B: Der Vergleich der Fluoreszenzverteilungen mit den Isotypen-Negativkontrollen (1) zeigte, dass
die isolierten Granulozyten sowohl CD15s (sLex, 2) als auch das β2-Integrin CD11b (3)
exprimieren.
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4.2.8 Vergleich der Effekte auf Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

Die Effekte, die sLex bzw. die saure HMO-Fraktion auf das Rolling und die Adhäsion der

verschiedenen Leukozyten-Populationen hatten, wurden im Folgenden miteinander

verglichen.

4.2.8.1 Rolling

Es konnte gezeigt werden, dass das Rolling auf unstimulierten Endothelzellen im

Vergleich zu TNF-α-stimulierten Endothelzellen bei Lymphozyten stärker reduziert war als

bei Monozyten (P<0,05). Zwischen Monozyten und Lymphozyten konnte kein Unterschied

der Effekte nach Inkubation mit sLex (P>0,612) oder nach Inkubation mit der sauren HMO-

Fraktion (P>0,137) festgestellt werden (Abbildung 33 A).

Adhäsion [%]
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TNF-α + sLex

TNF-α + sHMO
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Abbildung 32. EINFLUSS AUF GRANULOZYTEN-ENDOTHELZELL-INTERAKTIONEN

Effekte von sLex und der sHMO-Fraktion auf Granulozyten-Endothelzell-Interaktionen. Die zur
Inkubation verwendeten Oligosaccharid-Konzentrationen im Zellkulturmedium betrugen 125
µg/ml. Die Anzahl der adhärenten Granulozyten nach Inkubation der TNF-α-stimulierten
Endothelzellen mit den verschiedenen Oligosacchariden wurde ins Verhältnis zur Anzahl
adhärenter Granulozyten bei der TNF-α-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit
Oligosacchariden gesetzt (100%, weißer Balken).

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
durch die Inkubation mit den Oligosacchariden im Vergleich zu TNF-α-stimulierten Endothelzellen
ohne Inkubation mit Oligosacchariden wurden gekennzeichnet (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).
Signifikante Unterschiede zwischen den Effekten wurden mit Kleinbuchstaben markiert. Effekte
mit gleichen Buchstaben waren nicht signifikant verschieden (P>0,05).
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4.2.8.2 Adhäsion

Die Reduktion der Adhäsion an unstimulierten Endothelzellen war bei Monozyten und

Lymphozyten nicht signifikant verschieden (P>0,675). Die Granulozyten-Adhäsion an

unstimulierten Endothelzellen war jedoch weniger stark reduziert als die Monozyten-

(P<0,05) bzw. Lymphozyten-Adhäsion (P<0,01). Die Effekte von sLex auf die Adhäsion

von Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten waren nicht signifikant verschieden. Die

saure HMO-Fraktion hatte einen stärkeren Reduktionseffekt auf die Monozyten-Adhäsion

als auf die Lymphozyten-Adhäsion (P<0,05). Sowohl zwischen den Effekten der sHMO

auf die Monozyten- und Granulozyten-Adhäsion (P>0,241) als auch zwischen den

Effekten der sHMO auf die Lymphozyten- und Granulozyten-Adhäsion (P>0,465) gab es

keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 33 B).

Abbildung 33. VERGLEICH DER EFFEKTE AUF LEUKOZYTEN-ENDOTHELZELL-INTERAKTIONEN

Vergleich der Effekte von sLex bzw. der sHMO-Fraktion auf das Rolling (A) und die Adhäsion (B)
zwischen Monozyten (schwarze Balken), Lymphozyten (dunkelgraue Balken) und Granulozyten
(hellgraue Balken). Als Bezugspunkt diente jeweils das Rolling bzw. die Adhäsion an TNF-α-
stimulierten Endothelzellen ohne Inkubation mit Oligosacchariden (100%, weißer Balken).

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
zwischen den Effekten auf verschiedene Leukozyten wurden gekennzeichnet (*P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001).
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4.2.9 Einfluss der Endotoxin-Konzentration

Die in den vorangegangenen Versuchen verwendeten neutralen und sauren

Oligosaccharid-Fraktionen aus Humanmilch wiesen nach Detoxifikation mittels

Affinitätschromatographie eine Endotoxin-Konzentration von 1.477,5 bzw. 1.862,6±244,6

pg/mg auf. Durch die Inkubation der Endothelzellen mit diesen Oligosaccharid-Fraktionen

in einer maximalen Konzentration von 125 µg/ml ergab sich daraus im Zellkulturmedium

eine Endotoxin-Konzentration von 184,7 pg/ml für die neutrale bzw. 232,8±30,5 pg/ml für

die saure HMO-Fraktion. Der Einfluss dieser Endotoxin-Konzentrationen auf die

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen wurde im Folgenden untersucht. TNF-α-stimulierte

Endothelzellen wurden für 1 Stunde mit einem Endotoxin-Standard (E. coli Serotyp

O111:B4) in einer Konzentration von 1.000 pg/ml inkubiert. Anschließend wurden

Monozyten in der parallelen Durchflusskammer über die Endothelzellen geleitet und das

Rolling und die Monozyten-Adhäsion quantifiziert (Abbildung 34). Selbst bei einer weit

höheren als der durch die Oligosaccharid-Fraktionen eingebrachten Endotoxin-

Konzentration führte die Inkubation der TNF-α-stimulierte Endothelzellen mit dem

Endotoxin-Standard weder zu einer Veränderung des Monozyten-Rollings (P>0,814) noch

zu einer Veränderung der Anzahl adhärenter Monozyten (P>0,382).

Rolling [%] Adhäsion [%]
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Abbildung 34. EINFLUSS DER ENDOTOXIN-KONZENTRATION AUF MONOZYTEN-
ENDOTHELZELL-INTERAKTIONEN

Die zur Inkubation verwendete Endotoxin-Konzentration c im Zellkulturmedium betrug 1.000
pg/ml. Die Anzahl der rollenden (A) bzw. adhärenten (B) Monozyten nach Inkubation der TNF-α-
stimulierten Endothelzellen mit den Endotoxinen wurde ins Verhältnis zur jeweiligen Anzahl
rollender bzw. adhärenter Monozyten bei der TNF-α-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit
Endotoxinen gesetzt (100%, weisser Balken).

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
konnten nicht festgestellt werden.
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4.3 Untersuchung der Wirkung von Oligosacchariden
auf Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass sowohl sLex als

auch Oligosaccharide der sHMO-Fraktion in löslicher Form die Selektin-vermittelte

Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen zu inhibieren vermögen. Im Folgenden

wurde der Einfluss dieser Oligosaccharide auf die ebenfalls Selektin-vermittelte

Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung untersucht. Die physiologische

Bindungsdeterminante für Selektin-Liganden, sLex, diente als Positivkontrolle, während

TriGal als Negativkontrolle fungierte. Die Effekte der neutralen und der sauren HMO-

Fraktion wurden untersucht.

Peters et al. konnten zeigen, dass als Folge der P-Selektin-vermittelten Thrombozyten-

Granulozyten-Bindung das β2-Integrin CD11b vermehrt auf der Granulozyten-Oberfläche

exprimiert wird (PETERS et al. 1997). Ob HMO die Expression dieses Granulozyten-

Aktivitätsmarkers durch eine mögliche Blockierung der P-Selektin-Bindung beeinflussen

können, wurde im Folgenden ebenfalls untersucht.

Zuvor wurde sowohl die Expression relevanter Thrombozyten- und Granulozyten-

Adhäsionsmoleküle als auch die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung in Vollblut

konfokalmikroskopisch dargestellt.

4.3.1 Konfokalmikroskopische Charakterisierung

Vollblut wurde zunächst zur Aktivierung der Thrombozyten mit 10 µM ADP stimuliert. Die

Oligosaccharid-Bindungsdeterminante CD15s (sLex) des Selektin-Liganden PSGL-1 bzw.

das als Folge der Thrombozyten-Aktivierung vermehrt exprimierte CD11b wurden mit

FITC-konjugierten Antikörpern markiert. Die doppelsträngige DNA des Zellkerns wurde

mit dem Fluorochrom TO-PRO-3-Iodid markiert (Abbildung 35). Granulozyten konnten

anhand ihres polymorphen Zellkerns identifiziert werden (rot) und wiesen eine

ungleichmäßige CD15s-Verteilung auf der Zelloberfläche auf. Diese Clusterung konnte

bei stärkerer Vergrößerung noch deutlicher gezeigt werden (Abbildung 35 A und B, grün).

Das β2-Integrin CD11b wurde ebenfalls auf der Granulozyten-Oberfläche exprimiert. Die

Verteilung war hingegen gleichmäßiger als bei CD15s (Abbildung 35 B, grün).
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Abbildung 35. KONFOKALMIKROSKOPISCHE DARSTELLUNG DER EXPRESSION DER
GRANULOZYTEN-ADHÄSIONSMOLEKÜLE CD15S UND CD11B

Zweifarbenimmunofluoreszenzdarstellung der Expression der Adhäsionsmoleküle CD15s (sLex,
A, B) und CD11b (C) auf polymorphkernigen Granulozyten aus ADP-stimuliertem Vollblut mit
400-fach optischer und 8-fach digitaler Vergrößerung (A, C) bzw. 16-fach digitaler Vergrößerung
(B). Jedes Einzelbild stellt die Überlagerung von jeweils drei konfokalen Schnitten (0,5 µm
Abstand) dar. Die Adhäsionsmoleküle sind jeweils in grün dargestellt (links), während die
doppelsträngige DNA des Zellkerns rot gefärbt wurde (Mitte). Das rechte Bild zeigt jeweils die
Überlagerung der beiden Färbungen.
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anti-human CD15s:FITC Kernfärbung (TO-PRO-3) Überlagerung
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anti-human CD11b:FITC Kernfärbung (TO-PRO-3) Überlagerung

C

400x
8x

B
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Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Thrombozyten P-Selektin (CD62P)

exprimieren, welches den initialen Schritt der Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexbildung vermittelt (Abbildung 36, rot). Die Überlagerung mit den CD11b-

markierten Granuloyzten (Abbildung 36, grün) zeigte, dass die Thrombozyten mit den

Granulozyten assoziiert auftreten, d.h. eine Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexen stattfindet.

4.3.2 Thrombozyten-Granulozyten-Komplexe in ADP-stimuliertem Vollblut

Die Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen wurden zunächst an unstimuliertem

Vollblut untersucht. Im Durchflusszytometer wurden die Granulozyten anhand ihrer Größe

und Granularität eingegrenzt (Abbildung 37 A) und anschließend sowohl die

Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung als auch die CD11b-Expression der

Granulozyten mittels direkter Zweifarbenimmunofluoreszenz bestimmt.

Da es sich bei CD11b um einen Granulozyten-Marker handelt, CD42a aber ausschließlich

von Thrombozyten exprimiert wird, stellen eingegrenzte Messereignisse, die sowohl eine

spezifische Antikörperbindung für CD11b als auch für CD42a zeigen, Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexe dar (rechter, oberer Quadrant im CD11b/CD42a-Punktdiagramm,

Abbildung 37 B). Im unstimulierten Blut waren rund 14,5% der Granulozyten mit

Thrombozyten assoziiert. 93,3% der Zellen exprimierten CD11b.

anti-human CD11b:FITC anti-human CD62P (Cy5) Überlagerung

400x
8x

Abbildung 36. KONFOKALMIKROSKOPISCHE DARSTELLUNG DER BILDUNG VON
THROMBOZYTEN-GRANULOZYTEN-KOMPLEXEN

Zweifarbenimmunofluoreszenzdarstellung der Expression des Granulozytenmarkes CD11b (grün)
und des Thrombozytenmarkers CD62P (rot) aus ADP-stimuliertem Vollblut mit 400-fach optischer
und 8-fach digitaler Vergrößerung. Jedes Einzelbild stellt die Überlagerung von jeweils drei
konfokalen Schnitten (0,5 µm Abstand) dar. Die Überlagerung (rechts) zeigte die Assoziation von
Thrombozyten und Granulozyten.
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Zur Aktivierung der Thrombozyten wurde das Vollblut mit 10 µM ADP stimuliert (PETERS

et al. 1997). Die Fluoreszenzintensitätsverteilung für CD11b und CD42a der

eingegrenzten Granulozyten ist im Punktdiagramm in Abbildung 37 C dargestellt. Der

Anteil der mit Thrombozyten assoziierten Granulozyten (rechter oberer Quadrant) war

deutlich gestiegen. Im ADP-stimulierten Vollblut waren 30,7% der Granulozyten mit

Thrombozyten assoziiert.

98,8% der Zellen exprimierten das β2-Integrin CD11b. Die

Fluoreszenzintensitätsverteilung für CD11b (Abbildung 37 C2) zeigt im Vergleich zum

unstimulierten Blut (Abbildung 37 B2) einen deutlichen Anstieg der medianen

Fluoreszenzintensität, d.h. die einzelnen Granulozyten exprimieren nach Aktivierung der

Thrombozyten mit ADP im Durchschnitt mehr CD11b.
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Abbildung 37. THROMBOZYTEN-GRANULOZYTEN-KOMPLEXE IN VOLLBLUT

A: Granulozyten wurden anhand ihrer Größe (FSC) und Granularität (SSC) eingegrenzt.

B: Die Anzahl der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexe wurde nach dem Prinzip der direkten
Zweifarbenimmunofluoreszenz bestimmt. Die Abtrennung der Quadranten erfolgte aufgrund der
Bestimmung unspezifischer Antikörperbindungen (B1, B2). Die Trennlinien repräsentieren jeweils
die 98%-Schwelle der Fluoreszenzintensität der Isotypen-Negativkontrollen. Messereignisse, die
sowohl eine positive Antikörperbindung für CD11b als auch für CD42a zeigen, wurden als
Thrombozyten-Granulozyten-Komplexe gewertet (rechter, oberer Quadrant).

C: Nach Aktivierung der Thrombozyten mit ADP erhöhte sich der Anteil der Thrombozyten-
Granulozyten-Komplexe (C1). Darüber hinaus kam es zu einer deutlichen Verschiebung der
CD11b-Fluoreszenzintensitätsverteilung (C2), d.h. die Granulozyten exprimierten vermehrt den
Aktivitätsmarker CD11b.

B1, B2, C1, C2: Fluoreszenzintensitätshistogramme. Die schwarzen Linien stellen die
Fluoreszenzverteilungen für CD42a bzw. CD11b dar. Die grauschraffierten Flächen
repräsentieren die entsprechenden Verteilungen der Isotypen-Negativkontrollen.
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4.3.3 Qualitative Struktur-Wirkungs-Beziehung

Um den Einfluss von Oligosacchariden auf die Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen

zu untersuchen, wurde Vollblut zunächst zur Aktivierung der Thrombozyten mit 10 µM

ADP stimuliert und anschließend in einer Konzentration von 125 µg/ml für 30 min mit sLex,

TriGal oder der neutralen bzw. sauren HMO-Fraktion inkubiert (Abbildung 38).

Abbildung 38. QUALITATIVE STRUKTUR-WIRKUNGS-BEZIEHUNG

Durchflusszytometrische Untersuchung der Effekte verschiedener Oligosaccharide auf die
Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung. Die Konzentration der Oligosaccharid-Standards
bzw. -Fraktionen im Vollblut betrug jeweils 125 µg/ml. Die Abtrennung der Quadranten erfolgte
aufgrund der Bestimmung unspezifischer Antikörperbindungen. Die Trennlinien repräsentieren
jeweils die 98%-Schwelle der Fluoreszenzintensität der Isotypen-Negativkontrollen.

Im Vergleich zum unstimulierten Blut (A) war der Anteil an Thrombozyten-Granulozyten-
Komplexen (rechter, oberer Quadrant) nach Stimulation mit ADP deutlich erhöht (B). Die
zusätzliche Inkubation mit sLex (C) oder der sHMO-Fraktion (E) zeigte eine Reduktion der
Thrombozyten-Granulozyten-Komplexe im Vergleich zum ADP-stimulierten Blut ohne Inkubation
mit Oligosacchariden (B). Sowohl TriGal (D) als auch die nHMO-Fraktion (F) zeigten keinen
Effekt.
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Im Vergleich zum ADP-stimulierten Blut ohne Inkubation mit Oligosacchariden (Abbildung

38 B) zeigte die zusätzliche Inkubation mit sLex im CD11b/CD42a-Punktdiagramm

(Abbildung 38 C) sowohl eine Verschiebung nach unten (verminderte Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexbildung) als auch eine Verschiebung nach links (verminderte

CD11b-Expression). Die Inkubation mit TriGal zeigte im Vergleich zum ADP-stimulierten

Blut ohne Oligosaccharid-Inkubation keine Veränderung (Abbildung 38 D). Wurde das

Blut mit der sHMO-Fraktion inkubiert zeigte sich eine deutlich verminderte Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexbildung und auch die CD11b-Expression der Granulozyten war

deutlich reduziert (Abbildung 38 E). Die nHMO-Fraktion hatte hingegen keinen Effekt

(Abbildung 38 F).

Neben der qualitativen Struktur-Wirkungs-Beziehung sollten die Effekte der

verschiedenen Oligosaccharide auf die Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen auch

quantifiziert werden. Zuvor wurde jedoch die optimale Inkubationszeit mit den

Oligosacchariden bestimmt.

4.3.4 Zeit-Wirkungs-Beziehung

Da die Inkubationsdauer mit den Oligosacchariden möglicherweise einen Einfluss auf

deren Wirkung hat, wurde im Folgenden zunächst die optimale Inkubationsdauer anhand

der sHMO-Fraktion ermittelt. Vollblut wurde zur Aktivierung der Thrombozyten für 5 min

mit 10 µM ADP stimuliert und anschließend für 60, 45, 30, 15 und 5 min mit der sHMO-

Fraktion in einer Konzentration von 125 µg/ml inkubiert oder sofort nach der Zugabe der

sHMO-Fraktion analysiert (t=0).

Der Einfluss der Oligosaccharide auf die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung

wurde als prozentuales Verhältnis der medianen Fluoreszenzintensität von CD42a

(MFICD42a) im Vergleich zur ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit

Oligosacchariden angegeben. Bei Zugabe der Oligosaccharide zu ADP-stimuliertem Blut

und sofortiger Analyse ohne Inkubationszeit verringerte sich das MFICD42a-Verhältnis und

damit die Anzahl der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexe um 3,6 auf 96,4%. Nach

einer Inkubationszeit von 5, 15, 30, 45 bzw. 60 min reduzierte sich die Komplexbildung

entsprechend auf 85,8, 77,7, 78,4, 79,9 bzw. 82,1% (Abbildung 39). Da der Effekt auf die

Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung nach einer Inkubationszeit von 15 min

maximal war, wurden in der Folge alle weiteren Experimente mit dieser Inkubationszeit

durchgeführt.
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4.3.5 Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehung

Zur Quantifizierung der Struktur-Wirkungs-Beziehung wurde Vollblut zur Aktivierung der

Thrombozyten mit 10 µM ADP stimuliert und anschließend für 15 min mit sLex, TriGal,

nHMO oder sHMO in einer Konzentration von 125 µg/ml inkubiert. Für jeden Standard

bzw. für jede HMO-Fraktion wurden jeweils zehn unabhängige Experimente mit Blut

verschiedener Spender durchgeführt.

4.3.5.1 Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung

Der Einfluss der Oligosaccharide auf die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung

wurde als MFICD42a-Verhältnis im Vergleich zur ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation

mit Oligosacchariden angegeben (Abbildung 40 A). In unstimuliertem Blut fand sich eine

um 37,9±13,2% (P<0,001) geringere Anzahl an Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen

als in ADP-stimuliertem Blut (100%).

