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Abkürzungsverzeichnis  

 

Lactoferrin auch Lactotransferrin 

AMP antimikrobielles Peptid 

BDNF Wachstumsfaktor (engl. Brain-derived neurotrophic factor) 

CCL21 Chemokin 21 der C-C Motiv Chemokinfamilie (engl. CC-

chemokine ligand 21) 

CCR7 C-C-Chemokinrezeptor Typ 7 (engl. Central chemokine 

receptor 7) 

CD Oberflächenantigen (engl. cluster of differentiation) 

CD36 Thrombozytenglykoprotein 4 (engl. Platelet glycoprotein 4) 

COPD Chronische obstruktive Lungenerkrankung (Engl. chronic 

obstructive pulmonary disease) 

DNase Desoxyribonuklease 

DP  Polymerisationsgrad (engl. degree of polymerization)  

E. coli Escherichia coli 

ELISA Enzymimmunoassay (engl. enzyme-linked immunosorbent 

assay) 

EndoN Endo-N-Acetylneuraminidase 

ESL-1 E-Selektin Ligand-1 (engl. E-selectin ligand-1) 

FGF-R Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptore 

Ig Immunglobulin  

IL Interleukine 

KDN Ketodesoxynonulonsäure 

LbpB Lactoferrin bindendes Protein B  

LPS Lipopolysaccharide 

LRP1 Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1  

MPO Myeloperoxidase 
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NCAM neurales Zelladhäsionsmolekül 1, auch CD56 (engl. neural 

cell-adhesion molecule)  

NET neutrophilen extrazellulären Fallen (engl. neutrophil 

extracellular trap)  

NETose Prozess von der Aktivierung bis zur Freisetzung von NET  

Neu5Ac N-Acetylneuraminsäure 

Neu5Gc N-Glycolylneuraminsäure 

Neutrophile  neutrophile Granulozyten  

NG2-Gliazellen Oligodendrozyten-Vorläuferzellen die das Proteoglykan NG2 

exprimieren 

NRP2 Neuropilin-2  

ns Nanosekunden 

PAD4 Protein-Arginine Deiminase 4 

PAMPs Pathogen-assoziierte molekulare Muster  

PMA Phorbol-12-myristate-13-acetate 

PolySia Polysialinsäure 

ROS reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species) 

ST8Sia IV Ŭ2,8-Polysialyltransferase IV, auch PST 

ST8Sia II Ŭ2,8-Polysialyltransferase II, auch STX (engl. Ŭ-2,8-

sialyltransferase 8B) 

SynCAM1 synaptische Zelladhäsionsprotein (engl. synaptic cell 

adhesion molecule) 

THP-1 Makrophagen Makrophagen differenzierte aus einer humane 

monozytischen Zelllinie 

WHIM-Syndrom Warzen-Hypogammaglobulinämie-Immundefizienz-

Myelokathexis-Syndrom 
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1. Einleitung  
 

1.1 Lactoferrin 
 

1.1.1 Geschichtliche Einordnung 
 

Sorensen und Sorensen (Sorensen und Sorensen 1940) konnten 1940 in boviner Milch 

ein rotes Protein entdecken, das bis heute, also fast 80 Jahre später, erforscht wird. 

Deutlich wird das anhaltende Forschungsinteresse besonders daran, dass seit einigen 

Jahren im zwei-Jahres-Rhythmus sogar eine Konferenz über das Protein Lactoferrin (oft 

auch Lactotransferrin genannt) stattfindet (Lönnerdal 2019). Die meiste Forschung 

wurde dabei am humanen und bovinen Milch-Lactoferrin betrieben (Adlerova, 

Bartoskova, und Faldyna 2008). Lactoferrin, dessen rote Farbe von seiner Fähigkeit 

kommt, mittels zweier Zentren Eisen (Fe3+) zu binden, gehört zur Familie der 

Transferrine (Metzboutigue et al. 1984, Groves 1960). Lactoferrin und Transferrin haben 

mit ca. 80 kDa ein ähnliches Molekulargewicht und mit ca. 60 % eine relativ hohe 

Sequenzidentität. Außerdem besitzen beide Proteine eine ähnliche Disulfid-Struktur und 

jeweils zwei Eisenbindungszentren (Abb. 1) (Aisen und Liebman 1972, Metzboutigue et 

al. 1984). Da Transferrin bereits als Eisentransprotein bekannt war, Lactoferrin jedoch 

eine wesentlich höhere Affinität zu Eisen besitzt und in großen Mengen in der 

Muttermilch vorkommt, wurde zunächst angenommen, dass Lactoferrin ebenfalls für den 

Eisentransport z. B. die Eisenaufnahme bei Neugeborenen benötigt wird (Vogel 2012, 

Aisen und Liebman 1972). Über die Jahre hinweg stellte sich jedoch heraus, dass 

Lactoferrin deutlich häufiger im Organismus vorkommt und wesentlich vielfältigere 

Aufgaben übernimmt. Es wurde sogar die Hypothese aufgestellt, dass Lactoferrin das 

am meisten polyvalente und mit dem Immunsystem assoziiert Protein in Vertebraten ist 

(Legrand 2016). Dieser bedeutende Unterschied zum Transferrin liegt wahrscheinlich 

neben der höheren Eisenaffinität hauptsächlich an einem basischem Teil im N-Terminus 

des Proteins, der größtenteils am humanen und bovinen Lactoferrin untersucht wurde 

(Vogel 2012, Gifford, Hunter, und Vogel 2005). Spannenderweise kann ein Peptid vom 

N-Terminus abgespalten werden, welches Lactoferricin genannt wird und unabhängig 

von Lactoferrin als antimikrobielles Peptid wirken kann (Gifford, Hunter, und Vogel 2005, 

Bellamy, Takase, Yamauchi, et al. 1992, Bellamy, Takase, Wakabayashi, et al. 1992).  
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Abbildung 1: Struktur von humanem apo-Lactoferrin. Lactoferrin kann in zwei Lappen und vier 

Protein-Domänen unterteilt werden. Entsprechend ihrer Lokalisation sind N-terminale Teile mit 

dem Buchstaben N sowie C-terminale Teile mit den Buchstaben C gekennzeichnet. Ŭ-Helices 

sind in dunkelblau und ɓ-Faltblätter in rot dargestellt. Zudem wird die Raumforderung der 

Aminosäuren durch eine dynamische Oberflächenstruktur (grau) dargestellt. Die 

Eisenbindungszentren von Lactoferrin sitzen jeweils in den Furchen zwischen den beiden 

Domänen. Die Furche zwischen N1- und N2- Domäne ist in apo-Lactoferrin weit geöffnet, 

während die Furche zwischen C1- und C2- Domäne eine geschlossene Konformation einnimmt. 

Modifiziert aus (Kühnle, Lütteke, et al. 2019) CC BY 4.0. 