Die Inkubation des ADP-stimulierten Blutes mit sLex bewirkte eine Reduktion der

Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung um 14,7 auf 85,3±8,8% (P<0,01). Das als

Abbildung 39. ZEIT-WIRKUNGS-BEZIEHUNG

Durchflusszytometrische Untersuchung der Effekte verschiedener Inkubationszeiten auf die
Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung. Die zur Inkubation verwendete Konzentration der
sHMO-Fraktion im Vollblut betrug 125 µg/ml. Die MFICD42a der einzelnen Ansätze wurde ins
Verhältnis zur MFICD42a der ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Oligosacchariden
gesetzt (100%, weißer Balken). MFICD42a gilt als Maß für die Thrombozyten-Granulozyten-
Komplexbildung. Durch die Inkubation mit der sHMO-Fraktion wurde die Thrombozyten-
Granulozyten-Komplexbildung in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer (t) reduziert. Ein
maximaler Effekt zeigte sich nach einer Inkubationszeit von 15 min.
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Negativkontrolle verwendete TriGal hatte hingegen keinen Effekt (P>0,344). Die

Inkubation mit der sHMO-Fraktion führte zu einer Reduktion der Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexbildung um 20,3% auf 79,7±7,4% (P<0,001). Durch Inkubation mit

der nHMO-Fraktion wurde die Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen um

3,7% auf 96,3±4,2% (P<0,05) verringert. Der Reduktionseffekt der sHMO-Fraktion war

signifikant größer als der Effekt der nHMO-Fraktion (P<0,001).

Abbildung 40. STRUKTUR-WIRKUNGS-BEZIEHUNG

Durchflusszytometrische Untersuchung der Effekte verschiedener Oligosaccharid-Standards bzw.
Fraktionen auf die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung. Die zur Inkubation verwendete
Oligosaccharid-Konzentration im Vollblut betrug 125 µg/ml. Die mediane Fluoreszenzintensität
(MFI) von CD42a (A) bzw. CD11b (B) der einzelnen Ansätze wurde ins Verhältnis zur jeweiligen
MFI der ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Oligosacchariden gesetzt (100%, weißer
Balken). Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung von zehn
unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede durch die Inkubation mit
Oligosacchariden im Vergleich zum ADP-stimulierten Blut ohne Inkubation mit Oligosacchariden
wurden gekennzeichnet. (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). Signifikante Unterschiede zwischen
den Effekten der einzelnen Oligosaccharid-Standards bzw. -Fraktionen wurden mit
Kleinbuchstaben markiert. Gleiche Buchstaben bedeuten keinen signifikanten Unterschied
(P>0,05).

C: Die schwarze Linie zeigt die CD11b-Fluoreszenzintensitätsverteilung der unstimulierten
Kontrolle. Die grauschraffierte Fläche stellt die Verteilung nach Stimulation mit ADP dar. D, E: Die
schwarze Linie zeigt die CD11b-Fluoreszenzintensitätsverteilung des mit ADP-stimulierten und
mit sHMO bzw. nHMO inkubierten Blutes. Die grauschraffierte Fläche stellt die Verteilung des
ADP-stimulierten Blutes ohne weitere Inkubation mit Oligosacchariden dar.
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4.3.5.2 Expression des β2-Integrins CD11b

Der Einfluss der Oligosaccharide auf die CD11b-Expression wurde als MFICD11b-Verhältnis

im Vergleich zur ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Oligosacchariden

angegeben (Abbildung 40 B). Die CD11b-Expression der Granulozyten in unstimuliertem

Blut war um 60,5±11,1% (P<0,001) geringer als in ADP-stimuliertem Blut (100%,

Abbildung 40 C).

Wurde das ADP-stimulierte Blut mit sLex inkubiert verringerte sich die CD11b-Expression

um 24,9% auf 75,1±20,5% (P<0,05). Die Negativkontrolle, TriGal, hatte keinen Effekt

(P>0,565). Die Inkubation mit der sHMO-Fraktion führte zu einer Reduktion der CD11b-

Expression um 30,5% auf 69,5±15,7% (P<0,001) (Abbildung 40 D). Die nHMO-Fraktion

hatte keinen Effekt (P>0,134) (Abbildung 40 E).

4.3.6 Dosis-Wirkungs-Beziehung

Zur Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Beziehung wurde die Konzentration der sHMO-

Fraktion im Vollblut sukzessive vermindert. Vollblut wurde zur Aktivierung der

Thrombozyten mit 10 µM ADP stimuliert und anschließend für 15 min mit der sHMO-

Fraktion in den folgenden Konzentrationen inkubiert: 125, 87,5, 50, 25, 12,5 und 6,25

µg/ml. Für jede Konzentration wurden jeweils zehn unabhängige Experimente mit Blut

verschiedener Spender durchgeführt.

4.3.6.1 Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung

Der Einfluss der Oligosaccharide auf die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung

wurde als MFICD42a-Verhältnis im Vergleich zur ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation

mit Oligosacchariden angegeben (Abbildung 41 A). Die Anzahl der Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexe in unstimuliertem Blut war um 37,9±13,2% (P<0,001) geringer als

nach Aktivierung der Thrombozyten mit ADP (100%).

Die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung in ADP-stimuliertem Blut wurde nach

Inkubation mit der sHMO-Fraktion in einer Konzentration von 125, 87,5, 50, 25 bzw. 12,5

µg/ml auf 79,7±7,4% (P<0,001), 82,2±7,0% (P<0,001), 86,4±7,1% (P<0,001), 90,2±4,8%

(P<0,001) bzw. 92,7±3,7 (P<0,001) reduziert. Die Inkubation des Blutes mit der sHMO-

Fraktion in einer Konzentration von 6,25 µg/ml hatte keinen Einfluss auf die Bildung von
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Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen (P>0,053). Die Effekte bei einer Konzentration

von 25 und 12,5 µg/ml waren nicht signifikant verschieden.

Abbildung 41. DOSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNG

Durchflusszytometrische Untersuchung der Effekte verschiedener sHMO-Konzentrationen (c, in
µg/ml) auf die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung. Die mediane Fluoreszenzintensität
(MFI) von CD42a (A) bzw. CD11b (B) der einzelnen Ansätze wurde ins Verhältnis zur jeweiligen
MFI der ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Oligosacchariden gesetzt (100%, weißer
Balken).

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung von zehn unabhängigen
Experimenten. Signifikante Unterschiede durch die Inkubation mit Oligosacchariden im Vergleich
zum ADP-stimulierten Blut ohne Inkubation mit Oligosacchariden wurden gekennzeichnet.
(*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). Signifikante Unterschiede zwischen den Effekten der einzelnen
sHMO-Konzentrationen wurden mit Kleinbuchstaben markiert. Gleiche Buchstaben bedeuten
keinen signifikanten Unterschied (P>0,05). Für die Reduktionseffekte der sHMO-Fraktion wurde
jeweils eine Regressionskurve angegeben (C, D).
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Die Berechnung der Regressionskurve für die Effekte auf die Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexbildung in Abhängigkeit von der sHMO-Konzentration lieferte einen

logarithmischen Funktionsverlauf (Abbildung 41 C). Bei zunehmender sHMO-

Konzentration nimmt der Grenzeffekt ab, d.h. pro zusätzlicher Konzentrationseinheit wird

der Effekt auf die Komplexbildung geringer.

4.3.6.2 Expression des β2-Integrins CD11b

Der Einfluss der Oligosaccharide auf die CD11b-Expression wurde als MFICD11b-Verhältnis

im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Oligosacchariden

angegeben (Abbildung 41 B). In unstimuliertem Blut exprimierten die Granulozyten um

60,5±11,1% (P<0,001) weniger CD11b als in ADP-stimuliertem Blut (100%).

Die Inkubation des ADP-stimulierten Blutes mit der sHMO-Fraktion führte bei einer

Oligosaccharid-Konzentration von 125, 87,5, 50 bzw. 25 µg/ml zu einer Reduktion der

CD11b-Expression auf 69,5±15,7% (P<0,001), 70,5±14,9% (P<0,001), 79,8±10,6%

(P<0,001) bzw. 76,6±21,3% (P<0,01). In einer Konzentration von 12,5 und 6,25 µg/ml

hatte die sHMO-Fraktion keinen Effekt auf die CD11b-Expression (P>0,108 und P>0,134).

Die Effekte bei einer Konzentration von 125, 87,5 und 25 µg/ml wiesen keinen

signifikanten Unterschied auf (P>0,05). Gleiches galt für die Effekte bei einer

Konzentration von 87,5, 50 und 25 µg/ml sowie bei 12,5 und 6,25 µg/ml.

Die Berechnung der Regressionskurve für die sHMO-Effekte auf die CD11b-Expression

auf der Granulozyten-Oberfläche lieferte einen logarithmischen Funktionsverlauf

(Abbildung 41 D).

4.3.7 Einfluss der Endotoxin-Konzentration

Die in den vorangegangenen Versuchen verwendeten neutralen und sauren

Oligosaccharid-Fraktionen aus Humanmilch wiesen nach Detoxifikation mittels

Affinitätschromatographie eine Endotoxin-Konzentration von 815,5±2,1 bzw. 790,9±121,4

pg/mg auf. Durch die Inkubation des Vollblutes mit diesen Oligosaccharid-Fraktionen in

einer maximalen Konzentration von 125 µg/ml ergab sich daraus im Vollblut eine

Endotoxin-Konzentration von 102,0±0,2 pg/ml für die neutrale bzw. 98,9±15,2 pg/ml für
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die saure HMO-Fraktion. Der Einfluss dieser Endotoxin-Konzentration auf die

Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen wurde im Folgenden untersucht.

Unstimuliertes sowie ADP-stimuliertes Blut wurde für 15 min bei Raumtemperatur mit

einem Endotoxin-Standard (E. coli Serotyp O111:B4) in zwei verschiedenen

Konzentrationen (100 pg/ml und 1.000 pg/ml) inkubiert. Für jede Variable wurden jeweils

drei unabhängige Experimente durchgeführt.

4.3.7.1 Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung

Der Einfluss der Endotoxine auf die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung wurde

als MFICD42a-Verhältnis im Vergleich zur ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit

Endotoxinen angegeben (Abbildung 42 A). Die Inkubation des unstimulierten Blutes mit

Endotoxinen führte weder bei der relevanten Konzentration von 100 pg/ml (P>0,423) noch

bei einer entsprechend höheren Konzentration von 1.000 pg/ml (P>0,664) zu einer

Veränderung der Anzahl an Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen. Die Inkubation des

ADP-stimulierten Blutes mit dem Endotoxin-Standard führte ebenfalls zu keiner

Veränderung bei der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung (P>0,915 bei 100

pg/ml bzw. P>0,066 bei 1.000 pg/ml).

4.3.7.2 Expression des β2-Integrins CD11b

Der Einfluss der Endotoxine auf die CD11b-Expression wurde als MFICD11b-Verhältnis im

Vergleich zur ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Endotoxinen angegeben

(Abbildung 42 B). Die Inkubation des unstimulierten Blutes mit Endotoxinen führte bei

einer relevanten Konzentration von 100 pg/ml zu keiner Veränderung der CD11b-

Expression (P>0,184). Bei einer Endotoxin-Konzentration von 1.000 pg/ml war die

CD11b-Expression der Granulozyten jedoch signifikant erhöht (P<0,05). Diese Endotoxin-

Konzentration wurde durch die Verwendung der HMO-Fraktionen jedoch nicht erreicht.

Die Inkubation des ADP-stimulierten Blutes mit dem Endotoxin-Standard führte weder bei

einer Konzentration von 100 pg/ml (P>0,417) noch bei einer Konzentration von 1.000

pg/ml (P>0,102) zu einer Veränderung der CD11b-Expression der Granulozyten.
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Abbildung 42. EINFLUSS DER ENDOTOXIN-KONZENTRATION

Durchflusszytometrische Untersuchung der Effekte von Endotoxinen in einer Konzentration von
100 bzw. 1.000 pg/ml auf die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung. Die mediane
Fluoreszenzintensität (MFI) von CD42a (A) bzw. CD11b (B) der einzelnen Ansätze wurde ins
Verhältnis zur jeweiligen MFI der ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation mit Endotoxinen
gesetzt (100%, weißer Balken).

Signifikante Unterschiede durch die Inkubation von unstimuliertem bzw. ADP-stimuliertem Blut
mit Endotoxinen im Vergleich zur unstimulierten bzw. ADP-stimulierten Kontrolle ohne Inkubation
mit Endotoxinen wurden mit Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Gleiche Buchstaben bedeuten
keinen signifikanten Unterschied (P>0,05).
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4.4 Untersuchung der Wirkung von Oligosacchariden
auf Thrombozyten-Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Oligosaccharide der

sauren HMO-Fraktion Selektin-vermittelte Zell-Zell-Interaktionen inhibieren können,

sowohl zwischen Leukozyten und Endothelzellen als auch zwischen Thrombozyten und

Granulozyten. Als Folge der reduzierten Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung

nach Inkubation mit der sHMO-Fraktion kam es zu einer verminderten Expression von

CD11b auf der Granulozyten-Oberfläche. Dieses β2-Integrin spielt bei der Extravasation

von Granulozyten ins umliegende Gewebe eine wichtige Rolle, indem es als Heterodimer

mit CD18 an endothelständige Moleküle der Immunglobulin Superfamilie bindet und somit

die feste Adhäsion ans Endothel vermittelt (Abschnitt 1.3.1.1.2). Im Folgenden wurde

untersucht, ob die durch HMO reduzierte CD11b-Expression die Granulozyten-Adhäsion

an Endothelzellen beeinflusst.

4.4.1 Untersuchungen mit isolierten Thrombozyten und Granulozyten

Die Interaktionen zwischen Thrombozyten, Granulozyten und Endothelzellen sollten

zunächst anhand von isolierten Thrombozyten und Granulozyten untersucht werden.

Hierfür wurde eine Thrombozyten-Granulozyten-Suspension in die Durchflusskammer

injiziert, um dort mit den Endothelzellen zu interagieren. Bei der durchflusszytometrischen

Analyse der isolierten Granulozyten konnte jedoch beobachtet werden, dass die CD11b-

Expression im Vergleich zu ruhenden Granulozyten im Vollblut bereits erhöht war

(Abbildung 43 A). Wurden die Granulozyten mit ruhenden Thrombozyten versetzt, konnte

keine weitere Expressionsinduktion des β2-Integrins CD11b festgestellt werden

(Abbildung 43 B). Die Stimulation der Thrombozyten mit 10 µM ADP führte zwar zu einer

Erhöhung der P-Selektin-Expression auf der Thrombozyten-Oberfläche und zu einer

vermehrten Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen. Die CD11b-Expression

der Granulozyten konnte jedoch nicht weiter stimuliert werden (Abbildung 43 C).

Da die Aktivierung der Thrombozyten keinen Einfluss auf die CD11b-Expression der

isolierten Granulozyten zeigte, wurden die Versuche mit isolierten Thrombozyten und

Granulozyten eingestellt.
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Abbildung 43. CD11B-EXPRESSION AUF DER OBERFLÄCHE VON ISOLIERTEN GRANULOZYTEN

Isolierte Granulozyten wurden entweder ohne Thrombozyten (HBSS als Puffer), oder nach
Inkubation mit unstimulierten bzw. ADP-stimulierten Thrombozyten analysiert.

A: Fluoreszenzintensitätshistogramme zur P-Selektin-Expression (CD62P) von unstimulierten
und ADP-stimulierten Thrombozyten.

B: Durchflusszytometrische Untersuchung der Effekte auf die Thrombozyten-Granulozyten-
Komplexbildung nach Inkubation von isolierten Granulozyten mit HBSS bzw. unstimulierten und
ADP-stimulierten Thrombozyten. Die Trennlinien repräsentieren jeweils die 98%-Schwelle der
Fluoreszenzintensität in unstimuliertem Vollblut.

C: Fluoreszenzintensitätshistogramme zur CD11b-Expression auf der Oberfläche von isolierten
Granulozyten nach der Inkubation mit HBSS bzw. unstimulierten und ADP-stimulierten
Thrombozyten (schwarze Linie). Die grauschraffierten Flächen repräsentieren die
Fluoreszenzintensitätsverteilung in unstimuliertem Vollblut.
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4.4.2 Untersuchungen mit verdünntem Vollblut und Endothelzellen

In der Folge wurden die Versuche mit verdünntem Vollblut (1:5 in Leukozytenmedium)

durchgeführt. Da adhärente Granulozyten nicht von adhärenten Monozyten oder

Lymphozyten unterschieden werden konnten, wurden nachfolgend allgemein

Thrombozyten-Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen untersucht. Im Gegensatz zu

isolierten Leukozyten-Fraktionen führte die hohe Erythrozyten-Konzentration im Vollblut

dazu, dass trotz der Verdünnung des Blutes das Verhalten von einzelnen Zellen bei der

Passage nicht beobachtet werden konnte. Die Bestimmung der Anzahl rollender

Leukozyten war deshalb nicht möglich. Nachdem alle nicht-adhärenten Zellen das System

passiert hatten, konnte die Anzahl der verbleibenden, adhärenten Zellen bestimmt

werden.

Nach der Passage von unstimuliertem Vollblut über unstimulierte Endothelzellen konnte

nur vereinzelt eine Adhäsion von Leukozyten beobachtet werden (Abbildung 45, oberste

Reihe). Im Vergleich dazu nahm die Leukozyten-Adhäsion nach Stimulation der

Endothelzellen mit TNF-α deutlich zu (Abbildung 45, mittlere Reihe).

Zur Aktivierung der Thrombozyten wurde das Vollblut mit 10 µM ADP inkubiert. In der

Folge konnte eine um den Faktor 1,5 vermehrte Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexbildung (Abbildung 44 A1) sowie eine um den Faktor 2,7 erhöhte CD11b-

Expression auf der Granulozyten-Oberfläche gemessen werden (Abbildung 44 A2). Im

Vergleich zum unstimulierten Vollblut hatte die Stimulation mit ADP jedoch keinen Einfluss

auf die Leukozyten-Adhäsion an TNF-α-stimulierten Endothelzellen (P>0,646) (Abbildung

45, untere Reihe, links und Abbildung 46).

Da die Stimulation mit ADP möglicherweise nicht ausreichend war, um einen Effekt auf

die Thrombozyten-Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen zu zeigen, wurde zur

Aktivierung der Thrombozyten das Vollblut mit TRA (Thrombin-Rezeptor-Agonist)

inkubiert. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass nach der Inkubation mit TRA

nahezu alle Granulozyten mit Thrombozyten assoziiert waren (Abbildung 44, B1). Die

mediane Fluoreszenzintensität für CD42a nahm im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle

um den Faktor 24,4 zu und war damit auch im Vergleich zum ADP-stimulierten Vollblut

deutlich erhöht. Darüber hinaus führte die Inkubation mit TRA zu einer deutlichen

Erhöhung der CD11b-Expression auf der Granulozyten-Oberfläche. Die mediane

Fluoreszenzintensität nahm um den Faktor 4,3 zu (Abbildung 44, B2). Ein Einfluss auf die
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Leukozyten-Adhäsion an TNF-α-stimulierte Endothelzellen konnte jedoch nicht

beobachtet werden (P>0,257) (Abbildung 45, untere Reihe, Mitte und Abbildung 46).

Um auszuschließen, dass die Assoziation mit Thrombozyten zu einer sterischen

Behinderung der Interaktion zwischen dem Integrin-Heterodimer CD11b/CD18 auf der

Granulozyten-Oberfläche und den Molekülen der Immunglobulin Superfamilie auf der

Endothelzell-Oberfläche führt, wurde das Vollblut mit fMLP inkubiert. Das Tripeptid

bakteriellen Ursprungs induzierte die CD11b-Expression der Granulozyten um den Faktor

7,2, ohne dass es dabei zu einer Zunahme der Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexbildung kam (Abbildung 44, C1 und C2). Die Inkubation mit fMLP hatte im

Vergleich zu unstimuliertem Vollblut jedoch ebenfalls keinen Einfluss auf die Leukozyten-

Adhäsion an TNF-α-stimulierte Endothelzellen (P>0,769) (Abbildung 45, untere Reihe,

rechts und Abbildung 46).
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Abbildung 44. THROMBOZYTEN-GRANULOZYTEN-KOMPLEXE IN VOLLBLUT NACH
STIMULATION MIT ADP, TRA ODER FMLP

Die Punktdiagramme stellen die Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen nach
Stimulation des Vollblutes mit ADP (A1), TRA (B1) bzw. fMLP (C1) dar. Die schwarzen Linien
repräsentieren zum Vergleich jeweils 98% der Fluoreszenzintensität in der unstimulierten
Blutprobe.

Die schwarzen Linien in den Histogrammen zeigen jeweils die Fluoreszenzverteilung für
CD11b:FITC nach Stimulation des Vollblutes mit ADP (A2), TRA (B2) bzw. fMLP (C2). Zum
Vergleich ist die jeweilige Fluoreszenzverteilung in der unstimulierten Blutprobe angegeben
(graue Fläche).
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Es läßt sich zusammenfassen, dass eine Induktion der Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexbildung und die nachfolgende Erhöhung der CD11b-Expression nicht zu einer

Veränderung der Leukozyten-Adhäsion an Endothelzellen führte. Eine Untersuchung, ob

die durch HMO reduzierte CD11b-Expression die Granulozyten-Adhäsion an

Endothelzellen beeinflusst, erübrigte sich folglich.
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Abbidlung 45. LEUKOZYTEN-ENDOTHELZELL-INTERAKTIONEN MIT VOLLBLUT

Mikroskopische Darstellung der nach den Durchflussversuchen adhärenten Leukozyten aus
ADP-, TRA- bzw. fMLP-stimuliertem Vollblut. Durch den verwendeten optischen Grünfilter
konnten die hellgrün erscheinenden Leukozyten deutlich von den dunkelgrünen Endothelzellen
unterschieden werden. Die Versuche wurden entweder mit unstimulierten Endothelzellen
durchgeführt (obere Reihe) oder mit Endothelzellen, die zuvor mit TNF-α stimuliert wurden
(mittlere und untere Reihe).



Ergebnisse

116

Adhäsion [%]

TNF-α, unstimuliert

TNF-α, ADP

TNF-α, TRA

TNF-α, fMLP 96,5

83,6

99,3

100

0 50 100 150

Abbildung 46. ADHÄSION VON LEUKOZYTEN AUS VOLLBLUT AN AKTIVIERTE ENDOTHELZELLEN

Effekte verschiedener Stimuli auf die Adhäsion von Leukozyten an TNF-α-aktivierte
Endothelzellen. Die Anzahl adhärenter Leukozyten nach Stimulation des Vollblutes mit ADP, TRA
bzw. fMLP wurde ins Verhältnis zur Anzahl adhärenter Leukozyten aus unstimuliertem Vollblut
gesetzt (100%, weißer Balken). Dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die
Standardabweichung.
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5 Diskussion

5.1 Einfluss von Humanmilch-Oligosacchariden
auf Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

5.1.1 Bewertung des In-vitro-Systems

Die Extravasation von Leukozyten spielt eine zentrale Rolle im Inflammationsgeschehen.

Die initialen Interaktionen zwischen Leukozyten und den aktivierten Endothelzellen führt

zu einer Verlangsamung der Leukozyten aus dem Blutstrom und wird über

Adhäsionsmoleküle der Selektin-Familie vermittelt (Abschnitt 1.3.1). Die aus humanen

Nabelschnurvenen isolierten Zellen konnten sowohl morphologisch als auch

immunochemisch eindeutig als Endothelzellen identifizierten werden. Die Inkubation der

Zellen mit TNF-α führte nach 4 Stunden zu einer maximalen E-Selektin-Expression, was

sich mit Beobachtungen von Bevilacqua et al. deckt (BEVILACQUA et al. 1989). Die

Expression von P-Selektin konnte durch die Inkubation mit TNF-α nicht induziert werden.

Aus Studien von Yao et al. geht hervor, dass weder die Inkubation mit TNF-α noch die

Stimulation mit Interleukin-1β oder LPS zu einer vermehrten Expression von P-Selektinen

auf HUVEC führt (YAO et al. 1996). Da sich die Funktionen der Selektine beim Rolling

teilweise überlappen (Abschnitt 1.3.1.1.1), konnte auch bei einer Basisexpression von P-

Selektin eine rollende Verlangsamung der Leukozyten beobachtet werden. Die HUVEC

exprimierten darüber hinaus die Adhäsionsmoleküle der Immunglobulin Superfamilie,

ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1, so dass die Voraussetzungen für eine anschließende feste

Adhäsion gegeben waren.

Die Leukozyten wurden jeweils durchflusszytometrisch anhand ihrer Größe und

Granularität identifiziert. Die relativen Konzentrationen der Monozyten, Lymphozyten bzw.

Granulozyten lagen jeweils bei über 90%, so dass klare Aussagen über das Verhalten der

einzelnen Leukozyten-Fraktionen getroffen werden konnten. Der Anteil der B-Zellen und

T-Zellen bzw. der Anteil CD4- und CD8-positiver Zellen in der Lymphozyten-Fraktion

entspricht den Verhältnissen im Blut gesunder Menschen (GAEHTGENS 1994).

Am Beispiel der Granulozyten konnte gezeigt werden, dass sowohl sLex als

Bindungsdeterminante der Selektin-Liganden als auch CD11b als Ligand der Moleküle

der Immunglobulin Superfamilie exprimiert werden. Damit wurde sichergestellt, dass
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sowohl auf der Oberfläche der Endothelzellen als auch auf der Oberfläche der Leukozyten

die entsprechenden Adhäsionsmoleküle für das Rolling und die feste Adhäsion vorhanden

waren.

Die Leukozyten wurden mit einer Flussrate von 6,7 ml/h über die Endothelzellen geleitet.

Aus dieser Geschwindigkeit berechnete sich ein shear-stress von 1 dyne/cm2, was den

physiologischen Bedingungen in Kapillaren entspricht (MAYER et al. 2002).

Die Natrium-Konzentration der Oligosaccharide lag bei rund 0,3 mmol/l. Die Natrium-

Konzentration im Blut gesunder Menschen beträgt rund 140 mmol/l und unterliegt

Schwankungen von 2-3 mmol/l (GAEHTGENS 1994). Es ist deshalb nicht zu erwarten, dass

die über die HMO-Fraktion eingebrachte Natrium-Menge durch osmotische Effekte zu

einer Beeinträchtigung des Systems führte.

Anhand von LPS-Standards konnte gezeigt werden, dass die Endotoxin-Konzentration

der verwendeten Oligosaccharid-Standards bzw. HMO-Fraktionen keinen Einfluss auf das

Rolling oder die Adhässion der Leukozyten hat. Die beobachteten Effekte können somit

auf die Oligosaccharide zurückgeführt werden.

Der Einfluss der Oligosaccharide auf das Rolling war in der Regel geringer als der

Einfluss auf die Leukozyten-Adhäsion. Vor allem bei geringen Wirkungen auf die feste

Adhäsion konnte unter gleichen Bedingungen kein Einfluss auf das Rolling beobachtet

werden. 3‘-Sialyllactose reduzierte die feste Adhäsion der Monozyten um 7,7±6,4%, hatte

jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das Monozyten-Rolling. Die Inkubation der

Endothelzellen mit sLex führte ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der Monozyten-

Adhäsion um 36,7±8,0%. Das Rolling wurde durch sLex jedoch nicht beeinflusst. Die

sHMO-Fraktion reduzierte sowohl das Rolling als auch die feste Adhäsion. Bei der

sukzessiven Abnahme der sHMO-Konzentration konnte jedoch beobachtet werden, dass

das Rolling bereits bei einer Konzentration von 50 µg/ml nicht mehr signifikant beeinflusst

wurde, während die feste Adhäsion noch bei einer Konzentration von 25 µg/ml um

23,7±9,2% reduziert wurde.

Diese unterschiedlichen Ergebnisse auf das Rolling und die Adhäsion lassen sich

möglicherweise dadurch erklären, dass die Einflüsse auf das Rolling im verwendeten In-

vitro-System unterschätzt werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass

Leukoyzten bei der Verlangsamung aus dem Blutstrom eine bestimmte individuelle
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Anzahl an Selektin-vermittelten Kontakten benötigen bis sie fest an das Endothel

adhärieren können. Oligosaccharide, die als Selektin-Liganden-Analoga wirken,

blockieren einige dieser Selektine, so dass sich die Wegstrecke zwischen dem initialen

Kontakt und der festen Adhäsion verlängert. Für einige Leukozyten verlängert sich diese

Wegstrecke möglicherweise derart, dass die Selektin-vermittelten Kontakte nicht mehr

ausreichen, um die Zellen aus dem Blutstrom genügend zu verlangsamen. Diese

Leukozyten können demnach nicht fest an das Endothel adhärieren, werden aber

trotzdem noch als rollend gewertet. Andere Leukozyten benötigen eventuell nur wenige

Selektin-Kontakte vor der festen Adhäsion. Ohne die Blockierung der Selektin-

Bindungsdomänen durch Oligosaccharide wäre die rollend zurückgelegte Wegstrecke

dieser Leukozyten möglicherweise so kurz, dass sie in dem System nicht als rollend,

sondern lediglich als adhärent gewertet würden. Durch die Inkubation der Endothelzellen

mit Oligosacchariden verlängerte sich die Wegstrecke dieser Leukozyten entsprechend,

so dass sie nun als rollende Zellen gewertet würden. Eine schematische Darstellung zur

Theorie der unterschätzten Wirkung auf das Rolling zeigt Abbildung 47.

Für geringe Wirkungen scheint die Methode der visuell ermittelten Anzahl rollender

Leukozyten nicht ausreichend sensitiv zu sein. Größere Effekte werden zwar erkannt,

aufgrund der dargelegten Theorie womöglich aber unterschätzt. Aus diesen Gründen ist

die aus dem Rolling resultierende feste Adhäsion als Indikator für den Einfluss von

Inhibitoren auf die Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen besser geeignet.

Abbildung 47. ERKLÄRUNGSANSATZ FÜR EINEN UNTERSCHÄTZTEN EFFEKT AUF DAS ROLLING

Bevor es zur festen Adhäsion kommt, benötigt ein Leukozyt eine bestimmte Anzahl Kontakte mit
den Selektinen auf der Endothelzell-Oberfläche. Ohne eine Blockierung der Selektine (A) ist der
dabei zurückgelegte Weg x möglicherweise so kurz, dass einige Leukozyten mit dem
Mikroskopie-System nicht als rollend gewertet werden. Bei einer teilweisen Blockierung der
Selektin-Bindungsdomänen mit Oligosacchariden (B) wird der Weg x dieser Leukozyten
verlängert, so dass ein vermehrtes Leukozyten-Rolling beobachtet wird. Die inhibitorische
Wirkung auf das Rolling wird dadurch möglicherweise unterschätzt.
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5.1.2 Struktur-Wirkungs-Beziehung

Das Tetrasaccharid sLex wurde als universelle Bindungsdeterminante der Selektin-

Liganden identifiziert (Abschnitt 1.2.3). Die Inkubation der Endothelzellen mit sLex führte

zu einer Reduktion der Monozyten-, Lymphozyten- bzw. Granulozyten-Adhäsion um rund

36%. In einer Studie von Welply et al. führte die Inkubation von HUVEC mit 300 µM sLex

zu einer 50%-igen Reduktion der Granulozyten-Adhäsion (WELPLY et al. 1994). Die in

dieser Arbeit verwendete Konzentration von 125 µg/ml entspricht einer molaren

Konzentration von 152 µM (M(sLex) = 821 g/mol), so dass die Ergebnisse durchaus

vergleichbar sind.

Das als Negativkontrolle dienende TriGal ist weder sialyliert noch fucosyliert, so dass

essentielle Strukturmerkmale der Bindungsdeterminanten von Selektin-Liganden fehlen.

Folglich zeigte die Inkubation der Endothelzellen mit TriGal keinen Effekt auf das

Monozyten-Rolling oder die Monozyten-Adhäsion. Daraus kann geschlossen werden,

dass die inhibierende Wirkung der Oligosaccharide strukturspezifisch ist.

5.1.2.1 Essentialität der Sialinsäure

In einer Vielzahl von Studien konnte belegt werden, dass Sialinsäure ein essentielles

Strukturelement der physiologischen Bindungsdeterminanten von Selektin-Liganden ist

(Abschnitt 1.2.3). Durch die Trennung der HMO-Gesamtfraktion in sialylierte und nicht-

sialylierte Oligosaccharide, konnte die Essentialität der Sialinsäure bestätigt werden. Die

Inkubation der Endothelzellen mit der sHMO-Fraktion führte zu einer Reduktion des

Monozyten- und Lymphozyten-Rollings um 24,0±17,6% bzw. 14,2±14,0%. Die Adhäsion

von Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten wurde um 52,8±9,7%, 43,2±11,6% bzw.

46,1±12,5% reduziert. Die nHMO-Fraktion hatte jedoch weder einen Effekt auf das Rolling

noch auf die feste Adhäsion. Ähnliche Unterschiede in den Effekten der beiden HMO-

Fraktionen konnten auch für die P-Selektin-vermittelten Interaktionen zwischen

Thrombozyten und Granulozyten nachgewiesen werden.

Offenbar ist nicht nur das Vorhandensein, sondern auch die Art der glykosidischen

Bindung der Sialinsäure von Bedeutung. Die Inkubation der Endothelzellen mit 3‘-

Sialyllactose führte zu einer Reduktion der Monozyten-Adhäsion um 7,7±6,4%. 6‘-

Sialyllactose hatte hingegen keinen Effekt auf die Anzahl adhärenter Monozyten. Im

Gegensatz zur α2-6-glykosidisch gebundenen Sialinsäure scheint die α2-3-glykosidische

Bindung durch eine veränderte sterische Anordnung der Sialinsäure im Molekül eine
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Interaktion mit der Lektin-Bindungsdomäne der Selektine zu ermöglichen. So liegt die

Sialinsäure in der physiologischen Bindungsdeterminante sLex ebenfalls α2-3-

glykosidisch gebunden vor.

5.1.2.2 N-Acetylierung der Glucose

Der einzige strukturelle Unterschied zwischen sLex und 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose ist die

fehlende N-Acetylierung der Glucose am reduzierenden Ende (Abbildung 48). Die

inhibitorischen Wirkungen von sLex und 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose auf die Monozyten-

Adhäsion waren mit 36,7±8,0% und 35,7±9,8% nicht signifikant verschieden. Daraus kann

gefolgert werden, dass die N-Acetylierung der Glucose kein essentielles Strukturelement

der Bindungsdeterminanten von Selektin-Liganden darstellt.

5.1.2.3 Essentialität der Fucose

Während die Inkubation der Endothelzellen mit sLex bzw. 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose zu

einer Reduktion der Monozyten-Adhäsion um 36,7±8,0% bzw. und 35,7±9,8% führte,

zeigte 3‘-Sialyllactose mit 7,7±6,4% einen signifikant geringeren Reduktionseffekt.

Während sLex am reduzierenden Ende einen N-Acetyl-Glucosamin-Rest trägt, steht dort

bei 3‘-Sialyllactose ein Glucose-Rest. Die N-Acetylierung der Glucose stellt jedoch kein

essentielles Strukturelement der Bindungsdeterminanten von Selektin-Liganden dar

(5.1.2.2) und kann deshalb nicht für den geringeren Effekt der 3'-Sialyllactose

verantwortlich gemacht werden. Darüber hinaus fehlt bei 3‘-Sialyllactose im Gegensatz zu

sLex der Fucose-Rest (Abbildung 48). 3‘-Sialyllactosamin, welches im Vergleich zu sLex

zwar einen N-Acetyl-Glucosamin-Rest am reduzierenden Ende trägt, aber, wie 3‘-

Sialyllactose, nicht fucosyliert ist, zeigte in Untersuchungen von Welply et al. im

Gegensatz zu sLex keinen Einfluss auf das Monozyten-Rolling (WELPLY et al. 1994). Die

Fucosylierung, als einziger struktureller Unterschied zwischen sLex und 3‘-

Sialyllactosamin, stellt damit ein weiteres essentielles Kriterium für die

Bindungsdeterminanten der Selektin-Liganden dar.

Dass Fucose ein essentielles Strukturelement der Selektin-Liganden ist, konnte auch

anhand der molekularen Ätiologie einer seltenen Erbkrankheit nachgewiesen werden. Die

heute als CDG IIc (Congenital Disorder of Glycosylation Typ IIc) bezeichnete Erkrankung

wurde erstmals 1992 von Etzioni et al. als LAD II (Leukocyte Adhesion Deficiency Typ II)

beschrieben (ETZIONI et al. 1992). In den fünf bisher veröffentlichten Kasuistiken (ETZIONI
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et al. 1992, MARQUARDT et al. 1999a, ETZIONI UND TONETTI 2000) litten die Patienten seit

frühester Kindheit an häufig auftretenden bakteriellen Infektionen wie Pneumonien,

Peridontitis und Otitis media (Etzioni et al. 1998). Darüber hinaus konnte eine extreme

Neutrophilie beobachtet werden. In Infektionsphasen wurden Neutrophilen-

Konzentrationen von über 150.000 pro µl gemessen. Selbst in infektionsfreien Zeiten

lagen die Konzentrationen bei den CDG IIc-Patienten zwischen 20.000 und 35.000 pro µl

(ETZIONI et al. 1998) statt der bei Säuglingen üblichen Konzentrationen von unter 10.000

pro µl.

Es konnte gezeigt werden, dass die Fucosylierung von Glykokonjugaten bei den

beschriebenen Patienten stark reduziert ist. Unter anderem ist davon auch die

Fucosylierung der Selektin-Liganden, wie beispielsweise sLex, betroffen. Dadurch wird bei

einer Infektion das Rollen der Leukozyten entlang des Endothels und die anschließende

Leukozyten-Transmigration stark beeinträchtigt. Aufgrund des anhaltenden Stimulus

steigen die Leukozyten-Konzentrationen im Blut stark an. Eine effektive Bekämpfung der

Infektion ist jedoch eingeschränkt (PHILLIPS et al. 1995).