 

1.1.2 Struktur und Aufbau 
 

Die meisten Säugetier-Lactoferrine haben ein Molekulargewicht von ca. 80 kDa und 

bestehen aus einer Kette von etwa 690 bis 711 Aminosäuren (Vogel 2012, Karav et al. 

2017, Le Parc et al. 2014, Levay und Viljoen 1995). Generell kann man Lactoferrin in 

zwei vermutlich durch Genduplikation entstandene ĂLappenñ unterteilen (Abb. 1) (Vogel 

2012, Nazir et al. 2017, Bullen und Griffiths 1987). Diese sind zu ca. 40 % identisch und 

werden ihrer Aminosäureposition entsprechend als N- bzw. C-Lappen bezeichnet 

(Aminosäuren 1-333 und 345-691 in humanem Lactoferrin). Diese werden weiter in 

jeweils zwei Domänen mit den Namen N1 und N2 bzw. C1 und C2 unterteilt (Vogel 2012, 

Metzboutigue et al. 1984, Baker und Baker 2005). Beide Domänen zusammen formen 
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jeweils eine tiefe Furche, die das Eisenbindungszentrum darstellt (Baker und Baker 

2005). Bei der Eisenbindung wird zusätzlich ein bindendes Carbonat-Ion (CO3
2ī) 

benötigt (Vogel 2012, Baker et al. 1994). Durch die Eisenbindung ist es Lactoferrin 

möglich, in zwei Konformationen vorzukommen. Der Ăgeöffnetenñ apo-Form, in der kein 

Eisen gebunden ist und der Ăgeschlossenenñ holo-Form, in der Lactoferrin mit Eisen 

beladen ist (Baker und Baker 2012, Jameson et al. 1998, Baker et al. 1994, Baker und 

Baker 2005). Nur 10 bis 20 % des bovinen Milch-Lactoferrins ist normalerweise mit Eisen 

beladen (Wang, Timilsena, et al. 2017). Neben Eisenionen scheint Lactoferrin auch 

andere Ionen wie z. B. Al3+, Ga3+, Mn3+, Co3+, Cu2+ und Zn2+ binden zu können (Adlerova, 

Bartoskova, und Faldyna 2008, Baker et al. 1994).  

Lactoferrin ist ein Glykoprotein das N-glykosidisch vorkommt. Humanes Milch-

Lactoferrin besitzt drei Glykosylierungsstellen, die variierend glykosyliert sind. Dabei sind 

die Aminosäuren an den Positionen Asn479 in 100 %, Asn138 in 94 % und Asn624 in 

9 % der Fälle glykosyliert (vanBerkel et al. 1996, Karav et al. 2017). Im Vergleich zu 

bovinem und murinen Lactoferrin unterscheidet sich sowohl die Anzahl als auch die 

Position der Glykosylierungsstellen (bovine: Asn233, 281, 368, 476, und 545; murine: 

Asn476) (Baker und Baker 2009, vanBerkel et al. 1996). Je nach Spezies unterscheidet 

sich das Glykosylierungsmuster von Lactoferrinen, die aus Milch isoliert wurden, die 

meisten besitzen jedoch zwei Antennen (Karav et al. 2017, Coddeville et al. 1992).  

Neben den bereits beschrieben Strukturen von Lactoferrin besitzt das Protein in der 

N1-Domäne, genauer am N-terminalen Teil des Proteins, eine basische Region. Die 

Anreicherung der Aminosäuren Lys und Arg verleihen dieser Region stark kationische 

Eigenschaften (Vogel 2012). Interessanterweise lassen sich in diesem basischen Teil 

des humanen Proteins weiter abspaltbare Peptide wie Lactoferricin (AS 1-49), 

Lactoferrampin (AS 266ï286) sowie eine Kernlokalisationssequenz (AS 1-5) und zwei 

LPS-Bindungs-Motife (AS 2-4 und AS 28-34) identifizieren (Vogel 2012, Ferguson et al. 

2000, Bellamy, Takase, Yamauchi, et al. 1992). Zum Vergleich wurde die strukturelle 

Ähnlichkeit von bovinem und humanem Milch-Lactoferrin in Abbildung 2 A dargestellt. 

Im Detail wird dabei auch auf das N-terminale Peptid Lactoferricin eingegangen 

(Abb. 2 B und C).  
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Abbildung 2: Überlagerung und Vergleich der Struktur bovinem und humanem Lactoferrin. (A) 

Vergleich der strukturellen Ausrichtung von bovinem (blau) und humanem (grün) Lactoferrin 

(PDB-Dateien: 1BLF und 1CB6). Der Kreis zeigt die in (B) und (C) dargestellten Bereiche. 

Modifiziert aus (Kühnle, Lütteke, et al. 2019) CC BY 4.0. Schematische Darstellung der ersten 60 

Aminosäuren von ausgereiftem humanem (B; grün) und bovinem (C; blau) Lactoferrin. Die 

jeweiligen Lactoferricin-Sequenzen wurden hervorgehoben und entsprechend ihrer Einzel-

Peptidform dargestellt. Dazu wurden die verbundenen Disulfidbrücken (Verbindungsstriche) als 

auch basische (blau) und saure (rot) Aminosäuren hervorgehoben. Humanes Lactoferricin 

entspricht den Aminosäuren 1-49 und bovines Lactoferricin entspricht den Aminosäuren 17-41. 

Modifiziert aus (Vogel 2012, Gifford, Hunter, und Vogel 2005, Hunter et al. 2005, Hoskin 2011, 

The UniProt 2018). 
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1.1.3 Vorkommen 
 

Mit wenigen Ausnahmen wie Ratte oder Hund konnte Lactoferrin in der Milch von den 

meisten Säugetieren gefunden werden und gehört taxonomisch in die Gruppe der 

Säugetiere (Lambert 2012, Levay und Viljoen 1995, Masson und Heremans 1971). 

Lactoferrin kommt hoch abundant in humaner Milch (ca. 1-3,2 mg/ml) vor. Die höchsten 

Konzentrationen können aber in Kolostralmilch (5-7 mg/ml) gefunden werden. 

Interessanterweise enthalten bovine Milchproben wesentlich geringere Lactoferrin 

Konzentrationen (32-486 µg/ml) (Nazir et al. 2017, Kawai et al. 1999, Cheng et al. 2008). 

Dabei wird Lactoferrin wie auch in vielen anderen Körperflüssigkeiten von exokrinen 

Drüsenepithelzellen gebildet (Masson et al. 1966, Inoue et al. 1993). Neben Milch kommt 

Lactoferrin beim Menschen deshalb unter anderem in Tränen-, Vaginal-, Synovial-, 

Samen-, und Magen-Darm-Flüssigkeiten als auch im Fruchtwasser, Bronchialsekret, 

Nasalsekret und Harn vor (Levay und Viljoen 1995).  