Abbildung 48. VERGLEICH DER STRUKTUREN VON SIALYL-LEWIS X, 3'-SIALYL-3-
FUCOSYLLACTOSE, 3'-SIALYLLACTOSAMIN UND 3'-SIALYLLACTOSE

Der einzige strukturelle Unterschied zwischen den fucosylierten Oligosacchariden Sialyl-Lewis x
(A) und 3'-Sialyl-3-fucosyllactose (B) besteht in der N-Acetylierung der Glucose am
reduzierenden Ende. Während Sialyl-Lewis x ein N-Acetyl-Glucosamin trägt, steht bei 3'-Sialyl-3-
fucosyllactose am reduzierenden Ende ein Glucose-Rest (umranded). 3'-Sialyllactosamin (C) und
3'-Sialyllactose (D) sind jeweils nicht fucosyliert und unterscheiden sich voneinander lediglich
durch die N-Acetylierung der Glucose am reduzierenden Ende.
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5.1.3 Multivalente Bindungshypothese

Obwohl aufgrund der massenspektrometrischen Analysen eine mittlere molare Masse der

sHMO-Fraktion nicht genau berechnet werden konnte, muss davon ausgegangen werden,

dass diese aufgrund des Anteils höhermolekularer Verbindungen nicht geringer ist als die

molare Masse des Tetrasaccharids sLex. Zwar haben zwei der Hauptkomponenten der

sHMO-Fraktion, 3‘-Sialyllactose und 6‘-Sialyllactose, mit 634 g/Mol eine geringere molare

Masse als sLex mit 821 g/Mol, die übrigen Oligosaccharide der sHMO-Fraktion liegen mit

900 bis über 2.500 g/Mol jedoch weit darüber. Bei gleicher Massenkonzentration (125

µg/ml) ist die Mengenkonzentration der sHMO-Fraktion folglich höchstens so hoch wie die

von sLex (152 µM). Die sHMO-Fraktion führte zu einer Reduktion der Monozyten-,

Lymphozyten- bzw. Granulozyten-Adhäsion um 52,8±9,7%, 43,2±11,6% bzw.

46,1±12,5%. Die inhibitorische Wirkung einer ähnlichen oder sogar geringeren Anzahl an

Molekülen war damit größer als die Effekte von sLex, welches die Adhäsion der

Monozyten, Lymphozyten bzw. Granulozyten lediglich um 36,7±8,0%, 36,2±9,5% bzw.

35,9±6,5% reduzierte. Ähnliche Unterschiede zwischen den Effekten von sLex und der

sHMO-Fraktionen konnten auch für die P-Selektin-vermittelten Interaktionen zwischen

Thrombozyten und Granulozyten nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der multivalenten Bindungshypothese, dem

sogenannten Glykosid-Cluster-Effekt (LEE UND LEE 1995). So konnte in einigen Studien

gezeigt werden, dass es sich zwischen monovalentem sLex und E-, P- bzw. L-Selektin um

eine sehr schwache Bindung mit KD-Werten im unteren Millimolar-Bereich handelt,

während das Selektin-vermittelte Rolling eine wesentlich stärkere Affinität mit KD-Werten

im Nanomolar-Bereich voraussetzen würde (USHIYAMA et al. 1993, PATEL et al. 1994,

JACOB et al. 1995). Aufgrund dieser Diskrepanz zwischen den gemessenen und den

erforderlichen Bindungsstärken wurde die These aufgestellt, dass auch Selektine, wie die

meisten anderen Lektine (SHARON 1993, LEE UND LEE 2000, SACCHETTINI et al. 2001),

hoch affine Bindungen mit ihren physiologischen Liganden eingehen, die multivalente

Oligosaccharid-Bindungsdeterminanten besitzen (MCEVER UND CUMMINGS 1997). Diese

multivalente Bindungshypothese konnte in mehreren In-vitro- und In-vivo-Experimenten

bestätigt werden. Welply et al. untersuchten die Wirkungen eines multivalenten Liganden-

Analogons anhand von BSA-konjugiertem sLex in einem ähnlichen wie dem in dieser

Arbeit verwendeten Assay. Dabei wurden 16 Mol sLex mit einem Mol BSA konjugiert

(sLex16BSA) und die inhibitorische Wirkung auf das Granulozyten-Rolling auf Interleukin-

1β-stimulierten HUVEC in einer parallelen Durchflusskammer analysiert. Die Inkubation

der stimulierten Endothelzellen mit 1 µM sLex16BSA reduzierte das Granulozyten-Rolling
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um 50%. Zur Erzielung des gleichen Effektes wurden hingegen 300 µM freies,

monovalentes sLex benötigt (WELPLY et al. 1994).

Eine stärkere inhibitorische Wirkung multivalenter Bindungsdeterminanten auf E-Selektin-

vermittelte Zell-Zell-Interaktionen konnte auch mit Hilfe von multivalenten Glykopeptiden

beobachtet werden. Stahn et al. untersuchten den Effekt eines trivalenten

Glykotetrapeptids (Lys-Gly-Gly-Lys[sLex]3) auf die Adhäsion humaner Hepatomzellen

(HepG2) an Interleukin-1β-stimulierte HUVEC. Die drei sLex-Determinanten wurden an die

freie α-Aminogruppe der Peptidkette, sowie an die beiden ε-Aminogruppen der Lysylreste

gebunden (STAHN et al. 1998). Die humane Hepatomzelllinie HepG2 wurde verwendet,

weil die Zellen auf ihrer Oberfläche große Mengen sLex exprimieren. Des Weiteren konnte

gezeigt werden, dass es sich bei der Adhäsion von HepG2 an aktivierte HUVEC

hauptsächlich um einen E-Selektin-vermittelten Prozess handelt (TAKADA et al. 1993). Die

Inkubation der stimulierten Endothelzellen mit 1 mM des trivalenten Glykopeptids

reduzierte die Adhäsion der HepG2-Zellen um 50%. Ein ähnlicher Reduktionseffekt nach

Inkubation mit freiem, monovalenten sLex konnte erst bei einer Konzentration von 2,3 mM

beobachtet werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch der Abstand der

sLex-Determinanten zueinander einen Einfluss auf die inhibitorische Wirkung der

multivalenten Liganden-Analoga ausübt. So führte das zusätzliche Einfügen einer Heptyl-

Kette (-CH2)7-) zwischen das Tetrapeptid und die sLex-Determinanten zu einer

Verringerung des Effekts (STAHN et al. 1998).

Einen Vorteil von Liganden-Analoga mit multivalenten Bindungsdeterminanten konnte

auch in vivo nachgewiesen werden. Oligosaccharide mit einer oder mehreren sLex-

Determinanten wurden N-glykosidisch an 125I-markiertes t-Butoxycarbonyltyrosinamid

gebunden und Mäusen intravenös verabreicht. Die vorausgegangene intraperitoneale

LPS-Gabe führte bei den Mäusen zu einer systemischen Induktion der E-Selektin-

Expression. Anhand von radiographischen Analysen konnte gezeigt werden, dass die N-

glykosidisch gebundenen Oligosaccharide mit di- und trivalenten Bindungsdeterminanten

in den Geweben wesentlich effizienter angereichert wurden als Oligosaccharide mit nur

einer sLex-Determinante. In weiteren Experimenten wurden den LPS-Mäusen auch

Oligosaccharide mit sialylierten, nicht-fucosylierten Determinanten injiziert, die im Gewebe

jedoch nicht angereichert wurden. Diese Ergebnisse zeigten erneut, dass Fucose ein

essentielles Strukturelement der physiologischen Bindungsdeterminanten von Selektin-

Liganden darstellt (THOMAS et al. 1999).
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Dass die Anreicherung der radioaktiv markierten Oligosaccharide auf einer Bindung mit E-

Selektinen beruhte, konnte mit zwei weiteren Experimenten belegt werden. Monoklonale

Antikörper gegen E-Selektin, nicht aber gegen P-Selektin, blockierten die Bindung der

markierten Oligosaccharide. Des weiteren erfolgte eine maximale Bindung der markierten

Oligosaccharide nach 4 bis 5 Stunden, was mit dem Zeitpunkt der maximalen E-Selektin-

Expression nach Induktion mit LPS übereinstimmte (THOMAS et al. 1999, FRIES et al.

1993).

Liganden-Analoga mit multivalenten Bindungsdeterminanten inhibieren E-Selektin-

vermittelte Zell-Zell-Interaktionen sowohl in vitro als auch in vivo stärker als freies,

monovalentes sLex. Es kann deshalb vermutet werden, dass Oligosaccharide in der

sHMO-Fraktion vorkommen, die ebenfalls über multivalente Bindungsdeterminanten

verfügen. Aus diesem Grund führte die sHMO-Fraktion möglicherweise zu einer stärkeren

inhibitorischen Wirkung auf die E-Selektin-vermittelten Leukozyten-Endothelzell-

Interaktionen als das freie, monovalente sLex.

5.1.4 Potentielle Liganden-Analoga

Anhand der massenspektrometrischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die

sHMO-Fraktion aus über 20 verschiedenen Einzelkomponenten besteht. Zwei der

Hauptkomponenten, 3‘-Sialyllactose und 6‘-Sialyllactose, hatten keinen oder nur einen

geringen Effekt auf die Monozyten-Adhäsion. Das strukturell dem sLex sehr ähnliche

Tetrasaccharid 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose reduzierte die Anzahl adhärenter Monozyten

dagegen um 35,7±9,8%. Bei einer gleichen Konzentration von 125 µg/ml führte das

Nonasaccharid Disialyl-fucosyl-LNH mit 34,6±6,6% zu einem vergleichbaren Effekt. Da

die molare Masse von Disialyl-fucosyl-LNH mit 1.802 g/Mol jedoch größer ist als die

molare Masse von 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose mit 780 g/Mol, ist die für die gleiche

inhibitorische Wirkung benötigte Mengenkonzentration bei Disialyl-fucosyl-LNH (70 µM)

geringer als die von 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose (160 µM). Auch diese Ergebnisse lassen

sich anhand der multivalenten Bindungshypothese erklären. So trägt Disialyl-fucosyl-LNH

eine Lex-Determinante und eine defucosylierte sLex-Determinante, die jeweils einen Teil

der physiologischen Bindungsdeterminanten von Selektin-Liganden repräsentieren. Zur

Erzielung der gleichen inhibitorischen Wirkung werden weniger Disialyl-fucosyl-LNH-

Moleküle benötigt als 3‘-Sialyl-3-fucosyllactose-Moleküle, welches nur eine

Bindungsdeterminante trägt.
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Die Einzeleffekte der untersuchten Oligosaccharide sind jedoch nicht ausreichend, um

den Effekt der sHMO-Gesamtfraktion zu erklären, zumal Hauptkomponenten, wie 6‘-

Sialyllactose oder 3‘-Sialyllactose, keinen oder nur einen geringen Effekt zeigten. Folglich

stellt sich die Frage, welche anderen Oligosaccharide für die inhibitorische Wirkung der

sHMO-Fraktion verantwortlich sind. Diese Oligosaccharide müssten sogar einen größeren

Effekt auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen als die Gesamtfraktion haben, um

die geringeren bzw. fehlenden Effekte der bisher untersuchten Komponenten

kompensieren zu können.

In der massenspektrometrischen Charakterisierung der sHMO-Fraktion wurden für Sialyl-

LNT, Sialyl-LNH, Disialyl-LNT und Disialyl-LNH relative Intensitäten von 100%, 28%, 19%

bzw. 4% gemessen. Die jeweils fehlende Fucose läßt jedoch vermuten, dass diese

Strukturen eher einen geringen Einfluss auf Selektin-vermittelte Prozesse haben.

Anders verhält es sich mit Sialyl-fucosyl-LNH, Sialyl-difucosyl-LNH und Sialyl-fucosyl-

LNT. Mit einer gemessenen relativen Intensität von 51%, 13% und 10% kommen diese

drei Oligosaccharide nicht nur in relativ hohen Konzentrationen in der sHMO-Fraktion vor,

sondern tragen darüber hinaus auch die essentiellen Strukturmerkmale der

physiologischen Bindungsdeterminanten von Selektin-Liganden. Unter den

Minorkomponenten konnten zusätzlich zahlreiche Oligosaccharde identifiziert werden, die

ein oder mehrere Sialinsäure- und Fucose-Monomere enthalten. Im Einklang mit der

mulitvalenten Bindungshypothese erscheinen gerade Strukturen wie Disialyl-difucosyl-

LNO und Disialyl-trifucosyl-LNO mit mehreren Fucose- und Sialinsäure-Resten als

besonders vielversprechende Liganden-Analoga.

In der Humanmilch konnten mit entsprechend sensitiven Methoden weitere relativ

komplexe, hochmolekulare Oligosaccharide identifiziert werden, die bis zu 15 Lactosamin-

Einheiten enthalten und zahlreiche Sialyl- und Fucosyl-Reste tragen (STAHL et al. 1994,

FINKE et al. 1999). Es kann vermutet werden, dass diese Strukturen mehrere

physiologische Bindungsdeterminanten tragen und damit eine wesentlich potentere

inhibitorische Wirkung auf Selektin-vermittelte Zell-Zell-Interaktionen aufweisen als

weniger komplexe Oligosaccharide.

Die meisten dieser möglichen Liganden-Analoga kommen jedoch ausschließlich in

Humanmilch vor und sind nicht als kommerzielle Oligosaccharid-Standards erhältlich.

Folglich müsste die sHMO-Fraktion in weitere Fraktionen unterteilt werden, um die
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Oligosaccharide der Humanmilch weiter eingrenzen zu können. Zu diesem Zweck würde

sich beispielsweise eine präparative HPAEC anbieten, um quantitativ ausreichende

Mengen bestimmter Oligosaccharid-Fraktionen zu isolieren.
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5.2 Einfluss von Humanmilch-Oligosacchariden
auf Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen

Thrombozyten-Granulozyten-Komplexe repräsentieren eine Untergruppe von

Granulozyten, die vermehrt Adhäsionsmoleküle exprimieren und darüber hinaus eine

erhöhte Phagozytoseaktivität zeigen sowie vermehrt ROS produzieren (PETERS et al.

1999). Die konfokalmikroskopischen Darstellungen zeigten, dass die Thrombozyten nach

der Aktivierung mit ADP P-Selektine exprimieren. P-Selektine vermitteln den initialen

Schritt der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung, indem sie an den Liganden

PSGL-1 auf der Granulozyten-Oberfläche binden. Das Tetrasaccharid sLex wurde als

Oligosaccharid-Bindungsdeterminante des Selektin-Liganden PSGL-1 indentifiziert

(Abschnitt 1.2.3.2). Die konfokalmikroskopischen Darstellungen zeigten ebenfalls, dass

sLex (CD15s) auf der Oberfläche von polymorphkernigen Granulozyten exprimiert wird.

Die sLex-Determinante liegt dabei nicht gleichmäßig auf der Oberfläche verteilt vor,

sondern scheint in einigen Membranregionen gehäuft exprimiert zu werden. Diese

Clusterung kann als weiteres Anzeichen gewertet werden, dass die an sich schwach

affine Selektin-Liganden-Bindung durch multivalente Bindungspartner verstärkt wird. Eine

derartige Clusterung wurde auch für den Glykoprotein-Rezeptor für Galectin-1 auf der

Oberfläche von humanen T-Lymphozyten gezeigt (PACE et al. 1999). Die Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexbildung sowie die CD11b-Expression auf der Oberfläche der

Granulozyten konnte anhand der konfokalmikroskopischen Darstellung in dem Ex-vivo-

System nachgewiesen werden.

5.2.1 Struktur-Wirkungs-Beziehung

Die Inkubation von ADP-stimuliertem Vollblut mit löslichem sLex als Liganden-Analogon

führte sowohl zu einer Reduzierung der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung als

auch zu einer verminderten Expression des β2-Integrins CD11b. Dieser Effekt war

strukturabhängig, da das strukturfremde TriGal keinen Einfluss auf die Interaktionen von

Thrombozyten und Granulozyten zeigte.

Die Inkubation von ADP-stimuliertem Blut mit Oligosacchariden der sHMO-Fraktion führte

ebenfalls zu einer Reduktion der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung und zu

einer verminderten CD11b-Expression. Wie bereits bei den Untersuchungen zum Einfluss

von Oligosacchariden auf die Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzellen war

die inhibitorische Wirkung der sHMO-Fraktion größer als die von sLex. Auch diese
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Ergebnisse lassen sich sehr gut anhand der multivalenten Bindungshypothese erklären

(Abschnitt 5.1.3).

Die nHMO-Fraktion, deren Oligosaccharide keine Sialinsäure-Reste tragen, hatte mit

einer Reduktion um 3,7±4,2% (P<0,05) einen Effekt auf die Bildung von Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexen, während die CD11b-Expression nicht signifikant beeinflusst

wurde. Die inhibitorische Wirkung läßt sich möglicherweise auf den Restgehalt saurer

Oligosaccharide in der nHMO-Fraktion zurückführen (Abbildung 15 A). So führte auch die

sHMO-Fraktion bei einer geringen Konzentration von 12,5 µg/ml noch zu einem Effekt auf

die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung, während die CD11b-Expression nicht

beeinträchtigt wurde. Eine Reduktion des Monozyten-Rollings und der Monozyten-

Adhäsion konnte dagegen weder bei der nHMO-Fraktion noch bei der geringen

Konzentration der sHMO-Fraktion beobachtet werden. Der Restgehalt saurer

Oligosaccharide in der nHMO-Fraktion hatte demnach keine Wirkung auf die Interaktionen

zwischen Leukozyten und Endothelzellen, reichte aber aus, um die Interaktionen

zwischen Thrombozyten und Granulozyten zu beeinflussen. Darüber hinaus konnten

Larson et al. zeigen, dass die nicht-sialylierte Lex-Determinante an der P-Selektin-

vermittelten Interaktion zwischen Thrombozyten und Granulozyten bzw. Monozyten

beteiligt ist (LARSON et al. 1990). Die Lex-Determinante konnte mit monoklonalen

Antikörpern in der nHMO-Fraktion nachgewiesen werden (RUDLOFF et al. 2002). Der

geringe Effekt der nHMO-Fraktion auf die Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen

könnte daher möglicherweise auf das Vorkommen von Lex-Determinanten auf Strukturen

dieser Fraktion zurückzuführen sein.

5.2.2 Zeit-Wirkungs-Beziehung

Bei sehr geringen Inkubationszeiten von 0 bzw. 5 min führte die sHMO-Fraktion lediglich

zu einer Reduktion der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung um 3,6 bzw. 14,1%.

Es kann angenommen werden, dass sich an der P-Selektin-Bindungsdomäne zunächst

ein Gleichgewicht zwischen dem physiologischen Liganden auf der Granulozyten-

Oberfläche und den löslichen Liganden-Analoga einstellen muss. Nach 15 min liegt die

inhibitorische Wirkung auf die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung bei 22,3%.

Die anschließende leichte Abnahme des Reduktionseffekts bei längeren

Inkubationszeiten ist möglicherweise die Folge einer teilweisen Degradation der HMO.

Darüber hinaus wird P-Selektin nach etwa 30-60 min durch Endozytose wieder von der

Membran-Oberfläche entfernt (SUBRAMANIAM et al. 1993), so dass P-Selektin als
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Bindungspartner fehlt und gebundene Oligosaccharide möglicherweise zusammen mit

den P-Selektinen internalisiert werden.