Lactoferrin konnte außerdem als humaner Blutbestandteil identifiziert werden. Im Blut 

wird Lactoferrin durch neutrophile Granulozyten freigesetzt, dabei scheint die Anzahl der 

neutrophilen Granulozyten die Menge an Lactoferrin im Blutplasma deutlich zu 

beeinflussen, aber nicht die einzige Quelle zu sein (Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012, 

Bullen und Griffiths 1987, Levay und Viljoen 1995, Nazir et al. 2017). Neutrophile 

speichern Lactoferrin in sekundären Granular und können diese unter anderem via 

Exozytose an Infektions- und Entzündungsherden freilassen. Somit kann es zu einer 

lokalen Anreicherung von Lactoferrin kommen (Legrand 2016, Maacks, Yuan, und Wood 

1989, Britigan, Serody, und Cohen 1994). Lactoferrin aus dem Blut ist es möglich, mittels 

Rezeptor-vermittelter Transzytose die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden, wird aber 

ebenfalls im menschlichen Gehirn exprimiert (Kamemori et al. 2008, Fillebeen et al. 

1999, Siebert und Huang 1997, Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012).  

 

1.1.4 Funktionen von Lactoferrin im Überblick 
 

Lactoferrin übernimmt eine ganze Reihe von Funktionen im Organismus, vor allem aber 

als Komponente des angeborenen Immunsystems (Legrand 2016). Aufgrund der Fülle 

an vorhandenen Informationen sollen hier deshalb generelle Mechanismen und einige 

Beispiele ein Überblick über die Fähigkeiten von Lactoferrin geben. Für besonders 

interessierte Leser sind hier einige Zusammenfassungen aus der Literatur: Vogel 2012, 

Nazir et al. 2017, Levay und Viljoen 1995, Adlerova, Bartoskova, und Faldyna 2008, 

Jenssen und Hancock 2009, Brock 1995, Actor, Hwang, und Kruzel 2009, Caccavo et al. 

2002, Legrand et al. 2008, Legrand 2016, Wang, Timilsena, et al. 2017. Ein möglicher 
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Grund für die Multifunktionalität, die Lactoferrin aufweist, ist die hohe Verfügbarkeit im 

Körper, da es einerseits in vielen Körperflüssigkeiten vorkommt und andererseits durch 

die Ausschüttung mittels chemotaktischen neutrophilen Granulozyten eine riesige 

Reichweite besitzt (Levay und Viljoen 1995, Actor, Hwang, und Kruzel 2009, Ward 1970, 

Siebert und Huang 1997, Keller und Sorkin 1968, Lönnerdal 2013). Des Weiteren hat 

Lactoferrin unter anderem durch seinen basischen N-Terminus gute 

Bindungseigenschaften zu einer großen Menge an Rezeptoren, die entweder 

Signalkaskaden oder Endozytose vermitteln. Zusätzlich bindet Lactoferrin 

Makromoleküle wie Lipopolysaccharide (genauer Lipide A), Heparin oder DNA und 

interagiert mit Enzymen wie z. B. Lysozym (Vogel 2012, Liao, Jiang, und Lönnerdal 

2012, Suzuki, Lopez, und Lönnerdal 2005, van Berkel et al. 1997, Levay und Viljoen 

1995, Drago-Serrano et al. 2012). Viele Funktionen werden außerdem von der Fähigkeit, 

Lactoferrins hoch affin Eisen zu binden, vermittelt (Preeti et al. 2018).  

Als Milchkomponente gelangt Lactoferrin in den unausgereiften Verdauungstrakt des 

Säuglings. Dort kommt es vermutlich bis zu vier Monaten nach der Geburt unverdaut 

vor, da es bis zu diesem Alter im Stuhl der Säuglinge nachgewiesen werden kann 

(Davidson und Lönnerdal 1987, Lönnerdal 2013, Broussard 1995). Lactoferrin hilft im 

Verdauungstrakt bei der Proliferation und Differenzierung von Dünndarmzellen. Vor 

allem von Rezeptoren auf Kryptenzellen und Enterozyten wird Lactoferrin erkannt und 

kann unterschiedliche Signalkaskaden als auch Endozytose auslösen. Nach der 

Aufnahme in die Zelle dient es unter anderem als Transkriptionsfaktor (Liao, Jiang, und 

Lönnerdal 2012). Aber auch in Erwachsenen scheinen bioaktive Fragmente von 

Lactoferrin wie z. B. Lactoferricin im Darm zu entstehen (Liao, Jiang, und Lönnerdal 

2012, Kuwata et al. 1998). Interessanterweise wurde in neugeborenen und 6 Wochen 

alten Ferkeln nachgewiesen, dass intaktes bovines Lactoferrin über den Darm sogar 

(Farnaud und Evans 2003) in die Blutbahn aufgenommen werden kann (Harada et al. 

1999).  

Durch Lactoferrins antimikrobielle Eigenschaften reguliert es nicht nur die Entwicklung 

des Darmmikrobioms, sondern unterstützt auch das systemische Immunsystem. 

Lactoferrin wirkt antibakteriell gegen eine ganze Reihe an grampositiven als auch 

gramnegativen Bakterien. Außerdem ist es Lactoferrin durch die Bindung von LPS als 

auch Lipoteichonsäure möglich mit bakteriellen Membranen zu interagieren (Jenssen 

und Hancock 2009, Donovan 2016). Dadurch kann Lactoferrin Zellschäden verursachen, 

beispielsweise durch das erhöhen der Zellpermeabilität und der daraus folgenden 

Herauslösung von LPS (Ellison, Giehl, und LaForce 1988, Jenssen und Hancock 2009, 

Kanwar et al. 2015). Vermutlich kann Lactoferrin zusätzlich durch unterschiedliche 

Mechanismen bakterielles Wachstum und Biofilmbildung inhibieren. Hauptsächlich kann 
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Lactoferrin die Zugänglichkeit von Eisen durch seine hoch affine Eisenbindung für 

essenzielle bakterielle Prozesse beeinflussen. Des Weiteren kann es Bakterien zu einer 

vermehrten Bewegungsform namens Ătwitchingñ (zucken) anregen, wodurch eine 

Bindung an Säugerzellen unterbunden wird (Nazir et al. 2017, Singh et al. 2002). 

Lactoferrin ist aber auch in der Lage, die Oberflächenadhäsion von Bakterien auf 

Epithelzellen oder der Darmschleimhaut zu stören, um dadurch Biofilmbildung zu 

vermeiden (Yamauchi et al. 1993, Jenssen und Hancock 2009). Der gleiche 

Mechanismus wird auch gegen die Interaktion von Viren und Parasiten angewandt. 

Dabei wird von Lactoferrin eine kompetitive Bindung an Molekülen der Wirtszellen (z. B. 

Glykosaminoglykane) oder der Pathogenoberfläche aufgebaut und somit ein anlagern 

an Zellen bzw. ein Eindringen in Zellen inhibiert (Ward, Paz, und Conneely 2005, Vogel 

2012, Valenti und Antonini 2005, Sinnis et al. 1996). 