5.2.3 Dosis-Wirkungs-Beziehung

Die sHMO-Fraktion zeigte einen konzentrationsabhängigen Effekt auf die Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexbildung und die CD11b-Expression auf der Granulozyten-

Oberfläche. Nur der initiale Schritt der Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung wird

über P-Selektine und PSGL-1 vermittelt. Die anschließende feste Adhäsion zwischen

Thrombozyten und Granulozyten erfolgt über CD11b/CD18 auf der Granulozyten-

Oberfläche und ICAM-2, Fibrinogen und das Glykoprotein-IIb/IIIa auf der Thrombozyten-

Oberfläche (ALTIERI et al. 1993, SPANGENBERG et al. 1993, DIACOVO et al. 1994, WEBER

UND SPRINGER 1997). Es kann vermutet werden, dass sich nach der 5-minütigen

Aktivierung der Thrombozyten mit ADP bereits ein Teil der Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexe in einer stabilen Adhäsionsphase befinden, die über die Blockierung der P-

Selektin-Bindungsdomäne nicht mehr beeinflusst werden kann. Bei steigender sHMO-

Konzentration nimmt dementsprechend der Einfluss auf die Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexbildung ab.

Hat ein initialer, P-Selektin-vermittelter Kontakt zwischen Thrombozyten und Granulozyten

stattgefunden, kommt es über die Aktivierung von Signaltransduktionswegen zu einer

Induktion der CD11b/CD18-Expression. Die vermehrte Expression dieser Moleküle führt

wiederum zu einer verstärkten Induktion ihrer eigenen Expression (EVANGELISTA et al.

1999), d.h., selbst wenn das von P-Selektin ausgehende Signal unterbrochen wird, kann

die Expressionsinduktion von CD11b/CD18 nicht mehr blockiert werden. Aus diesem

Grund nimmt möglicherweise der Grenzeffekt auf die CD11b-Expression bei steigender

sHMO-Konzentration ab.
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5.2.4 Einfluss der HMO auf Signaltransduktionswege

5.2.4.1 Selektin-Liganden-vermittelte Signaltransduktion

Es gibt eine Reihe von Anzeichen, dass Selektin-Liganden an der Signalweiterleitung in

die Zelle beteiligt sind. Wie bereits dargestellt, wird der initiale Schritt der Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexbildung über P-Selektin und PSGL-1 vermittelt (Abschnitt 1.3.2).

Als Folge der Bindung mit P-Selektin kommt es zu einer Konformationsänderung der

zytoplasmatischen Domänen des PSGL-1-Homodimers, die eine Assoziation von

Tyrosinkinasen der src-Familie ermöglicht (EVANGELISTA et al. 1999, PICCARDONI et al.

2001), aber auch zu einer Aktivierung der MAP-Kinase führt (HIDARI et al. 1997). Am Ende

dieser Signaltransduktionskaskade steht die Induktion der CD11b-Expression auf der

Granulozyten-Oberfläche, welches die Bindung mit den Thrombozyten festigt (ALTIERI et

al. 1993, DIACOVO et al. 1994, WEBER UND SPRINGER 1997). Ob noch weitere

Zellantworten aus diesen Signalwegen resultieren, ist derzeit nicht bekannt. Die durch

PSGL-1 aktivierten Tyrosinkinasen der src-Familie scheinen jedoch auch die

Degranulation und den oxidativen Burst der Granulozyten zu beeinflussen (LOWELL UND

BERTON et al. 1998, LOWELL UND BERTON et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die P-Selektin-vermittelte

Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung durch HMO inhibiert werden kann. In der

Folge wurde auch die CD11b-Expression auf der Granuloyzten-Oberfläche vermindert. Es

ist demnach zu vermuten, dass aufgrund der Blockierung der P-Selektin-

Bindungsdomäne durch Liganden-Analoga, wie den HMO, keine Bindung zwischen P-

Selektin und dem physiologischen Liganden PSGL-1 stattfinden kann. Als Folge des

ausbleibenden Signals wird die Assoziation der Tyrosinkinasen an die zytoplasmatischen

PSGL-1-Domänen verhindert, so dass die Signaltransduktion nicht ausgelöst werden

kann. Die Induktion der CD11b-Expression als Zellantwort unterbleibt.

Ein ähnlicher Effekt der HMO auf die Signaltransduktion von Selektin-Liganden kann auch

als Folge der Blockierung der E-Selektin-Bindungsdomäne postuliert werden. Die Bindung

von E-Selektin auf aktivierten Endothelzellen mit dem Liganden auf der Granulozyten-

Oberfläche führt zu einer vermehrten CD11b-Expression der Granulozyten. Diese

Expressionsinduktion konnte mit Inhibitoren der MAP-Kinase-Kaskade blockiert werden.

Dies deutet darauf hin, dass der Selektin-Ligand auf der Granulozyten-Oberfläche die

Integrin-Expression über einen MAP-Kinase-abhängigen Signalweg beeinflusst (SIMON et

al. 2000). Auch in diesem Fall kann angenommen werden, dass die Blockierung der E-

Selektin-Bindungsdomäne mit HMO zu einem Ausbleiben des Signals für den Selektin-
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Liganden führt und folglich die Induktion der CD11b-Expression als Zellantwort

unterbleibt.

5.2.4.2 Selektin-vermittelte Signaltransduktion

Die vorausgegangenen Ausführungen legen nahe, dass HMO möglicherweise

Signaltransduktionswege beeinflussen können, die an die Selektin-Liganden gekoppelt

sind. Auf der anderen Seite ist unklar, welchen Einfluss die HMO auf

Signaltransduktionswege ausüben, die von der zytoplasmatischen Domäne der Selektine

ausgehen. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung zwischen E-Selektin auf

aktivierten Endothelzellen und den Liganden auf der Leukozyten-Oberfläche zu einer

Phosphorylierung von Serin-Resten in der zytoplasmatischen Selektin-Domäne führt

(YOSHIDA et al. 1998). In der Folge wird der Stimulus über die MAP-Kinase-Kaskade

weitergeleitet (HU et al. 2000). Lorenzon et al. konnten darüber hinaus zeigen, dass

sowohl die Bindung an P-Selektin als auch an E-Selektin eine Erhöhung der

intrazellulären Calcium-Konzentration nach sich zieht (LORENZON et al. 1998).

Die an L-Selektin gekoppelten Signaltransduktionswege führen bei Leukozyten sowohl zu

einer Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade (BRENNER et al. 1997), zu einer Erhöhung der

zytosolischen Calcium-Konzentration (CROCKETT-TORABI UND FANTONE 1997) als auch zu

einer vermehrten Expression von TNF-α und Interleukin-8 (LAUDANNA et al. 1994).

Darüber hinaus sind die L-Selektin-gekoppelten Signalwege auch an einer Induktion der

CD11b/CD18-Expression beteiligt (SIMON et al. 1995, STEEBER et al. 1997) und

beeinflussen die Granulozyten-Adhäsion und Degranulation (SMOLEN et al. 2000).

Außerdem konnte gezeigt werden, dass die zytoplasmatische Domäne von L-Selektin mit

α-Actinin als Bestandteil des Zytoskeletts interagiert (PAVALKO et al. 1995).

Welche Auswirkungen die Blockierung der Selektin-Bindungsdomäne auf die Selektin-

vermittelte Signaltransduktion ausübt, wurde mit Hilfe von monoklonalen Antikörpern

untersucht. Die Adhäsion von HL60-Zellen an Interleukin-1β-stimulierte HUVEC führte zu

einer erhöhten MAP-Kinase-Aktivität der Endothelzellen. Durch einen E-Selektin-

blockierenden Antikörper wurde die Adhäsion der HL60-Zellen reduziert und in der Folge

die Aktivierung der MAP-Kinase aufgehoben. Ein anderer Antikörper, der zu einer

Kreuzvernetzung der E-Selektin-Moleküle auf der Endothelzelloberfläche führte,

reduzierte ebenfalls die HL60-Adhäsion, aktivierte jedoch die MAP-Kinase-Kaskade.

Daraus wurde der Schluss gezogen, dass erst die Kreuzvernetzung der Selektine zum
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Auslösen der Signaltransduktionswege führt. So kommen Selektin-Liganden als Dimere

mit multivalenten Bindungsdeterminanten vor, die jeweils mehrere Selektine binden und

damit vernetzen können (HU et al. 2000).

Anhand dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass monovalente Liganden-Analoga,

wie beispielsweise freies sLex, zwar die Selektin-Bindungsdomäne blockieren, die

Selektin-vermittelte Signaltransduktion jedoch nicht auslösen können. Liganden-Analoga

mit multivalenten Bindungsdeterminanten, wie sie für hochmolekulare HMO postuliert

werden (Abschnitt 5.1.3), könnten über eine Kreuzvernetzung der Selektine jedoch in der

Lage sein, die Signaltransduktions-Kaskaden auszulösen. Welche Auswirkungen sich aus

den daraus resultierenden Zellantworten auf zellulärer und physiologischer Ebene

ergäben ist unklar.

5.2.4.3 Einfluss der HMO auf Phagozytosekapazität und oxidativen Burst

Peters et al. konnten zeigen, dass die mit Thrombozyten assoziierten Granulozyten nicht

nur vermehrt das β2-Integrin CD11b/CD18 exprimieren, sondern auch eine höhere

Phagozytosekapazität aufweisen und vermehrt ROS produzieren. Die durch ADP-

induzierten Thrombozyten-Granulozyten-Komplexe zeigten eine erhöhte Phagozytose von

Neisseria meningitidis, die jedoch durch eine Blockierung der P-Selektine mit

monoklonalen Antikörpern nicht reduziert werden konnte, obwohl dieser Antikörper zu

einer verminderten Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen führte. Bei

Granulozyten, die mit Thrombozyten assoziert sind, wurde darüber hinaus ein erhöhter

oxidativer Burst gemessen, d.h. diese Granulozyten bilden vermehrt ROS. In ADP-

stimuliertem Blut konnte der oxidative Burst der Granulozyten durch die Blockierung der

P-Selektine mit monoklonalen Antikörpern reduziert werden (PETERS et al. 1999). Es kann

deshalb vermutet werden, dass die Blockierung der P-Selektine durch HMO zwar keinen

Einfluss auf die Phagozytosekapazität der Granulozyten hat, dafür aber möglicherweise

die Bildung von ROS reduziert.
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5.3 Thrombozyten-Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

Die Inkubation von Vollblut mit ADP führte zu einer Aktivierung der Thrombozyten, zu

einer vermehrten Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung und in der Folge zu einer

erhöhten Expression von CD11b. In früheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass

nicht nur CD11b vermehrt exprimiert wird, sondern auch CD18, so dass auf der

Granulozyten-Oberfläche mit dem CD11b/CD18-Heterodimer ein funktionsfähiger Ligand

für die endothelständigen Adhäsionsmoleküle der Immunglobulin Superfamilie vorliegt

(PETERS et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass es

unter physiologischen Flussbedingungen durch die ADP-induzierte Expression von

CD11b nicht zu einer vermehrten Adhäsion der Granulozyten kommt. Im Vergleich zum

unstimulierten Blut blieb die Anzahl der adhärenten Leukozyten nach Stimulation des

Vollblutes mit ADP konstant. Für diese widersprüchlichen Ergebnisse gibt es drei

mögliche Erklärungsansätze:

1. Aufgrund der Verwendung von Vollblut konnte in der Durchflusskammer zwischen

Granulozyten und anderen Leukozyten nicht unterschieden werden. Es wäre

demnach denkbar, dass als Folge der vermehrten CD11b/CD18-Expression zwar

mehr Granulozyten an das aktivierte Endothel adhärieren, ein signifikanter Effekt aber

in der Gesamtheit der Leukozyten nicht beobachtet werden kann. Gegen diesen

Erklärungsansatz spricht zum einen, dass die Granulozyten in der Regel mit 50-65%

den Hauptanteil an der gesamten Leukozyten-Fraktion ausmachen (GAEHTGENS

1994). Zum anderen konnte gezeigt werden, dass auch bei anderen Leukozyten, wie

beispielsweise den Monozyten, die Expression von CD11/CD18 nach der Assoziation

mit aktivierten Thrombozyten induziert wird (AREFIEVA et al. 2001). In der Folge

müsste in der Durchflusskammer ein allgemeiner Anstieg der Anzahl adhärenter

Leukozyten beobachtet werden können. Dies war jedoch nicht der Fall, so dass es

andere Erklärungsansätze geben muss.

2. Wie gezeigt, wird das CD11b/CD18-Heterodimer bereits auf der Oberfläche von

ruhenden Granulozyten in geringem Ausmaß exprimiert. Es wäre möglich, dass diese

basale Expression bereits ausreicht, um die feste Adhäsion der Granulozyten an

aktivierte Endothelzellen zu vermitteln. Eine Induktion der CD11b/CD18-Expression

hätte dann keinen weiteren Effekt auf die Granulozyten-Adhäsion, so dass die

Expression anderer Adhäsionsmoleküle, wie beispielsweise der Selektine, zum

limitierenden Faktor wird.
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Dass die Expression von CD11/CD18 einen limitierender Faktor sowohl bei der

Adhäsion als auch bei der Transmigration von Leukozyten darstellt, kann anhand

einer hereditären Erkrankung abgeleitet werden, die als LAD I (Leukocyte Adhesion

Deficiency Typ I) bezeichnet wird. Bei Patienten mit LAD I kommt es aufgrund einer

Mutation im CD18-Gen zu einer verminderten Expression oder gar zu einem

kompletten Verlust des CD11/CD18-Heterodimers (SLIGH et al. 1992, BACK et al.

1992, CORBI et al. 1992, BACK et al. 1993, MATHEW et al. 2000). Die Erkrankung ist

charakterisiert durch häufig auftretende bakterielle Infektionen, einer verminderten

Wundheilung sowie durch Abnormalitäten bei vielen Leukozyten-Funktionen, die eine

Adhäsion der Zellen voraussetzen. Als Folge einer eingeschränkten Extravasation

kommt es zu einer schweren Granulozytosis mit Granulozyten-Konzentrationen, die

um das 5- bis 20-fache erhöht sind (ANDERSON et al. 1985, HAWKINS et al. 1992,

GUNESER et al. 1996).

Aus der molekularen Ätiologie dieser Erkrankung kann abgeleitet werden, dass die

Expression von CD11/CD18 einen essentiellen Schritt bei der Adhäsion von

Leukozyten an aktivierte Endothelzellen darstellt. Eine Induktion der CD11b-

Expression auf der Granulozyten-Oberfläche müsste folglich in einer vermehrten

Adhäsion der Zellen resultieren.

3. Simon et al. konnten zeigen, dass die Bindung mit E-Selektinen zu einer vermehrten

Expression von CD11b/CD18 auf der Granulozyten-Oberfläche führte. Diese E-

Selektin-induzierte Expressionserhöhung konnte mit Inhibitoren der MAP-Kinase-

Kaskade unterbunden werden. In den Experimenten, die ebenfalls in einer parallelen

Durchflusskammer durchgeführt wurden, führte die Blockierung der E-Selektine mit

monoklonalen Antikörpern über eine reduzierte CD11b/CD18-Expression auf der

Granulozyten-Oberfläche zu einer Verminderung der festen Adhäsion. Daraus wurde

gefolgert, dass es durch den Kontakt der Granulozyten mit den E-Selektinen auf der

Oberfläche von aktivierten Endothelzellen zu einer vermehrten Expression von

CD11b/CD18 kommt, die über die Bindung mit ICAM-1 die feste Adhäsion vermitteln.

Die Induktion von CD11b/CD18 erfolgte dabei so schnell, dass es bereits in der

Durchflusskammer zu einer festen Granulozyten-Adhäsion kam (SIMON et al. 2000).
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Vor der Injektion des unstimulierten Vollblutes konnte eine deutlich geringere CD11b-

Expression auf der Granuloyzten-Oberfläche gemessen werden als nach der

Stimulierung mit ADP. Nach den Ergebnissen von Simon et al. muss aber vermutet

werden, dass die CD11b-Expression nach dem Eintritt in die Durchflusskammer

durch den Kontakt der Granulozyten mit den aktivierten Endothelzellen induziert wird,

so dass es zur festen Adhäsion kommen kann. Im ADP-stimulierten Vollblut wird die

CD11b/CD18-Expression durch die P-Selektin-vermittelte Thrombozyten-

Granulozyten-Komplexbildung bereits vor der Injektion in die Durchflusskammer

induziert. Der Einfluss auf die feste Adhäsion ist jedoch ähnlich.

Die Induktion der CD11b/CD18-Expression durch P-Selektin bzw. E-Selektin ist

schematisch in Abbildung 49 dargestellt. Dieser Ansatz scheint am besten zu

erklären, warum nach der Stimulation des Vollblutes kein Effekt auf die Leukozyten-

Adhäsion beobachtet werden konnte.

Abbildung 49. E- UND P-SELEKTIN-VERMITTELTE AKTIVIERUNG DER GRANULOZYTEN

Die Expression des CD11b/CD18-Heterodimers auf der Granulozyten-Oberfläche kann durch die
Bindung von Selektinen an den Liganden PSGL-1 induziert werden. Die Signaltransduktion kann
sowohl durch die Bindung von P-Selektin auf der Oberfläche von aktivierten Thrombozyten (A)
als auch durch E- und P-Selektin auf der Oberfläche von aktivierten Endothelzellen (B) ausgelöst
werden. In beiden Fällen führt die erhöhte Expression von CD11b/CD18 zu einer vermehrten
Adhäsion der Granulozyten an das Endothel.
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5.4 HMO-Konzentration in der systemischen Zirkulation

Für das Vorkommen von HMO in der systemischen Zirkulation des gestillten Säuglings

gibt es bislang nur indirekte Anhaltspunkte. Die vorliegenden Daten erlauben jedoch eine

grobe Abschätzung der HMO-Konzentration im Blut des Säuglings. Im Rechenmodell

wurde davon ausgegangen, dass etwa 1% der täglich aufgenommenen HMO-Menge mit

dem Urin ausgeschieden wird (RUDLOFF et al. 1996). Zusammen mit den von Gnoth et al.

untersuchten Absorptionsmechanismen an intestinalen Epithelzellen (GNOTH et al. 2001)

sprechen diese Ergebnisse dafür, dass die HMO zu einem Teil im Darm des Säuglings

intakt resorbiert werden und in die systemische Zirkulation gelangen. Ob die HMO auf

dem Weg von der Absorption zur Ausscheidung zum Teil metabolisiert werden, ist nicht

bekannt. Sollte es beispielsweise in den Nieren zu einem teilweisen Abbau der HMO

kommen, läge die Absorptionsrate der HMO aus dem Darm höher als 1% und die

Konzentration der HMO in der systemischen Zirkulation wäre entsprechend höher als in

der hier angesetzten Berechnung zu Grunde gelegt wurde.

Auf der anderen Seite wurde in dem Rechenmodell davon ausgegangen, dass die täglich

aufgenommene Menge von 10 g/l bzw. die daraus absorbierte Menge von 100 mg über

24 Stunden zur Verfügung steht. Da gezeigt werden konnte, dass einige Oligosaccharide

bereits nach 4 bis 6 Stunden wieder mit dem Urin ausgeschieden werden (OBERMEIER et

al. 1999), muss davon ausgegangen werden, dass die mittlere Konzentration im Blut

geringer ist. Da Säuglinge über den Tag verteilt mehrere Male gestillt werden (MARQUIS et

al. 2002), kann von einem relativ konstanten Flux an Oligosacchariden aus der

Humanmilch in den Organismus des Säuglings ausgegangen werden. Bei der

Berechnung der HMO-Konzentration im Blut muss die täglich aufgenommene Menge

folglich auf mehrere Mahlzeiten aufgeteilt werden. Die mittlere Konzentration im Blut wäre

demnach niedriger als in der hier angesetzten Berechnung zu Grunde gelegt wurde.

Bei der Berechnung der HMO-Konzentration im Blut von Frühgeborenen im Vergleich zu

Reifgebornen müssen folgende veränderte Parameter berücksichtigt werden. Einerseits

ist die Trinkmenge bei Frühgeborenen in der Regel geringer als bei Reifgeborenen,

andererseits konnten in der Humanmilch von Müttern mit Frühgeborenen teilweise

deutlich höhere Oligosaccharid-Konzentrationen gemessen werden (COPPA et al. 1999).

Bei Frühgeborenen konnte darüber hinaus eine deutliche Erhöhung der intestinalen

Permeabilität gemessen werden (AXELSSON et al. 1989, KUITUNEN et al. 1994). Daraus

könnte man eine verstärkte Absorption intakter Oligosaccharide aus dem Darm ableiten.
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Das Blutvolumen ist aufgrund des geringeren Körpergewichts bei Frühgeborenen geringer

als bei Reifgeborenen, so dass sich die absorbierte Menge auf ein geringeres Volumen

verteilt und die relative HMO-Konzentration im Blut steigt.

Die HMO-Konzentration im Blut des gestillten Säuglings läßt sich aufgrund der vielen

Variablen nicht eindeutig berechnen. Aufgrund der Verteilung der täglich aufgenommenen

Menge auf mehrere Mahlzeiten und die relativ schnelle Ausscheidung mit dem Urin stellt

die für die in vitro bzw. ex vivo angesetzte Konzentration von 125 µg/ml jedoch eher eine

Obergrenze dar. Durch die sukzessive Reduktion der sHMO-Konzentration in den

experimentellen Assays konnte jedoch gezeigt werden, dass die Oligosaccharide der

sHMO-Fraktion auch bei weit geringeren Konzentrationen noch einen Effekt auf Selektin-

vermittelte Zell-Zell-Interaktionen ausüben.
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5.5 Mögliche (patho-)physiologische Bedeutung

Die Extravasation von Leukozyten stellt einen essentiellen Schritt in der Immunantwort

des Körpers dar. Eine exzessive Leukozyten-Infiltration führt jedoch bei einer Reihe von

akuten und chronischen Krankheiten zu einer Zerstörung von körpereigenen, gesunden

Geweben (OSBORN 1990). Dies ist beispielsweise beim Hirnschlag (EMERICH et al. 2002)

oder allgemein bei Reperfusionsschäden der Fall (CARDEN UND GRANGER 2000), konnte

aber auch in der Pathogenese der Psoriasis (SCHON et al. 2002), der rheumatoiden

Arthritis (SFIKAKIS UND TSOKOS 1995) oder bei entzündlichen Darmerkrankungen (LAROUX

UND GRISHAM 2001) nachgewiesen werden. Aus diesem Grund gibt es eine Reihe von

Ansätzen, das Selektin-vermittelte Rolling als initialen Schritt der Leukozyten-

Extravasation pharmakologisch zu hemmen. Auf der einen Seite wurde versucht, die

Interaktionen zwischen Selektinen und ihren Liganden mit Antikörpern zu blockieren

(WEYRICH et al. 1993, MA et al. 1993). Auf der anderen Seite konnte vor kurzem gezeigt

werden, dass die Leukozyten-Adhäsion und damit eine exzessive Extravasation mit Hilfe

von löslichen Selektin-Liganden-Analoga reduziert werden kann (SIMANEK et al. 1998,

HIRAMATSU et al. 1998, THOMA et al. 1999, VLEESCHAUWER et al. 2001, THEORET et al.

2001). Eine inhibitorische Wirkung auf das Leukozyten-Rolling und die Leukozyten-

Adhäsion kann unter bestimmten Voraussetzungen also durchaus als ein positiver Effekt

betrachtet werden (OSBORN 1990).

Bei der neonatalen nekrotisierenden Enterocolitis (NEC) handelt es sich ebenfalls um eine

überschießende Immunreaktion, die vor allem bei Frühgeborenen auftritt. In der

Pathogenese der NEC findet ein Rückkopplungskreislauf statt, der zu einer Potenzierung

pro-inflammatorischer Signale führt, die eine exzessive Leukozyten-Infiltration induzieren.

In der Folge kommt es zu einer weiteren Zerstörung des betroffenen Gewebes (HSUEH et

al. 2003). Das Risiko an einer NEC zu erkranken ist bei gestillten Säuglingen weit

geringer als bei Säuglingen, die ausschliesslich mit Säuglingsmilchnahrung ernährt

wurden (LUCAS UND COLE 1990). Dieser protektive Effekt der Humanmilch läßt sich

anhand der vorgestellten Ergebnisse möglicherweise auch auf den Gehalt spezieller

Oligosaccharide zurückführen.

Um einen möglichen Einfluss von HMO auf die NEC ableiten zu können, soll zunächst ein

Modell zur Pathogenese vorgestellt werden (HSUEH et al. 2003).
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5.5.1 Epidemiologie und Klinik der NEC

Mit einer Inzidenz von rund 10% bei Säuglingen mit sehr geringem Geburtsgewicht

(<1.500 g) (UAUY et al. 1991) und einer Sterblichkeitsrate von 26% (HACK et al. 1991) gilt

die NEC nach wie vor als eine der Hauptursachen für Morbidität und Mortalität im

neonatalen Intensivbereich. Mindestens 80% der Patienten sind Frühgeborene oder

Neugeborene mit einem geringen bzw. sehr geringen Geburtsgewicht (STOLL et al. 1980,

DE CURTIS et al. 1987). Ein typisches klinisches Zeichen ist das aufgetriebene Abdomen

sowie Erbrechen, Lethargie, Apnoe und Bradykardie. Das fortgeschrittene Stadium

manifestiert sich mit Schock, intravaskulärer Koagulation, Azidose sowie

Thrombozytopenie und es kommt teilweise zu intestinalen Perforationen in der

betroffenen Region (BELL et al. 1978, WALSH et al. 1986). In schweren Fällen kann die

NEC zu multisystemischem Organversagen führen (MORECROFT et al. 1994).

Von der NEC sind hauptsächlich das Ileum und das Colon betroffen. Ischämie gilt als

Auslöser der Nekrosen, die die frühen histologischen Veränderungen bestimmen. In der

Folge kommt es zu einer Infiltration von Leukozyten, vor allem Makrophagen und

Granulozyten (MUSEMECHE et al. 1991). Bakterien spielen bei der Pathogenese der NEC

offenbar eine wichtige Rolle, da die Krankheit nicht auftritt, bevor eine bakterielle

Kolonisation des Darms stattgefunden hat (BALLANCE et al. 1990, NOWICKI 1990).

5.5.2 Postulierte Mechanismen in der Pathogenese der NEC

Die Ätiologie der NEC ist multifaktoriell und die Pathogenese nicht in allen Einzelheiten

aufgeklärt. Eine perinatale Hypoxie oder eine leichte postnatale Infektion werden als

initiale Auslöser vermutet, die zu einer lokalen Läsion der Darmmukosa führen können.

Bei einsetzender Kolonisation des Darms sind diese in ihrer Integrität gestörten Regionen

besonders anfällig für eine vermehrte Adhäsion von Bakterien (HSUEH et al. 2003). Als

Reaktion auf die Lipopolysaccharide gram-negativer Bakterien, wie E.coli, kommt es zu

einer vermehrten Synthese und Sekretion von PAF (Platelet-Activating Factor) und TNF-α

(ZANETTI et al. 1992). Durch diese beiden Mediatoren werden eine Reihe von

Mechanismen ausgelöst:
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• Induktion der Synthese und Sekretion von PAF und TNF-α

Sowohl PAF als auch TNF-α selbst induzieren die weitere Expression von TNF-α.

Darüber hinaus führt TNF-α auch zu einer vermehrten PAF-Expression. Diese Auto-

Induktion von PAF und TNF-α hat eine Potenzierung ihrer Wirkungen zur Folge

(CAMUSSI et al. 1987, VALONE UND EPSTEIN 1988, VILCEK UND LEE 1991, HUANG et al.

1994).

• Induktion der Synthese und Sekretion weiterer Zytokine

Sowohl PAF als auch TNF-α induzieren unter anderem die Synthese von Leukotrien

C4 und Noradrenalin, deren starke vasokonstriktorische Wirkung zum Teil für die

Ischämie und für die daraus resultierende Nekrose verantwortlich gemacht wird

(HSUEH et al. 1986, HSUEH et al. 1988).

• Erhöhung der Permeabilität der Darmmukosa
PAF interagiert mit dem Zytoskelett intestinaler Epithelzellen und induziert die

Phosphorylierung von E-Cadherin, einem epithelialen Membranbestandteil der

Zonula adherens. Dadurch wird die Permeabilität der Darmukosa erhöht und das

Eindringen von LPS in die Epithelzellen erleichtert sowie die bakterielle Translokation

ermöglicht (TAN et al. 2000). LPS führt wiederum zu einer vermehrten Expression von

PAF und TNF-α. Die PAF-induzierte Erhöhung der Mukosapermeabilität konnte durch

Superoxiddismutase und Katalase teilweise aufgehoben werden, so dass auf eine

Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bei der Zerstörung der

Mukosaintegrität geschlossen wurde (KUBES et al. 1991).

• Induktion der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
Reaktive Sauerstoffspezies spielen eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der

NEC. An der Bildung endogener ROS im Darm sind vor allem Granulozyten beteiligt,

die im Verlauf der NEC zusammen mit anderen Leukozyten das betroffene Gewebe

infiltrieren (KUBES et al. 1990b, KUBES et al. 1991).

• Induktion der Selektin-Expression und Leukozyten-Aktivierung

TNF-α ist ein potenter Aktivator der E-Selektin-Expression auf Endothelzellen

(BEVILACQUA et al. 1987, POBER et al 1987) und ist damit maßgeblich am initialen

Schritt der Leukozyten-Extravasation beteiligt (Abschnitt 1.3.1). PAF scheint darüber

hinaus einen Einfluss auf P-Selektin-vermittelte Prozesse zu haben, da gezeigt

werden konnte, dass P-Selektin-knock-out Mäuse im Gegensatz zum Wildtyp nicht

auf exogene PAF-Gaben reagieren (SUN et al. 1997).
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Die Rolle der Leukozyten-Infiltration wird auch anhand von tierexperimentellen

Ergebnissen verdeutlicht, bei denen die Depletion von polymorphkernigen

Leukozyten zu einer Reduktion der PAF-induzierten Veränderungen am Darm führte

(KUBES et al. 1990a, KUBES et al. 1990b). Die Blockierung der Leukozyten-

Extravasation mit monoklonalen Antikörpern gegen CD11a, CD11b oder CD18 zeigte

ebenfalls eine reduzierte PAF-Wirkung auf den Darm. Darüber hinaus wurde eine

geringere Myeloperoxidase-Aktivität in den betroffenen Geweben gemessen, was als

Indikator für eine verminderte Infiltration von Leukozyten gilt (SUN et al. 1996).

PAF und TNF-α führen über die Simulierung der Adhäsionsmoleküle aus der Selektin-

und Integrin-Familie zu einer exzessiven Leukozyten-Infiltration in das betroffene

Gewebe. Reaktive Sauerstoffspezies, die hauptsächlich von Granulozyten gebildet

werden, zerstören die Mukosaintegrität. In der Folge kommt es zu einem vermehrten

Eintritt von LPS, welches wiederum die Expression von PAF und TNF-α induziert. Der

damit geschlossene Kreislauf führt zu einer sich ausbreitenden Gewebsnekrose (HSUEH

et al. 2003).

5.5.3 Protektive Wirkung von Humanmilch

In einer prospektiven Studie an 926 Frühgeborenen konnte gezeigt werden, dass

Säuglinge, die ausschließlich Säuglingsmilchnahrung bekamen, eine um den Faktor 6

höhere Inzidenz für NEC aufwiesen als Säuglinge, die ausschließlich mit Humanmilch

ernährt wurden (LUCAS UND COLE 1990). Im Vergleich zu Säuglingen, die sowohl

Humanmilch als auch Säuglingsmilchnahrung erhielten, war die NEC-Inzidenz bei den

nicht gestillten Säuglingen noch um den Faktor 3,5 erhöht. Aus diesen epidemiologischen

Ergebnissen wurde auf das Vorhandensein von protektiven Faktoren in der Humanmilch

geschlossen (LUCAS UND COLE 1990). So wird vermutet, dass sekretorisches IgA in der

Humanmilch einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf der NEC ausübt, da orale

Immunglobulin-Gaben bei nicht-gestillten Säuglingen einen prophylaktischen Schutz

gegenüber NEC boten (EIBL et al. 1988). Darüber hinaus konnte in der Humanmilch im

Vergleich zu Säuglingsmilchnahrung eine signifikante Aktivität des Enzyms PAF-

Acetylhydrolase (PAF-AH) gemessen werden (FURUKAWA et al. 1993b, MOYA et al. 1994),

die zu einer teilweisen Kompensierung der niedrigen PAF-AH-Aktivität bei Neugeborenen

beitragen könnte (CAPLAN et al. 1990, FURUKAWA et al. 1993a). Durch den enzymatischen

Abbau von PAF könnte die gemessene PAF-AH-Aktivität der Humanmilch einen

protektiven Effekt auf die Pathogenese der NEC ausüben (TJOELKER et al. 1995).
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5.5.4 Möglicher Einfluss von Humanmilch-Oligosacchariden

Humanmilch-Oligosaccharide nehmen aufgrund verschiedener Eigenschaften

möglicherweise ebenfalls Einfluss auf die Pathogenese der NEC. Es wird vermutet, dass

HMO über ihre bifidogene oder präbiotische Wirkung (Abschnitt 1.1.3) zu einer geringeren

NEC-Inzidenz gestillter Säuglinge beitragen. Die Supplementation von Bifidobacteria

infantis, die vermehrt im Darm von gestillten Säuglingen auftreten, reduzierte

beispielsweise die NEC-Inzidenz bei Ratten über eine Beeinflussung des PAF-

Stoffwechsels und über eine verminderte bakterielle Translokation (CAPLAN et al. 1999).

Darüber hinaus wirken HMO möglicherweise der Kolonisation pathogener, NEC-

fördernder Mikroorganismen entgegen, indem sie als Rezeptor-Homologe die Adhäsion

von Pathogenen reduzieren (Abschnitt 1.1.3).

Neben diesen postulierten Einflussfaktoren auf die Pathogenese der NEC kann aus den

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit auf weitere protektive Effekte der HMO geschlossen

werden:

• Eine exzessive Adhäsion und Infiltration von Leukozyten führt über die zuvor

dargestellten Mechanismen zu einer Manifestierung der nekrotisierenden

Enterocolitis (Abschnitt 5.5.2). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass

HMO das E-Selektin-vermittelte Rolling und die anschließende feste Adhäsion an

aktivierte Endothelzellen zu reduzieren vermögen. In der Folge kann postuliert

werden, dass HMO über die Reduzierung der Leukozyten-Adhäsion und die sich

anschließende Extravasation einen positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf der

NEC ausüben.

• Granulozyten tragen im wesentlichen zur ROS-Produktion bei, die neben anderen

Faktoren als Auslöser der Gewebsnekrosen angesehen werden (Abschnitt 5.5.2).

Thrombozyten-Granulozyten-Komplexe repräsentieren eine Granulozyten-

Subpopulation, die besonders aktiv an der Bildung von ROS beteiligt sind. Eine

Blockierung der P-Selektin-vermittelten Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung

führte zu einer Reduktion der ROS-Produktion (PETERS et al. 1999). In der

vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HMO die Bildung von

Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen inhibieren. Es kann vermutet werden, dass

HMO über diesen Mechanismus die Bildung von ROS reduzieren und somit

möglicherweise einen weiteren protektiven Effekt im Rahmen der NEC ausüben.
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• Die Blockierung der Leukozyten-Extravasation mit monoklonalen Antikörpern gegen

die Integrine CD11b oder CD18 zeigte eine reduzierte PAF-Wirkung auf den Darm

(SUN et al. 1996). Die Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen führte zu

einer vermehrten CD11b/CD18-Expression auf der Granulozyten-Oberfläche (PETERS

et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HMO über ihre

inhibitorische Wirkung auf die P-Selektin-vermittelte Thrombozyten-Granulozyten-

Komplexbildung die CD11b-Expression reduzieren können.

Durch den Kontakt der Granulozyten mit E-Selektinen auf der Oberfläche von

aktivierten Endothelzellen wird die Expression von CD11b/CD18 ebenfalls induziert

(SIMON et al. 2000). Es kann vermutet werden, dass auch die Blockierung der E-

Selektin-Bindungsdomäne durch HMO zu einer verminderten CD11b-Expression auf

der Granulozyten-Oberfläche führt. Über ihre inhibitorische Wirkung auf die Selektin-

vermittelte Expression von CD11b/CD18 greifen die HMO möglicherweise positiv in

die Pathogenese der NEC ein.

Eine schematische Darstellung des vorgestellten Modells zur Pathogenese der NEC und

der möglichen Angriffspunkte der HMO zeigt Abbildung 50.

Zu den hier postulierten Mechanismen der HMO in der Pathogenese der NEC liegen

jedoch keinerlei In-vivo-Studien vor. Es ist derzeit nicht belegt, ob die in der vorliegenden

Arbeit anhand von In-vitro- bzw. Ex-vivo-Experimenten beobachteten Effekte der HMO auf

die In-vivo-Situation übertragbar sind. Des weiteren ist nicht bekannt, inwieweit die

inhibitorische Wirkungen der HMO auf die Leukozyten-Endotelzell-Interaktionen bzw. die

Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen einen quantitativen Einfluss auf die Pathogenese

der NEC ausüben. Der protektive Effekt der HMO könnte in vivo anhand von

Interventionsstudien mit Säuglingsnahrung belegt werden, die mit oder ohne HMO

supplementiert wird.

Über nachteilige Effekte, die sich aus dem Einfluss der HMO auf Selektin-vermittelte

Interaktionen ergeben, liegen zur Zeit weder Daten aus In-vivo-Studien noch aus In-vitro-

Experimenten vor.
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Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen
Aktivierung, Adhäsion und Infiltration

Proinflammatorische Zytokine,
Vasokonstriktion, ROS

Ischämie/Reperfusion ROS

Lokale Nekrose
Lokale Erhöhung der Mukosapermeabilität

Eintritt von LPS und bakterielle Translokation

Sepsis und Schock

Schwere NEC mit Multiorganversagen

PAF TNF-α

Eintritt von LPS und bakterielle Translokation

Lokale Erhöhung der Mukosapermeabilität

PAF TNF-α

Freisetzung von LPS

Lokale, bakterielle Adhäsion am Darmepithel

Lokale Läsion der Darmmukosa

Perinatale Hypoxie,
postnatale Infektion, etc.

Bakterielle Kolonisation des Darms

Humanmilch-
Oligosaccharide

bifidogen,
präbiotisch

Rezeptor-
homologe

Selektin-
Liganden-
Analoga

Abbildung 50. MODELL ZUR PATHOGENESE DER NEC

Im Laufe der Pathogenese der NEC kommt es zu einer überschießenden Stimulation pro-
inflammatorischer Zytokine, wie PAF und TNF-α, die zu einer vermehrten Leukozyten-Infiltration
führen. Die sukzessive Nekrotisierung des betroffenen Gewebes wird unter anderem durch die
von den Leukozyten gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) verursacht (modifiziert nach
HSUEH et al. 2003).