Neben diesen direkten Möglichkeiten, gegen Bakterien, Viren, Parasiten und Pilzen 

vorzugehen, kann Lactoferrin auch das Immunsystem auf unterschiedliche Weise 

regulieren (Legrand 2016). Auf den ersten Blick scheint Lactoferrin widersprüchliche 

Wirkungen auf das Immunsystem zu haben. Einerseits sorgt es für die Proliferation, 

Differenzierung und Rekrutierung von unterschiedlichen Immunzellen wie z. B. allen 

polymorphonuklearen Leukozyten als auch natürlichen Killerzellen und T-Zellen (Vogel 

2012, Kanwar et al. 2015). Zusätzlich kann es beispielsweise Prozesse wie die 

Phagozytose von Neutrophilen und Makrophagen bei Infektionen stimulieren, wobei 

auch eine Aktivierung des Komplementsystems eine Rolle spielen kann (Legrand et al. 

2006, Kai et al. 2002, Sherman et al. 2012). Andererseits wirkt es anti-inflammatorisch 

auf Immunzellen, indem es erstens die Produktion von pro-inflammatorischen 

Substanzen wie z. B. Zytokinen, Interleukinen wie IL-1ß und IL-6 einschränkt und anti-

inflammatorische Substanzen wie Interleukin IL-10 oder IL-4 erhöht (Legrand 2016, 

Vogel 2012, Adlerova, Bartoskova, und Faldyna 2008). Zweitens kann es mit Pathogen-

assoziierten molekularen Mustern (PAMPs) wie LPS oder die für die Erkennung nötigen 

Rezeptoren (z. B. Glykoprotein CD14) interagieren (Legrand et al. 2006, Baveye et al. 

2000). Diese Bindung inhibiert die PAMP-Erkennung und reguliert somit die 

Immunantwort (Legrand 2016). Als Letztes ist Eisen nicht nur eine essenzielle Substanz 

für Bakterien, sondern auch ein Katalysator bei der Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) in Leukozyten. Somit kann Lactoferrin auch Eisen für 

Leukozyten unzugänglich machen, wodurch die Produktion von ROS reduziert wird 

(Ward, Paz, und Conneely 2005). Zusammengefasst wirkt Lactoferrin als Modulator des 

Immunsystems, der es durch den Aufbau stärkt, es aber auch vor einer Überreaktion 

(z. B. einem septischen Schock) schützen kann und dessen gezielte Aktivierung reguliert 

(Kanwar, Sun, et al. 2012, Vogel 2012). 
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Wie bereits angedeutet wird Lactoferrin durch sehr viele verschiedene Rezeptoren im 

Körper erkannt (Suzuki, Lopez, und Lönnerdal 2005). Diese werden in sehr vielen 

unterschiedlichen Organen und Geweben exprimiert, darunter sind unter anderem Herz, 

Gehirn, Dünndarm, Leber, Hoden, Lymphknoten und Speicheldrüsen (Suzuki, Lopez, 

und Lönnerdal 2005, Lönnerdal 2013). Ein Beispiel für diese Rezeptoren ist das 

Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 (LRP1), dieses wird unter anderem 

auf Knochen bildenden Osteoblasten exprimiert (Grey et al. 2004). Lactoferrin kann über 

diesen Rezeptor die Differenzierung, die Mitogenese und das Überleben der 

Osteoblasten fördern. Das zeigt eine weitere Fähigkeit von Lactoferrin, die Auslösung 

einer vermehrten Knochenbildung (Cornish et al. 2004, Adlerova, Bartoskova, und 

Faldyna 2008).  

Interessanterweise ist über die Funktion der Glykane von Lactoferrin wenig bekannt 

(Le Parc et al. 2017, Karav et al. 2017). Es wird allerdings berichtet, dass die 

Glykosylierung von bovinem Lactoferrin einen Schutz vor einem Proteaseverdau mittels 

Trypsin bietet. Bei humanem Lactoferrin konnte ein solcher Effekt nicht beobachtet 

werden, allerdings ist dieses generell stabiler gegenüber einem tryptischen Verdau 

(van Veen et al. 2004). Die Absättigung von Lactoferrin mit Eisen führt ebenfalls zu einer 

höheren Resistenz gegenüber dem Enzym Trypsin (Karav et al. 2017). Zu ergänzen ist 

zudem, dass auch die Eisenbeladung einen Effekt auf die Funktion von Lactoferrin 

haben kann. Beispielsweise kann eisengesättigtes bovines Lactoferrin das 

Tumorwachstum von Mäusen mit EL-4 Lymphomen komplett aufhalten, wohingegen 

natives Lactoferrin das Wachstum nur behindert (Kanwar et al. 2008).  

Als Letztes sollen hier einige der vielen Möglichkeiten zur Anwendung von Lactoferrin 

angesprochen werden, die sich aus den zuvor beschriebenen Eigenschaften ergeben. 

Lactoferrin wird in der Lebensmittelindustrie als Nahrungsergänzungsmittel vor allem für 

Säuglingsanfangsnahrung angewendet und weiter untersucht (Tomita et al. 2009). 

Dabei soll Lactoferrin präventiv gegen Symptome wie beispielsweise Spätsepsis und 

Diarrhoe in Studien mit Frühgeborenen, Säuglingen oder Kleinkindern wirken (Nazir 

et al. 2017, He, Cao, und Yu 2018). Durch die lokale Anreicherung an Infektionsherden 

wird es bei einigen Krankheiten (z. B. zystischer Fibrose, chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen oder rheumatoider Arthritis) als Diagnose-Marker diskutiert (Nazir et 

al. 2017, Vogel 2012, Gonsalves et al. 2013, Buderus, Boone, und Lentze 2015). 

Lactoferrin besitzt vermutlich durch seine immunregulatorischen Eigenschaften die 

Fähigkeit gegen Tumore in unterschiedlichen Organen (z. B. Lunge, Leber, Gehirn, 

Dickdarm, Bauchspeicheldrüse) vorzugehen (Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012). Dafür 

unterstützt Lactoferrin beispielsweise die Aktivierung von natürlichen Killerzellen und 

Neutrophilen, regt Makrophagen zur Produktion von Zytokinen und ROS an und aktiviert 
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Apoptose-Signalwege von Dickdarmkrebs-, Lungenkrebs- sowie Leukämiezellen 

(Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012, Mader et al. 2005, Fujita et al. 2004). Da Lactoferrin 

über die Blut-Hirn-Schranke gelangt, können Nanopartikel bedeckt mit Lactoferrin und 

beladen mit unterschiedlichen Medikamenten, nicht nur für Gehirntumore angewendet 

werden, sondern zusätzlich für Krankheiten wie Parkinson oder Alzheimer Verwendung 

finden (Kanwar, Samarasinghe, et al. 2012, Li et al. 2018, Xu et al. 2017, Yan et al. 2018, 

Kanwar et al. 2015). Außerdem wurden Versuche durchgeführt, um die 

Knochenregeneration zu steigern, indem man unterschiedliche Biomaterialien mit 

Lactoferrin beschichtet oder belädt (Shi et al. 2017, Görmez et al. 2015). Aufgrund des 

sich daraus ergebenden wachsenden medizinischen und industriellen Interesses 

wurden interessanterweise bereits transgenetische Kühe erzeugt, mittels derer es 

möglich ist, rekombinantes humanes Lactoferrin mit einer Milchkonzentration von 

4.5-13.6 g/l zu produzieren (Wang, Sun, et al. 2017). 