Die HMO greifen möglicherweise auf verschiedenen Ebenen in die Pathogenese der NEC ein:
Sie modifizieren die Zusammensetzung der Darmflora und inhibieren die Adhäsion verschiedener
Bakterien an das Darmepithel. Darüber hinaus beeinflussen die HMO die Selektin-vermittelten
Interaktionen zwischen Endothelzellen, Leukozyten und Thrombozyten und reduzieren unter
anderem die ROS-Bildung im betroffenen Gewebe (dickere Pfeile).
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5.5.5 Interindividuelle Unterschiede

Der Einfluss der HMO auf Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen bzw. Thrombozyten-

Granulozyten-Interaktionen wurde in der vorliegenden Arbeit anhand der Oligosaccharide

einer einzelnen Humanmilchprobe untersucht. Aufgrund des Vorkommens von 2‘-

Fucosyllactose und LNFP I handelt es sich dabei um Humanmilch einer Frau mit

Sekretor-Status.

Aus der genetisch determinierten Expression der Glycosyltransferasen, vor allem der

Fucosyltransferasen, leitet sich eine interindividuelle, strukturelle Variabilität der HMO ab.

Diese Enzyme sind auch an der Synthese von Blutgruppenantigenen des ABO- und

Lewis-Systems beteiligt (Abschnitt 1.1.1). Es gibt eine Reihe von Studien, die einen

Zusammenhang der Blutgruppenantigene des ABO- und Lewis-Systems mit einer

Prädisposition für verschiedene Infektionskrankheiten untersuchten (SHEINFELD et al.

1989, DICKEY et al. 1993, JANTAUSCH et al. 1994).

Das Vorkommen von sLea-, sLex- und Lex-Determinanten als Bestandteil der

Oligosaccharide aus Humanmilch von Frauen mit unterschiedlichem Sekretor- und Lewis-

Status wurde von Rudloff et al. untersucht. Die entsprechenden Bindungsdeterminanten

von Selektin-Liganden wurden in den HMO-Fraktionen der verschiedenen Spender in

unterschiedlichem Ausmaß detektiert (RUDLOFF et al. 2002). Anhand dieser Ergebnisse

kann postuliert werden, dass die Oligosaccharide aus der Humanmilch verschiedener

Frauen einen unterschiedlichen Effekt auf die Selektin-vermittelten Zell-Zell-Interaktionen

haben könnten. Zur Verifizierung bzw. Falsifizierung dieser Hypothese könnten

Oligosaccharide aus der Humanmilch verschiedener Frauen mit unterschiedlichem

Sekretor- bzw. Lewis-Status isoliert werden. Ihre Wirkungen auf Leukozyten-Endothelzell-

Interaktionen bzw. Thrombozyten-Granulozyten-Interaktionen könnten anschließend

anhand der entsprechenden In-vitro- bzw. Ex-Vivo-Systeme untersucht werden.

Setzt man eine Übertragbarkeit der In-vitro- bzw. Ex-vivo-Ergebnisse der vorliegenden

Arbeit auf die In-vivo-Situation voraus, könnte man des weiteren interindividuelle

Unterschiede auf physiologischer Ebene postulieren. Die interindividuelle, strukturelle

Variabilität der HMO könnte damit die Suszeptibilität des Säuglings für bestimmte

Erkrankungen sowohl auf lokaler als auch auf systemischer Ebene determinieren. Die

Humanmilch einer Frau mit einem bestimmten Sekretor- bzw. Lewis-Status könnte den

Säugling aufgrund der individuellen Oligosaccharid-Zusammensetzung möglicherweise

besser vor einer NEC schützen als die Humanmilch einer anderen HMO-Komposition.
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Aufgrund der jetzigen Datenlage können zu diesen Zusammenhängen jedoch lediglich

spekulative Aussagen getroffen werden.
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5.6 Einfluss von Humanmilch-Oligosacchariden auf
weitere Lektin-vermittelte Interaktionen

In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich der Einfluss von HMO auf Selektin-vermittelte

Interaktionen untersucht. Im menschlichen Körper gibt es jedoch eine ganze Reihe

weiterer Prozesse, die auf der Interaktion von Lektinen und Glykokonjugaten beruhen

(Abschnitt 1.2). So könnten HMO aufgrund ihrer strukturellen Ähnlichkeiten mit den

physiologischen Oligosaccharid-Bindungsdeterminanten der verschiedenen Lektin-

Liganden möglicherweise einen Einfluss auf Galectin- und Siglec-vermittelte Interaktionen

ausüben.

5.6.1 Galectine

5.6.1.1 Vorkommen und Funktionen der Galectine

Dreizehn verschiedene Mitglieder der Galectin-Familie (Galactoside-Binding Lectins)

konnten bislang in einer Vielzahl von Geweben identifiziert werden (COOPER UND

BARONDES 1999). Ihr Vorkommen und ihre bislang beschriebenen Funktionen sind in

Tabelle 7 zusammengefaßt. Bei den meisten Galectinen handelt es sich um lösliche

Proteine, die keine Transmembrandomäne aufweisen. Aufgrund ihrer multivalenten

Bindungseigenschaften sind Galectine in der Lage Zellantworten auszulösen, indem sie

Glykokonjugate auf Zelloberflächen quervernetzen (HIRABAYASHI UND KASAI 1993).

Obwohl die meisten Mitglieder der Galectin-Familie ihre Funktionen außerhalb der Zelle

ausüben, gibt es auch Hinweise, dass Galectine an intrazellulären Prozessen beteiligt

sind, wie beispielsweise der Regulation des prä-mRNA-Splicings (DAGHER et al. 1995).

Die postulierten biologischen Funktionen der Galectine umfassen die Modulation von

Zellwachstum, Proliferation und Apoptose sowie die Beeinflussung von Zell-Zell- und Zell-

Matrix-Interaktionen. Daneben konnte gezeigt werden, dass Galectine in die Synthese

und Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen eingreifen (RABINOVICH et al. 1999a,

RABINOVICH et al. 1999b, SANTUCCI et al. 2000). Galectin-3 gilt darüber hinaus als

potenter chemotaktischer Faktor bei der Rekrutierung von Monozyten und Makrophagen

(MATSUMOTO et al. 1998), während Galectin-9 eine chemotaktische Wirkung auf

eosinophile Granulozyten aufweist (SANO et al. 2000). Neben ihren vielfältigen Funktionen

im Immunsystem scheinen Galectine auch an verschiedenen Schritten bei der

Metastasierung von Krebszellen beteiligt zu sein (AKAHANI et al. 1997, XU et al. 1995,
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ELLEHORST et al. 1999, RORIVE et al. 2001, VAN DEN BRULE et al. 2001, RABINOVICH et al.

2002).

Tabelle 7. VORKOMMEN UND FUNKTIONEN DER GALECTINE1

Galectin Vorkommen Funktionen

Galectin-1 in nahezu allen Organen
nachgewiesen

• induziert Apoptose von aktivierten T-Zellen
und unreifen Thymozyten

• beeinflusst Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen

• blockiert Arachidonsäure-Freisetzung,
Mastzell-Degranulation und Granulozyten-
Extravasation

• supprimiert chronische Inflammation und
Autoimmunität

Galectin-2 Magenepithelzellen unbekannt

Galectin-3 Tumorzellen, Makrophagen,
Epithelzellen, Fibroblasten,
aktivierte T-Zellen

• anti-apoptotisch und pro-inflammatorisch

• beeinflusst Zelladhäsion und -migration

• induziert Monozyten-Chemotaxis

• potenziert Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine (Interleukin-1)

• inhibiert die Genexpression von Interleukin-5

Galectin-4 Gastrointestinaltrakt unbekannt

Galectin-5 Erythrozyten unbekannt

Galectin-6 Gastrointestinaltrakt unbekannt

Galectin-7 Haut • erhöht die Empfindlichkeit der Keratinozyten
für UVB-induzierte Apoptose

Galectin-8 Leber, Niere, Herzmuskel,
Prostata und Gehirn

• beeinflusst Integrin-Interaktionen mit der
Extrazellulärmatrix

Galectin-9 Thymus, T-Zellen, Niere • induziert Eosinophilen-Chemotaxis

Galectin-10 Eosinophile, Basophile unbekannt

Galectin-11 Linse unbekannt

Galectin-12 Adipozyten • induziert Apoptose und Zellarrest

Galectin-13 Plazenta unbekannt

1 modifiziert nach RABINOVICH et al. 2002
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5.6.1.2 Humanmilch-Oligosaccharide als potentielle Galectin-Liganden

Über die Liganden der einzelnen Galectine ist bisher wenig bekannt. Proteine der

Basalmembran, wie Laminin und Fibronektin, wurden als Liganden für Galectin-1 und

Galectin-3 identifiziert (ZHOU et al. 1993, KUWABARA UND LIU 1996, OCHIENG et al. 1998).

Darüber hinaus interagieren Galectine mit Membranrezeptoren, beispielsweise mit dem

Integrin α7β1 oder mit CD43 und CD45 (GU et al. 1994, BAUM et al. 1995, NGUYEN et al.

2001). Die intrazellulär lokalisierten Lysosome-associated membrane proteins (LAMP)

stellen ebenfalls physiologische Liganden der Galectine dar (SARAFIAN et al. 1998). Alle

Mitglieder der Galectin-Familie binden einfache β-Galactoside. N-Acetyllactosamin wurde

als Grundstruktur der Oligosaccharid-Bindungsdeterminanten von Galectin-Liganden

identifiziert (RABINOVICH 1999). Die Bindungsaffinität zu monomerem N-Acetyllactosamin

ist jedoch relativ gering (Dissoziationskonstanten im Bereich zwischen 90 und 100 µM),

während die Affinität zu Glykoproteinen mit Polylactosamin-Sequenzen um ein Vielfaches

erhöht ist (Dissoziationskonstanten im Bereich von 1 µM) (CHO UND CUMMINGS 1995).

Da die Grundstruktur der HMO ebenfalls von N-Acetyllactosamin gebildet wird, bestehen

strukturelle Ähnlichkeiten mit den Bindungsdeterminanten der Galectin-Liganden

(Abschnitt 1.1.1). Da Oligosaccharide der Humanmilch sogar aus bis zu 15 N-

Acetyllactosamin-Einheiten bestehen und somit Polylactosamine darstellen, kann

vermutet werden, dass sie im Vergleich zum monovalenten N-Acetyllactosamin eine

relativ hohe Bindungsaffinität besitzen. Galectine sind an einer Reihe von Prozessen im

Immunsystem beteiligt (RABINOVICH et al. 2002). Es ist jedoch bislang nicht bekannt, ob

HMO Galectin-vermittelte Interaktionen im Immunsystem beeinflussen können.
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5.6.2 Siglecs

5.6.2.1 Vorkommen und Funktionen der Siglecs

Die Familie der Siglecs (Sialic acid binding Ig-like lectins) gehört zur Klasse der I-Typ-

Lektine und umfaßt derzeit zehn Mitglieder (Abschnitt 1.2). Siglecs werden auf einer

Vielzahl von Zellen des Immunsystems exprimiert und spielen deshalb möglicherweise

eine bedeutende Rolle bei der angeborenen und erworbenen Immunantwort (CROCKER

UND VARKI 2001). Siglec-1 (Sialoadhesin) wird auf Makrophagen exprimiert und vermittelt

eine Vielzahl von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen (CROCKER et al. 1991). Siglec-2

(CD22) ist am Homing von B-Lymphozyten ins Knochenmark beteiligt (FLOYD et al. 2000,

NITSCHKE et al. 1997, NITSCHKE et al. 1999). Darüber hinaus ist Siglec-2 mit dem B-Zell-

Rezeptor (BCR) assoziiert und vermag ein über BCR-vermitteltes Signal zu inhibieren

(PEAKER et al. 1993, LEPRICE et al. 1993, O’KEEFE et al. 1996, SATO et al. 1996, SMITH et

al. 1998, POE et al. 2000). Die Siglecs-3 bis -10 werden auf einer Vielzahl von Leukozyten

exprimiert. Es wird vermutet, dass sie an der Regulation der Leukozyten-Aktivierung

beteiligt sind (CORNISH et al. 1998, NICOLL et al. 1999, PATEL et al. 1999, FLOYD et al.

2000, KIKLY et al. 2000, ANGATA et al. 2000, ANGATA UND VARKI 2000, ZHANG et al. 2000,

MUNDAY et al. 2001). Über ihre genaue Funktion ist jedoch bislang nichts bekannt

(CROCKER UND VARKI 2001).

Eine Besonderheit von Siglecs stellt ihre Maskierung auf ruhenden Zellen dar, die auch

als cis-Interaktion bezeichnet wird. Mit Ausnahme von Siglec-1 bindet die Lektin-Domäne

der Siglecs Sialinsäure-haltige Oligosaccharid-Determinanten auf benachbarten

Glykokonjugaten der gleichen Zelle. Durch die Aktivierung der Zelle wird diese Bindung

aufgehoben und die Siglecs können mit Liganden auf anderen Zellen oder der

Extrazellulärmatrix interagieren (CROCKER et al. 1995, RAZI UND VARKI 1998, RAZI UND

VARKI 1999, FLOYD et al. 2000).

Eine Übersicht über das Vorkommen und die Funktion der Siglecs, sowie über

Besonderheiten der Bindungsdeterminanten ihrer Liganden zeigt Tabelle 8.
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5.6.2.2 Humanmilch-Oligosaccharide als potentielle Siglec-Liganden

Die meisten Siglecs scheinen lediglich die terminale Sialinsäure zu erkennen (CROCKER

UND VARKI 2001). Darüber hinaus spielt bei einigen Siglecs auch die Art der

glykosidischen Bindung eine Rolle, über die die Sialinsäure mit dem benachbarten Zucker

verbunden ist. Siglec-2 erkennt beispielsweise ausschließlich α2-6-glykosidisch

gebundene Sialinsäure (VAN DER MERWE et al. 1996), während Siglec-3 und Siglec-4 nur

mit α2-3-glykosidisch gebundener Sialinsäure interagieren (FREEMAN et al. 1995, COLLINS

et al. 1997). Die Siglecs-5, -7, -9 und -10 binden sowohl α2-3- als auch α2-6-verknüpfte

Sialinsäure (COLLINS et al. 1997, KELM et al. 1998). Die Struktur des Oligosaccharid-

Tabelle 8. VORKOMMEN UND FUNKTIONEN DER SIGLECS1

Siglec Vorkommen Funktion / Bindungsdeterminante

Siglec-1
Sialoadhesin

Makrophagen • vermittelt Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen

• bevorzugt Sialinsäure in α2-3-glykosidischer
Bindung

Siglec-2
CD22

B-Lymphozyten • beteiligt am Homing der B-Lymphozyten ins
Knochenmark

• inhibiert B-Zell-Aktivierung

• bevorzugt Sialinsäure in α2-6-glykosidischer
Bindung

Siglec-3
CD33

Monozyten, Makrophagen und
myeloide Vorläuferzellen

• beeinflusst möglicherweise die Leukozyten-
Aktivierung

Siglec-4 Oligodendrozyten • bevorzugt Sialinsäure in α2-3-glykosidischer
Bindung

Siglec-5 Monozyten, Granulozyten und
B-Lymphozyten

• bindet sowohl Sialinsäure in α2-3- als auch in
α2-6-glykosidischer Bindung

Siglec-6 Trophoblasten, B-Lymphozyten unbekannt

Siglec-7 Natürliche Killerzellen und
Monozyten

• bindet sowohl Sialinsäure in α2-3- als auch in
α2-6-glykosidischer Bindung

Siglec-8 Eosinophile und basophile
Granulozyten, Mastzellen

• bevorzugt Sialinsäure in α2-3-glykosidischer
Bindung

Siglec-9 Monozyten, Granulozyten,
B-Lymphozyten und Natürliche
Killerzellen

• bindet sowohl Sialinsäure in α2-3- als auch in
α2-6-glykosidischer Bindung

• bindet sLex

Siglec-10 Natürliche Killerzellen,
B-Lymphozyten, Monozyten
und eosinophile Granulozyten

• bindet sowohl Sialinsäure in α2-3- als auch in
α2-6-glykosidischer Bindung

1 modifiziert nach CROCKER UND VARKI 2001
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Rückgrats kann in einigen Fällen die Bindungsaffinität beeinflussen. Die Modifizierung der

Oligosaccharid-Bindungsdeterminante mit einer α2-3-glykosidisch gebundenen Fucose

schwächt beispielsweise die Liganden-Bindung einiger Siglecs (BRINKMAN-VAN DER

LINDEN UND VARKI 2000).

Humanmilch-Oligosaccharide der sauren Fraktion tragen per Definition Sialinsäure-Reste

in α2-3- oder α2-6-glykosidischer Bindung. Gerade die Hauptkomponenten der sauren

HMO-Fraktion, 3‘- und 6‘-Sialyllactose sowie Sialyl-LNT, stellen aufgrund ihrer Struktur

putative Analoga der Siglec-Liganden dar. Weitere Modifikationen der Oligosaccharide,

wie beispielsweise Fucosylierungen, könnten die Bindungsaffinität zu den Siglecs

möglicherweise schwächen (BRINKMAN-VAN DER LINDEN UND VARKI 2000). Zum Einfluss

von HMO auf Siglec-vermittelte Interaktionen liegen derzeit jedoch keine Erkenntnisse

vor.
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6 Zusammenfassung

Humanmilch enthält eine Vielzahl freier Oligosaccharide (5-10 g/l), die teilweise resorbiert
werden und so in die systemische Zirkulation des Säuglings gelangen können. In
vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Humanmilch-Oligosaccharide
(HMO) Bindungsdeterminanten von Selektin-Liganden enthalten. Die Adhäsionsmoleküle
der Selektin-Familie sind an Zell-Zell-Interaktionen des Immunsystems beteiligt. Im
Rahmen einer Inflammation vermitteln Selektine das Rolling von Leukozyten auf
aktivierten Endothelzellen. Durch diese Verlangsamung der Leukozyten aus dem
Blutstrom wird die Leukozyten-Extravasation eingeleitet. Darüber hinaus sind Selektine an
der Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen beteiligt, welche eine
Subpopulation von hoch reaktiven Granulozyten darstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob HMO als lösliche Liganden-Analoga die
Selektin-vermittelten Zell-Zell-Interaktionen des Immunsystems beeinflussen können.

Oligosaccharide wurden aus Humanmilch isoliert und in eine saure und eine neutrale
Fraktion getrennt. Die Oligosaccharide der sauren Fraktion enthielten Sialinsäure-Reste.
Sialinsäure ist ein essentielles Strukturelement der Bindungsdeterminanten von Selektin-
Liganden.

Um den Einfluss der HMO auf das Rolling und die Adhäsion von Leukozyten zu
untersuchen, wurden Monozyten, Lymphozyten oder Granulozyten aus humanem,
peripheren Blut isoliert und in einer parallelen Durchflusskammer über humane
Endothelzellen geleitet. Die Selektin-Expression wurde zuvor mit TNF-α induziert. Das
Zellkulturmedium wurde mit verschiedenen HMO-Fraktionen oder Oligosaccharid-
Standards supplementiert. In einem physiologischen Bereich zwischen 12,5 und 125
µg/ml führte die saure HMO-Fraktion zu einer konzentrationsabhängigen Reduktion des
Leukozyten-Rollings um bis zu 24,0% und zu einer Reduktion der Leukozyten-Adhäsion
um bis zu 52,8%. Eine Reihe von aktiven Komponenten innerhalb der sauren HMO-
Fraktion konnten identifiziert werden. Die neutrale Fraktion hatte hingegen keinen Effekt.