 

1.1.5 Lactoferricin 

 
Der basische N-terminale Teil von Lactoferrin ist für viele Eigenschaften von Lactoferrin 

verantwortlich. Besonders interessant ist deshalb das Freisetzen eines antimikrobiellen 

Peptids Namens Lactoferricin aus dieser Domäne des Proteins. Bovines Lactoferricin 

hat eine Länge von 25 Aminosäuren (AS 17-41), wohingegen humanes Lactoferricin mit 

49 Aminosäuren (AS 1-49) deutlich länger ist (Abb. 2) (Gifford, Hunter, und Vogel 2005, 

Bellamy, Takase, Yamauchi, et al. 1992, Vogel 2012). Lactoferricin teilt viele Funktionen 

und Eigenschaften des Mutterproteins. Es ist bioaktiv und wirkt gegen Bakterien, Viren, 

Parasiten, Pilze und Tumore. Zudem besitz Lactoferricin immunmodulatorische 

Eigenschaften (Gifford, Hunter, und Vogel 2005). Wissenswert ist ebenfalls das 

Lactoferricin in vielen Fällen wirksamer ist als Lactoferrin, beispielsweise wirkt es im 

Vergleich zu Lactoferrin wesentlich effektiver gegen eine Vielzahl von Bakterien (Gifford, 

Hunter, und Vogel 2005, Bellamy, Takase, Wakabayashi, et al. 1992, Yamauchi et al. 

1993). Lactoferricin kann durch Proteolyse von Lactoferrin unter sauren Bedingungen 

mit Pepsin hergestellt werden (Bellamy, Takase, Yamauchi, et al. 1992). In vivo ist die 

Freisetzung von Lactoferricin bereits nachgewiesen worden. Einerseits entsteht es 

beispielsweise im Magen andererseits konnte es in Patienten mit zystischer Fibrose und 

gleichzeitiger Pseudomonas aeruginosa Infektion in der Lunge nachgewiesen werden 

(Britigan et al. 1993, Kuwata et al. 1998). Was die Annahme nahe legte, dass es generell 

an Entzündungsherden mittels bakterieller oder endogener Proteasen freigesetzt 

werden kann (Vogel 2012, Gifford, Hunter, und Vogel 2005). Bovines Lactoferricin besitzt 

ein basisches RRQWQR-Motif, das dem Peptid besonders starke antibakterielle 
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Eigenschaften zu verleihen scheint (Lars H. Vorland 1998, Vogel 2012). Lactoferricin 

bindet dabei beispielsweise die LPS in den Membranen von E. coli-Bakterien 

(Escherichia coli). Diese Bindung sorgt wahrscheinlich für eine Umstrukturierung und 

Schädigung der äußeren Bakterienmembranen (Mohanty et al. 2016, Aguilera et al. 

1999). Aus diesem Grund wird Lactoferricin unter anderem in Kombination mit 

unterschiedlichen Antibiotika als antimikrobielles Peptid (AMP) im Einsatz gegen 

resistente Bakterienstämme untersucht (Theolier et al. 2014).  

 

 

1.2 Polysialinsäure 
 

1.2.1 Ein Überblick  
 

In Vertebraten konnten große Mengen an Polysialinsäure (PolySia) erstmals durch Finne 

und Kollegen 1982, gekoppelt an das neurale Zelladhäsionsmolekül (NCAM) in jungen 

Mäusen entdeckt werden (Finne 1982, Rutishauser et al. 1985, Rutishauser 2008). Wie 

der Name PolySia schon vermuten lässt, handelt es sich hierbei um ein lineares 

Polysaccharid aus Sialinsäurebausteinen. Da PolySia oft nur aus einem Typ von 

Sialinsäure aufgebaut ist; z. B. aus der Sialinsäure N-Acetylneuraminsäure (Neu5Ac) 

beim Menschen und weil alle Sialinsäuren eine Familie bilden, wird es häufig als 

Homopolymer beschrieben (Kallolimath et al. 2016, Colley, Kitajima, und Sato 2014, Irie 

et al. 1998, Chou et al. 1998). Aber im Gegensatz zu anderen bekannten 

Polysaccharidketten wie Glykogen, Chitin, Stärke oder Zellulose, die z. B. als 

Energiespeicher oder zur Strukturbildung dienen, wird PolySia in Vertebraten als 

posttranslationale Modifikation ganz spezifischen Trägerproteinen angehängt. Es 

wurden bisher 8 PolySia-Trägerproteine identifiziert, von denen NCAM als erstes 

entdeckt wurde und am häufigsten als PolySia-Träger im Gehirn von Vertebraten zu 

finden ist (Tabelle 1), weshalb NCAM auch das am besten beschriebenen und 

charakterisierten Protein ist (Galuska, Lütteke, und Galuska 2017, Rutishauser 2008, 

Colley, Kitajima, und Sato 2014, Hildebrandt, Mühlenhoff, und Gerardy-Schahn 2010). 

Aufgrund der vielfältigen Literatur über NCAM im Gehirn könnte man deshalb vermuten, 

dass sich die Aufgaben von PolySia ausschließlich auf die Entwicklung und Erhaltung 

der Plastizität des Gehirns beschränkt. Dabei übernimmt PolySia interessanterweise 

ebenfalls multifunktionale Aufgaben im gesamten Organismus, unter anderem bei der 

Entwicklung anderer Organe (wie Herz, Leber oder Nieren). Außerdem hat es viele 

immunmodulatorische Funktionen (Galuska, Lütteke, und Galuska 2017, Janas und 

Janas 2011, Rutishauser 2008, Mühlenhoff et al. 2013). Aufgrund seiner Funktionen wird 
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es aber auch häufig im Zusammenhang mit Hirnkrankheiten wie Schizophrenie oder 

Metastasen bildenden Tumoren genannt (Sato und Kitajima 2013, Schnaar, Gerardy-

Schahn, und Hildebrandt 2014). Alle Funktionen beruhen auf speziellen Eigenschaften 

von PolySia. Es hat eine sehr flexible Länge und einen hohen möglichen 

Polymerisierungsgrad (DP für degree of polymerisation), zudem ist es stark negativ 

geladen und besitzt eine hohe Rotations- bzw. Bewegungsfreiheit (Sato und Kitajima 

2013, Janas und Janas 2011).  

 

 

Abbildung 3: Die drei am häufigsten in der Natur vorkommenden Sialinsäuren. Dargestellt ist 

jeweils das aus 9 Kohlenstoffatomen bestehende Grundgerüst der Sialinsäuren, 

Ketodesoxynonulonsäure (KDN), N-Acetylneuraminsäure (Neu5Ac) und 

N Glycolylneuraminsäure (Neu5Gc). Die variabel modifizierbaren Positionen sind in rot 

dargestellt. Die Position C5 wurde zusätzlich unterstrichen, da hier am häufigsten Veränderungen 

vorkommen. ChemSketch (Version 12.01) und modifiziert aus (Tiralongo et al. 2013, Schnaar, 

Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014).  

 

1.2.2 Struktur und Aufbau 
 

Um den Aufbau von PolySia zu verstehen, ist zuerst ein Blick auf die Grundbausteine, 

die Sialinsäuren nötig. Sialinsäuren bezeichnet eine Gruppe von 50 natürlicherweise 

vorkommenden Monosacchariden, die zu einer Familie zusammengefasst werden 

können (Angata und Varki 2002, Schauer 2009). Allen Sialinsäuren ist gemein, dass sie 

zu den Ŭ-Ketosäuren gehören und im Gegensatz zu den meisten anderen 

Monosacchariden aus einer fortlaufenden Kette von 9 miteinander verbunden 

Kohlenstoffatomen bestehen (Angata und Varki 2002). Sialinsäuren sind besonders 

dafür bekannt, dass diese in Wirbeltieren meist den terminalen Abschluss einer 

Glykanstruktur bilden (Cohen und Varki 2010, Schnaar, Gerardy-Schahn, und 

Hildebrandt 2014). Die Vielfältigkeit der Sialinsäure-Familie kommt dadurch zustande, 

dass Sialinsäuren an Kohlenstoffatomen der Positionen C4, C5, C7, C8 und C9 
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variierend modifiziert werden können z. B. durch O-Acetylierung oder Sulfatierung 

(Abb. 3) (Angata und Varki 2002). Besonders häufig sind dabei Veränderungen an der 

Position C5. Trotz der vielen Variationsmöglichkeiten kommen in der Natur am 

häufigsten die Sialinsäuren Neu5Ac, N-Glycolylneuraminsäure (Neu5Gc) und 

Ketodesoxynonulonsäure (KDN) vor (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014). 

Die Carboxylgruppe an Position C1 stellt bei physiologischen pH-Werten eine relativ 

starke Säuregruppe dar (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Janas und 

Janas 2011).  

Das besondere an Sialinsäuren ist zudem, dass aus ihnen lange Homopolymere gebildet 

werden können. Je nach Polymerisationsgrad unterscheidet man deshalb in Mono- 

(DP 1), Di- (DP 2), Oligo- (DP 3-7) und Polysialinsäuren (DP Ò 8) (Sato und Kitajima 

2013, Sato und Kitajima 1999, Sato 2004). In Meningitis verursachenden 

Bakterienstämmen konnten bereits PolySia mit einem Polymerisationsgrad von bis zu 

400 Sialinsäuren gefunden werden (Sato und Kitajima 2013, Sato 2004). Je nach 

Organismus kann PolySia mittels unterschiedlich positionierter Kohlenstoffatomen 

verlinkt sein (Ŭ2,4- Ŭ2,5Oglycolyl- Ŭ2,8- Ŭ2,9- und Ŭ2,8/9-Verbindungen). In Vertebraten 

scheint allerdings, mit Ausnahme einiger Tumorzellen, die Verlinkung auf eine 

Ŭ2,8 glykosidische Bindung begrenzt zu sein (Sato und Kitajima 2013, Janas und Janas 

2011, Simon et al. 2013). Der Verlinkungstyp sowie auch die Länge haben einen Einfluss 

auf die strukturelle Konformation, die PolySia ausbilden kann, sodass sich über diese 

Merkmale vermutlich die Funktion steuern lässt (Sato und Kitajima 2013). In Säugern 

sind die Ŭ2,8-Polysialyltransferasen ST8SiaII (auch STX) und ST8SiaIV (auch PST) 

zuständig für die Verknüpfung der Sialinsäurebausteine. Im Golgi-Apparat wird dazu 

zuerst eine N- oder O- Glykanstruktur mit einer endständigen Sialinsäure an einem 

PolySia-Trägerprotein aufgebaut. An dieses Grundgerüst können dann die beiden 

Polysialyltransferasen weitere Sialinsäuren ankoppeln (Abb. 4) (Schnaar, Gerardy-

Schahn, und Hildebrandt 2014, Marx et al. 2007, Galuska, Lütteke, und Galuska 2017, 

Johnson et al. 2005). Für die PolySia-NCAM Verbindung ist bekannt, dass diese an die 

Immunglobulindomäne 5 des Proteins an zwei N-Glykosylierungsstellen mit 

2-4 Antennen erfolgen kann (Sato und Kitajima 2013, Liedtke et al. 2001, Schnaar, 

Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014). Neben NCAM sind in Vertebraten weitere 

Trägerproteine bekannt, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind. Von diesen 8 Proteinen 

sind alle zumindest temporär auf der Zelloberfläche integriert, sodass PolySia im 

Normalfall einen Teil der Glykokalyx bilden kann (Janas und Janas 2011).  
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau von PolySia an einem Trägerprotein mittels einer 

N-Glykosylierungsstelle. PolySia wird dabei in zwei Darstellungsvarianten gezeigt. Unteren 

anderem ist PolySia übersichtlich als komplexe N-Glykanstruktur (grauer Kasten) mit zwei 

Polysialinsäureketten aus jeweils mindestens 8 Sialinsäurebausteinen dargestellt. Diese werden 

mittels folgender Glykan-Symbole, Sialinsäure (rosa Raute), Galaktose (gelber Kreis), 

N-Acetylglucosamin (blaues Quadrat), Mannose (grüner Kreis) und Fruktose (rotes Dreieck) 

veranschaulicht. Die komplexe N-Glykanstruktur ist über die Aminosäure Asparagin (Asn) 

angeheftet an die Polypeptidkette eines PolySia-Trägerproteins (z. B. NCAM). Oberhalb der 

Polysialinsäureketten ist der Aufbau des Sialinsäurebausteins N-Acetylneuraminsäure (Neu5Ac) 

zu sehen. Markiert sind durch Pfeile die beiden Kohlenstoffatome, die über die Ŭ2,8 glykosidische 

Bindung zu PolySia verknüpft werden. Unterhalb der Polysialinsäureketten ist als simuliertes 

Molekül-Strukturmodell eine mögliche Konformation von PolySia (aus 20 Sialinsäuren) als Kugel-