Der Einfluss der HMO auf die Bildung von Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen in
Vollblut wurde durchflusszytometrisch mit monoklonalen Antikörpern für den
Thrombozyten-Marker CD42a und den Granulozyten-Aktivitätsmarker CD11b untersucht.
In einem Bereich zwischen 6,25 und 125 µg/ml reduzierte die saure HMO-Fraktion nicht
nur die Thrombozyten-Granulozyten-Komplexbildung um bis zu 20,3%, sondern sie führte
darüber hinaus auch zu einer verminderten Granulozyten-Aktivierung um bis zu 30,5%.
Auch hier zeigte die neutrale HMO-Fraktion keinen Effekt.
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Die Ergebnisse aus den vorliegenden Untersuchungen deuten darauf hin, dass saure
HMO anti-inflammatorische Eigenschaften besitzen. Die geringere Inzidenz gestillter
Säuglinge für inflammatorische Erkrankungen, wie beispielsweise der nekrotisierenden
Enterocolitis, basiert möglicherweise zum Teil auf einer spezifischen protektiven Wirkung
der HMO.
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7 Summary

Influence of human milk oligosaccharides on selectin-mediated
cell-cell interactions in the immune system
Human milk is a rich source of a large variety of unbound oligosaccharides (5-10 g/l)
partly reaching the systemic circulation of breast-fed infants. In recent studies it was
shown that human milk oligosaccharides (HMO) contain binding determinants for
selectins, a family of adhesion molecules involved in several cell-cell interactions in the
immune system. The initial step of leukocyte extravasation at sites of inflammation is
mediated by selectins leading to the rolling of leukocytes on activated endothelial cells.
The formation of platelet-neutrophil complexes (PNC) is also mediated by selectins. PNC
represent a subpopulation of highly activated neutrophils. The objective of this study was
to determine whether or not HMO may serve as soluble selectin-ligand analogs and
therefore modulate selectin-mediated cell-cell interactions.

Oligosaccharides were isolated from human milk and separated into an acidic and a
neutral fraction containing structures with or without sialic acid residues, respectively.
Sialic acid is an essential structural component for selectin binding determinants. To
investigate the influence of HMO on leukocyte rolling and adhesion, monocytes,
lymphocytes, or neutrophils from human peripheral blood were passed over human
endothelial cells in a parallel flow chamber. Selectin expression on endothelial cells was
induced by TNF-α. The cell culture media were supplemented with different HMO
fractions or oligosaccharide standards. In a physiological range between 12.5 and 125
µg/ml, the acidic HMO fraction inhibited leukocyte rolling up to 24.0% and leukocyte
adhesion up to 52.8% in a concentration dependent manner. Several active components
within the acidic HMO fraction were identified. The neutral HMO fraction had no effect.

The influence of HMO on PNC formation was investigated by flow cytometry of whole
blood using monoclonal antibodies for the platelet marker CD42a and the neutrophil
activation marker CD11b. Within a concentration of 6.25 and 125 µg/ml, the acidic HMO
fraction not only reduced PNC-formation up to 20.3% but also decreased neutrophil
activation in a concentration dependent manner up to 30.5% according to CD11b-
expression. The neutral HMO fraction had no effect.

These results indicate that acidic oligosaccharides may serve as anti-inflammatory
components of human milk and might therefore contribute to the lower incidence of
inflammatory diseases such as necrotizing enterocolitis in breast-fed versus formula-fed
infants.
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8 Anhang

8.1 Material

8.1.1 Chemikalien

Aceton p.a. Merck, Darmstadt

ADP Sigma, St, Louis, MO, USA

Caesiumchlorid Merck, Darmstadt

Calciumchlorid-Dihydrat p.a. Merck, Darmstadt

Citifluor Citifluor, London, UK

Detergenz Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA

Detoxi-Gel Endotoxin Removing Gel Pierce, Rockford, IL, USA

Dextran (Leuconostoc mesenteroides) Sigma, St, Louis, MO, USA

Ethanol p.a. Merck, Darmstadt

Ficoll Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Fluorescent Mounting Medium DAKO, Glostrup, Dänemark

fMLP Sigma, St, Louis, MO, USA

Glucose Sigma, St, Louis, USA

Heparin, Monoparin 5000 IU/ml CP Pharmaceuticals,Wrexham, UK

HEPES Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid p.a. Merck, Darmstadt

Lymphoprep Axis-Shield, Oslo, Norwegen

Magnesiumchlorid-Hexahydrat p.a. Merck, Darmstadt

Methanol p.a. Merck, Darmstadt

Natriumazetat, wasserfrei, p.A. Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Roth, Karlsruhe

Natriumcitrat BDH Laboratory Supplies, Poole, UK

Natriumdesoxycholat-Monohydrat Sigma, St, Louis, MO, USA

Natriumhydroxyd (50%) Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande

Prostacyclin Sigma, St, Louis, MO, USA

Sephadex G25 Fine Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

TRA Peninsula Laboratories, San Carlos, CA, USA
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8.1.2 Lösungen und Puffer

Steriles Wasser, pyrogenfrei Baxter, Unterschleißheim

PBS (10 x), ohne Ca, Mg PAA Laboratories, Linz, Österreich

EDTA 1% in PBS Biochrom AG, Berlin

Natriumpyruvat 100 mM PAA Laboratories, Linz, Österreich

Glucose 10% Braun, Melsungen

HSA (Humanes Serum Albumin) 20% Baxter, Unterschleißheim

BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma, St, Louis, MO, USA

Natriumchlorid-Lösung, steril, pyrogenfrei, isoton Baxter, Unterschleißheim

HBSS (-/-) (1x), ohne Ca, Mg Gibco/Life Technologies, Karlsruhe

HBSS (+/+) (1x), mit Ca, Mg Gibco/Life Technologies, Karlsruhe

CellFIX Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

FACS Lysing Solution Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

8.1.2.1 Allgemein

PBS (1x)
450 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

50 ml PBS (10 x), ohne Ca, Mg

Natriumchlorid-Lösung (1,8%)
100 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

1,8 g Natriumchlorid

steril filtrieren durch 0,22 µm Spritzenaufsatzfilter

CaCl2-Stammlösung (150 mM)
100 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

2,2 g Calciumchlorid-Dihydrat

steril filtrieren durch 0,22 µm Spritzenaufsatzfilter

MgCl2-Stammlösung (50 mM)
100 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

1,017 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat

steril filtrieren durch 0,22 µm Spritzenaufsatzfilter
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HBS-Stammlösung (11x)
900 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

88,0 g NaCl

26,2 g HEPES

22,0 g Glucose

3,3 g KCl

pH auf 7,58 einstellen

auf 1.000 ml mit sterilem Wasser auffüllen

steril filtrieren durch 0,22 µm Flaschenaufsatzfilter

HBS (1x)
500 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

50 ml HBS-Stammlösung (11x)

HEPES-Lösung (200 mM)
100 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

4,76 g HEPES

pH auf 7,4 einstellen

steril filtrieren durch 0,22 µm Flaschenaufsatzfilter

Dextran-Lösung (10%)
100 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

10 g Dextran

steril filtrieren durch 0,45 µm Spritzenaufsatzfilter

8.1.2.2 Chromatographie

HPLC: Eluent B (0,6 M Natriumchlorid)
1.000 ml bidest. Wasser

35,06 g Natriumchlorid

10 min mit Helium entgasen

HPAEC-PAD: Eluent A (100 mM Natriumhydroxid)
1.989,6 ml bidest. Wasser

10,4 ml Natriumhydroxid (50%)

10 min mit Helium entgasen
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HPAEC-PAD: Eluent B (100 mM Natriumhydroxid + 250 mM Natriumazetat)
600 ml bidest. Wasser

41,23 g Natriumazetat

durch Membranfilter (Zelluloseazetat, 0,45 µm) filtrieren

mit bidest, Wasser auf 2000 ml auffüllen

10,4 ml entnehmen und durch 10,4 ml NaOH (50%) ersetzen

10 min mit Helium entgasen

Affinitätschromatographie: Natriumdesoxycholat-Lösung (1%)
100 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

1 g Natriumdesoxycholat

8.1.2.3 Elutriation

Waschpuffer für die Elutriation
400 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

50 ml PBS (10 x), ohne Ca, Mg

25 ml Natrium-Pyruvat (100 mM)

25 ml EDTA 1% in PBS

2,5 ml HSA (Humanes Serum Albumin) 20%

Elutriationspuffer
800 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

100 ml PBS (10 x), ohne Ca, Mg

50 ml Natrium-Pyruvat (100 mM)

50 ml EDTA 1% in PBS

10 ml Glucose (10%)

8.1.2.4 Durchflusszytometrie

FACS-Lyse
90 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

10 ml FACS Lysing Solution

steril filtrieren durch 0,22 µm Spritzenaufsatzfilter
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FACS-Fix
90 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

10 ml CellFIX

steril filtrieren durch 0,22 µm Spritzenaufsatzfilter

FACS-Wash
50 ml PBS (1x)

0,5 mg BSA (Bovines Serum Albumin)

0,05 mg Natriumazid

steril filtrieren durch 0,22 µm Spritzenaufsatzfilter

8.1.3 Zellkulturmedien und Supplemente

MCDB 131, ohne L-Glutamin Gibco/Life Technologies, Karlsruhe

RPMI 1640, mit L-Glutamin Gibco/Life Technologies, Karlsruhe

FCS (Fetal calf serum) Biochrom, Berlin

Penicillin/Streptomycin (10,000 U/ml,10,000 µg/mL) Gibco/Life Technologies, Karlsruhe

L-Glutamin (200 mM) Gibco/Life Technologies, Karlsruhe

EGF (Epidermal growth factor) Gibco/Life Technologies, Karlsruhe

ECGS (Endothelial cell growth supplement) PromoCell, Heidelberg

Amphotericin B (250 µg/ml) Gibco/Life Technologies, Karlsruhe

hrTNF-α (Tumor necrosis factor alpha) R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Gelatine (aus Schweinehaut) Sigma, St, Louis, MO, USA

Fibronectin (aus humanem Plasma) Sigma, St, Louis, MO, USA

Trypsin-EDTA (10x) in HBSS Gibco/Life Technologies, Karlsruhe

Acutase PAA Laboratories, Linz, Österreich

Collagenase Typ II, 196 Units Biochrom, Berlin

EGF-Lösung (2,5 µg/100 µl)

100 µg EGF (Epidermal Growth Factor)

4 ml MCDB 131, ohne L-Glutamin

auf Eis aliquotieren zu 100 µl
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HUVEC-Medium
440 ml MCDB 131, ohne L-Glutamin

50 ml FCS (Fötales Kälberserum)

5 ml L-Glutamin (200 mM)

5 ml Penicillin/Streptomycin (10,000 U/ml, 10,000 µg/mL)

1 ml ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement)

100 µl EGF-Lösung (2,5 µg/100 ml)

steril filtrieren durch 0,45 µm Flaschenaufsatzfilter

Flussmedium
88 ml MCDB 131, ohne L-Glutamin

10 ml FCS (Fötales Kälberserum)

1 ml L-Glutamin (200 mM)

1 ml Penicillin/Streptomycin (10,000 U/ml, 10,000 µg/mL)

steril filtrieren durch 0,45 µm Flaschenaufsatzfilter

Leukozytenmedium
45 ml RPMI 1640, mit L-Glutamin

5 ml FCS (Fötales Kälberserum)

0,5 ml Penicillin/Streptomycin (10,000 U/ml, 10,000 µg/mL)

steril filtrieren durch 0,45 µm Flaschenaufsatzfilter

TNF-α (10 ng/µl)
10 µg hrTNF-α (Tumor necrosis factor alpha)

1 ml PBS (1x)

5 µl HSA (Humanes Serum Albumin) 20%

auf Eis aliquotieren zu 10 µl

Fibronectin-Lösung (0,002%)
10 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

5 mg Fibronectin (aus humanem Plasma)

5 min im Ultraschallbad in Lösung bringen

mit Natriumchloridloesung (steril, pyrogenfrei, isoton) auf 250 ml auffüllen

Gelatine-Stammlösung (2%)
100 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

2 g Gelatine (aus Schweinehaut)

kurz aufkochen und anschließend autoklavieren
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Gelatine-Lösung (0,2%)
90 ml Natriumchloridloesung, steril, pyrogenfrei, isoton

10 ml Gelatine-Stammlösung (2%)

Trypsin (1x)
80 ml Natriumchloridloesung, steril, pyrogenfrei, isoton

10 ml HEPES-Lösung (200mM)

10 ml Trypsin-EDTA (10x)

Collagenase-Lösung (0,025%)
100 ml steriles Wasser, pyrogenfrei

25 mg Collagenase Typ II, 196 Units

steril filtriert durch 0,2 µm Flaschenaufsatzfilter

8.1.4 Oligosaccharid-Standards

Galactotriose

Galα1-3Galβ1-4Gal

Dextra Laboratories, Reading, UK

3'-Sialyllactose

NeuAcα2-3Galβ1-4Glc

Dextra Laboratories, Reading, UK

6'-Sialyllactose

NeuAcα2-6Galβ1-4Glc

Dextra Laboratories, Reading, UK

3‘-Sialyl-3-fucosyllactose

NeuAcα2-3Galβ1-4(Fucα1-3)Glc

Glyko, Novato, CA, USA

3‘-Sialyl-Lewis x

NeuAcα2-3Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAc

Dextra Laboratories, Reading, UK

Disialyl-monofucosyllacto-N-Hexaose

NeuAcα2-3Galβ1-3(NeuAcα2-6)GlcNAcβ1-

3(Galβ1-4(Fucα1-3)GlcNAcβ1-6)Galβ1-4Glc

Glyko, Novato, CA, USA
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8.1.5 Antikörper und Kernfärbereagenz

8.1.5.1 Primärantikörper

Mouse anti-human CD11b:FITC Serotec, Oxford, UK

Mouse anti-human CD15:FITC DAKO, Glostrup, Dänemark

Mouse anti-human CD15s:FITC Serotec, Oxford, UK

Mouse anti-human CD42a:PerCP Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

Mouse anti-human CD54 Serotec, Oxford, UK

Mouse anti-human CD62E:CyChrome BD Pharmingen, San Diego, CA, USA

Mouse anti-human CD62P:CyChrome BD Pharmingen, San Diego, CA, USA

Mouse anti-human CD62P:PE BD Pharmingen, San Diego, CA, USA

Mouse anti-human CD102 Serotec, Oxford, UK

Mouse anti-human CD106:PE Serotec, Oxford, UK

Mouse anti-human vW-factor DAKO, Glostrup, Dänemark

8.1.5.2 Sekundärantikörper

Goat ani-mouse:FITC Sigma, St, Louis, MO, USA

Rabbit anti-mouse:FITC DAKO, Glostrup, Dänemark

Goat anti-mouse:RPE DAKO, Glostrup, Dänemark

Goat anti-mouse:Cy5 Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA

8.1.5.3 Antikörper für Isotypen-Negativkontrollen

anti-mouse IgG1:FITC DAKO, Glostrup, Dänemark

anti-mouse IgG1:PE BD Pharmingen, San Diego, CA, USA

anti-mouse IgG1:CyChrome BD Pharmingen, San Diego, CA, USA

anti-mouse IgG2a:PerCP Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

8.1.5.4 Antikörper-Kits zur Leukozyten-Charakterisierung

anti-mouse IgG1:FITC DAKO, Glostrup, Dänemark

anti-mouse IgG1:PE BD Pharmingen, San Diego, CA, USA

anti-mouse IgG1:CyChrome BD Pharmingen, San Diego, CA, USA

anti-mouse IgG1:PerCP Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

8.1.5.5 Kernfärbereagenz

TO-PRO-3 Iodid Molecular Probes, Eugene, OR, USA
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8.2 Geräte

8.2.1 Allgemein

Drei-Wege-Hahn Becton Dickinson, Helsingborg, Schweden

Gefriertrockungsanlage Alpha 1-4 Christ, Osterode

Neubauer-Zählkammer Merck, Darmstadt

Rotationsverdampfer Büchi, Konstanz

Spritzenvorsatzfilter (Nylon 0,2 µm) Macherey-Nagel, Düren

Zellkulturflasche (75 cm2) Biochrom, Berlin

8.2.2 Isolierung und Charakterisierung der Oligosaccharide

Gelfiltration
Pumpe P-500 Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Steuereinheit LCC-500 Plus Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Säule Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Differentialrefraktometer Knauer, Berlin

Fraktionensammler FC204 Gilson, Middleton, WI, USA

Anionenaustauschchromatographie (HPLC)
Pumpe LC-10AS Shimadzu, Kyoto, Japan

Resource Q Säule, 6 ml Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

UV-VIS-Detektor SPD-10A Shimadzu, Kyoto, Japan

Fraktionensammler Shimadzu, Kyoto, Japan

Class-LC10 Software Shimadzu, Kyoto, Japan

Detoxifikation und Endotoxin-Quantifizierung
Chromabond Glassäule (6 ml, mit Filterelement) Macherey-Nagel, Weilmünster

LAL Test Kit QCL-1000 BioWhittaker, Walkersville, MD, USA

ELISA-Reader ASYS Hitech, Eugendorf, Österreich

Atomabsorptionsspektrometrie
Atomabsorptionsspektrometer PU9400X Philips Analyticals, Almelo, Niederlande
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HPAEC-PAD
HPAEC-PAD-System Dionex, Sunnyvale, CA, USA

CarboPac PA 1 Guard Dionex, Sunnyvale, CA, USA

CarboPac PA 1 (4 x 250 mm) Dionex, Sunnyvale, CA, USA

Chromeleon V. 6.00 Software Dionex, Sunnyvale, CA, USA

Nano-Elektrospray Massenspektrometrie
ESI-Q-TOF-MS Micromass, Manchester, UK

MassLynx Windows NT Software Micromass, Manchester, UK

8.2.3 Isolierung und Charakterisierung der Endothelzellen

sterile Kompresse Bastos Viegas, Penafiel, Portugal

Einmal-Skalpell Feather Safety Razor, Japan

Knopfkanüle (2.0 x 60 mm) Unimed, Lausanne, Schweiz

Kabelbinder Obi, Giessen

Nadeladapter (mit Lueranschluss) Millipore, Bedford, MA, USA

Arterienklemme Merck, Darmstadt

8-Well-Objektträger Nalge NUNC International, Rochester, NY, USA

24-Well-Platten Corning, Corning, NY, USA

8.2.4 Isolierung und Charakterisierung von Leukozyten und Thrombozyten

Beckman Coulter Elutriator J6-MC Beckman Instruments, Palo Alto CA, USA

Masterflex Pumpe 7014 Barnant, Barrington, Il, USA

Leukozytenfilter Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

8.2.5 Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

Plastik-Coverslip Nalge NUNC International, Rochester, NY, USA

Pinzette, steril Merck, Darmstadt

4-Well-Platte Nalge NUNC International, Rochester, NY, USA

Durchflusskammer von Keutz Labortechnik, Reiskirchen

Infusionsleitung, 30 cm Primed, Halberstadt

Mirkoperfusionspumpe World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA

Phasenkontrast-Mikroskop Axiovert S100 Zeiss, Jena

Video-Dokumentationssystem JVC, Tokio, Japan
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8.2.6 Durchflusszytometrie

FACSCalibur Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

CellQuest, Version 3.1f Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

FACS-Röhrchen Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

8.2.7 Konfokalmikroskopie

Poly-Lysin beschichtete Objektträger Nalge NUNC International, Rochester, NY, USA

Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop SP2 Leica, Milton Keynes, UK

Cofocal Imaging Software Leica, Milton Keynes, UK
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