Stab-Modell dargestellt. Dabei werden die Atome Wasserstoff (grau), Sauerstoff (rot), Kohlenstoff 

(türkis) und Stickstoff (blau) farblich differenziert. Diese Darstellungsform zeigt besonders gut die 

hohe Wendigkeit und Flexibilität von PolySia. Datenquellen (Schnaar, Gerardy-Schahn, und 

Hildebrandt 2014, Tiralongo et al. 2013) und modifiziert aus (Kühnle, Lütteke, et al. 2019) 

CC BY 4.0. 
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1.2.3 Vorkommen  
 

Bekannte Mikroorganismen und Invertebraten, die PolySia synthetisieren, sind zumeist 

pathogene gramnegative Bakterien und Seeigel (Sato und Kitajima 2013, Barry und 

Goebel 1957, Egan et al. 1977, SeGall und Lennarz 1979). Dagegen konnte PolySia in 

Vertebraten wie Lachsfische (Salmonidae), Vögeln, Amphibien, Reptilien und 

Säugetieren wesentlich häufiger identifiziert werden (Sato und Kitajima 2013, Kitajima, 

Inoue, und Inoue 1986). Das Vorkommen von PolySia in Bakterien scheint eine 

spezifische Anpassung an den Wirtsorganismus darzustellen. Zum Beispiel soll PolySia 

an der Oberfläche von Bakterien der neuroinvasiven Gattung Neisseria als Maskierung 

dienen und somit die Erkennung durch das Immunsystem verringern (Adlam et al. 1987, 

Sato und Kitajima 2013, Vimr et al. 2004). In Seeigeln und Lachsfischen konnte PolySia 

vermehrt an reproduktiven Organen wie beispielsweise Eiern oder Spermien festgestellt 

werden (Sato und Kitajima 2013). Interessanterweise konnte ebenfalls auf humanen 

Spermien PolySia entweder an NCAM oder ST8SiaII gekoppelt identifiziert werden 

(Simon et al. 2013).  

In Vertebraten ist polysialyliertes NCAM häufig in sich entwickelnden Organen zu finden 

vor allem aber im Gehirn (Sato und Kitajima 2013, Galuska, Lütteke, und Galuska 2017). 

Dies lässt sich gut mittels der Expression der beiden Ŭ2,8-Polysialyltransferasen im 

Gehirn von Mäusen nachvollziehen. Diese steigt deutlich an Embryonaltag 11 und 

verringert sich ca. ab dem 8. Tag nach der Geburt wieder. In Abhängigkeit zur 

Expression der beiden Polysialyltransferasen steigt bzw. sinkt dann der 

Polysialylierungsgrad von NCAM (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, 

Oltmann-Norden et al. 2008, Schiff et al. 2009). Dabei wird angenommen, dass die 

meisten Nervenzellen irgendwann in ihrer Entwicklung PolySia bilden (Schnaar, 

Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Bonfanti 2006). Wie bereits angedeutet ist 

polysialyliertes NCAM nicht nur im Gehirn zu finden, sondern vermutlich auch an der 

Entwicklung von Herz, Nieren, Testis, Epididymis, Placenta, Bauchspeicheldrüse und 

dem Respirationstrakt beteiligt (Galuska, Lütteke, und Galuska 2017, Simon et al. 2013, 

Thiery et al. 1982, Lackie, Zuber, und Roth 1994, 1991, Lackie, Zuber, und Roth 1990, 

Simon et al. 2015). Zusammenfassend lässt sich polysialyliertes NCAM vor allem 

während der Embryonalentwicklung im gesamten Organismus finden. Später wird es im 

Gehirn von Erwachsenen primär in Regionen mit hoher Plastizität wie beispielsweise 

dem Hippocampus oder Bulbus olfactorius gebildet (Kiselyov 2010, Seki und Arai 1993, 

Rothbard et al. 1982, Chuong und Edelman 1984).  

Auch einige der anderen PolySia-Trägerproteine sind im Gehirn lokalisiert. Allerdings 

finden sich einige der Proteine unter anderem auch auf Immunzellen wie Neuropilin-2 
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und CCR7 (C-C-Chemokinrezeptor Typ 7) auf dendritischen Zellen oder E-Selectin 

Ligand-1 auf Makrophagen (Kiermaier et al. 2016, Werneburg et al. 2016, Curreli et al. 

2007). Interessanterweise scheint PolySia-NCAM ebenfalls auf natürlichen Killerzellen 

vorzukommen (Drake et al. 2008).  

Zudem soll es möglich sein, dass PolySia gebunden an das Thrombozytenglykoprotein 

4 (CD36), einem Protein, welches normalerweise an der Oberfläche von Thrombozyten 

zu finden ist, in Milch von Mäusen und Menschen durch Brustepithelzellen sekretiert wird 

(Yabe et al. 2003, Mather 2000). Dies ist nicht das einzige Beispiel für PolySia-

Trägerproteine die nicht an eine Membran gebunden vorkommen. Durch Ectodomain-

Shedding (auch Abspaltung der Ektodomäne genannt) ist es möglich, PolySia-E-

Selectin Ligand-1 und PolySia-Neuropilin-2 aus Mikroglia oder THP-1 Makrophagen 

freizusetzen (Werneburg et al. 2016). Ein ähnlicher Prozess wird für die Isoform PolySia-

NCAM-140 aus Lungenepithelzellen beschrieben (Ulm et al. 2013).  

 

1.2.4 Eigenschaften und Funktionen 
 

Eine Besonderheit ist, dass PolySia im Gegensatz zu anderen Glykanstrukturen durch 

die beiden Ŭ2,8-Polysialyltransferasen in Säugern nur an ein paar ganz spezifische 

Trägerproteine angeheftet wird (Tabelle 1) (Galuska, Lütteke, und Galuska 2017). 

Aufgrund dieser spezifischen Synthese scheint PolySia je nach Bedarf in der Lage zu 

sein, multifunktionalen Aufgaben in Organismen zu übernehmen. Ganz spezielle 

Eigenschaften helfen PolySia dabei bestimmte Funktionen ausführen. Zum einen fügt 

jede eingebaute Sialinsäure durch die Carboxylgruppen eine negative Ladung hinzu, 

wodurch man bei PolySia auch von einem polyanionischen Glykan sprechen kann 

(Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Galuska, Lütteke, und Galuska 

2017). Des Weiteren kann der Polymerisierungsgrad von PolySia sehr hoch sein. In den 

Gehirnen von Mäusen konnte beispielsweise eine Kettenlänge von über 

90 Sialinsäureresten an NCAM detektiert werden (Galuska et al. 2008). Die Kettenlänge 

von PolySia ist aber je nach Gewebe und Bedarf sehr verschieden, so beträgt PolySia 

auf humanen Spermien oder durch Lungenepithelzellen gebildetes PolySia einen 

Polymerisationsgrad von über 40 Sialinsäuren (Sato und Kitajima 2013, Simon et al. 

2013, Isomura, Kitajima, und Sato 2011, Ulm et al. 2013). Die Bedeutung der 

Kettenlänge wird besonders bei der Untersuchung der mutierten Polysialyltransferase 

vom Typ ST8Sia II aus Schizophrenie Patienten klar, die unter anderem verkürzte 

PolySia-Ketten synthetisieren (Isomura, Kitajima, und Sato 2011). Als Letztes hat 

PolySia aufgrund der rotierbaren Sialinsäure-Bindungen je nach Länge einen hohen 

Freiheitsgrad und kann entsprechend unterschiedliche Strukturen einnehmen (Sato und 
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Kitajima 2013). Gut erkennbar ist dieser Freiheitsgrad an der Interaktion von PolySia mit 

anderen Proteinstrukturen. Eine davon ist die Endo-N-Acetylneuraminidase (EndoN) aus 

Bakteriophagen, die in der Lage ist, PolySia zu schneiden. Ein anderes Beispiel sind die 

Histoneoktamere, in dessen Furchen sich anstatt von DNA auch PolySia anlagern kann. 

Normalerweise scheint PolySia in einer Helikalen-Struktur vorzukommen bei 

Proteinbindung scheint es PolySia möglich zu sein, seine Passform weitestgehend an 

die jeweiligen Porteinbindestellen anzupassen (Schnaar, Gerardy-Schahn, und 

Hildebrandt 2014, Galuska, Dambon, et al. 2017, Schulz et al. 2010, Yamasaki und 

Bacon 1991).  

Wie sich alle diese Eigenschaften auf die Funktion von PolySia auswirken, lässt sich gut 

an Beispielen zu NCAM im Säugergehirn darstellen. NCAM wird nicht immer durch 

PolySia posttranslational modifiziert. Ist NCAM ohne PolySia auf der Zelloberfläche, 

interagiert es unter anderem mit benachbarten NCAM-Proteinen auf anderen Zellen oder 

mit Proteoglykanen der extrazellulären Matrix. Dadurch sorgt es z. B. für stabile 

Interaktionen mit den umliegenden Zellen und Geweben. PolySia dient dabei als 

Negativ-Regulator von Zellinteraktionen. Wird NCAM mit PolySia modifiziert gebildet, 

kann diese Interaktion mit anderen Zellen nicht eingegangen werden bzw. kann gelöst 

werden (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, Rutishauser et al. 1985, 

Rutishauser et al. 1988). Die langen flexiblen Ketten bilden dabei ein Art Schild um 

NCAM. Dies geschieht, indem die negative Ladung an den Carboxylgruppen von PolySia 

besonders viel Wasser binden. Diese Hydratation von PolySia-NCAM nimmt ein großes 

Volumen ein, das durch die Länge und den Freiheitsgrad von PolySia noch erhört wird 

(Rutishauser 2008, Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014). Mehrere PolySia-

Ketten an einem Protein bewirken zusätzliche repulsive Wechselwirkung und verstärken 

dadurch den beschriebenen Effekt (Schnaar, Gerardy-Schahn, und Hildebrandt 2014, 

Sapon et al. 2018). 

Zusätzlich ist es möglich, dass die Bindung von PolySia an NCAM andere Interaktionen 

mit unterschiedlichen Proteinen und Rezeptoren beeinflusst. Darunter fällt z. B. die 

Erkennung durch den Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptor (FGF-R). Bei einer 

Bindung von PolySia an diesen Rezeptor kann dessen Signaltransduktion unterbrochen 

werden (Kiselyov 2010, Kiselyov et al. 2003, Williams et al. 1994). Natürlich ist es 

PolySia auch möglich, eigenständige Interaktionen beispielsweise mit dem 

extrazellulären Histon H1 oder dem Wachstumsfaktor BDNF (Brain-derived neurotrophic 

factor) einzugehen (Janas und Janas 2011, Mishra et al. 2010). BDNF ist ein 

Neurotrophin und sorgt bei Bindung an den p75 Neurotrophin Rezeptor unter anderem 

für das Wachstum und die Entwicklung unreifer Neuronen als auch das Überleben von 

ausgewachsenen Neuronen. Es wird vermutet, dass BNDF durch die Bindung an 
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PolySia angereichert und gespeichert wird, um danach leichter von den höher affinen 

Rezeptoren erkannt zu werden (Sato und Kitajima 2013, Ono et al. 2012). Diese 

Bindungspartner zeigen, dass sich die Funktionen von NCAM grundlegend verändern 

können, je nachdem, ob es mit oder ohne PolySia gebildet wird. Dadurch ist es PolySia-

NCAM möglich, viele Prozesse im Nervensystem zu beeinflussen. Darunter sind unter 

anderem Zellmigration, neuronale Plastizität, Wachstum von Axonen und Neurogenese, 

so wie die Aktivierung neuronaler Reparaturmechanismen (Bonfanti 2006, Janas und 

Janas 2011, Rutishauser et al. 1988). In Mäusen mit veränderter PolySia wirken sich 

diese Prozesse übergeordnet vermutlich auch auf die Lern- und Gedächtnisfähigkeiten 

als auch den circadianen Rhythmus und das Sozialverhalten aus (Sato und Kitajima 

2015, Rutishauser 2008). PolySia negative Mäuse, bei denen beide 

Polysialyltransferasen ausgeschaltet sind, überleben hingegen maximal 8 Wochen und 

haben ein reduziertes Gewicht im Vergleich zu Mäusen mit jeweils nur einem defekten 

Allel (Weinhold et al. 2005, Angata et al. 2007, Sato und Kitajima 2013). 

Weitere Untersuchungen an Mausmutanten, denen die ST8Sia IV fehlte, ergaben, dass 

CCR7 ein weiteres Trägerprotein von PolySia ist, welches auf dendritischen Zellen zu 

finden ist. Dabei stellte man zuerst eine verringerte Zelldichte in den sekundären 

lymphatischen Organen fest. Diese beruhte darauf, dass CCR7 nur mit der Modifikation 

durch PolySia seinen Liganden CCL21 binden kann (Kiermaier et al. 2016). CCL21 wird 

durch Zellen in die sekundären lymphatischen Organe ausgeschüttet und dient 

normalerweise zur chemotaktischen Wanderung der dendritischen Zellen in die 

sekundären lymphatischen Organe (Förster, Davalos-Misslitz, und Rot 2008). In ST8Sia 

IV-Mutanten Mäusen wird diese Wanderung inhibiert, was unter anderem zu einer 

verringerten Reaktion auf inflammatorische Signale führt (Kiermaier et al. 2016). 

Interessanterweise kommt auch polysialyliertes Neuropillin-2 auf dendritischen Zellen 

vor und scheint ebenfalls Einfluss auf die Zellmigration mittels CCL21 zu haben (Rey-

Gallardo et al. 2011, Curreli et al. 2007). Wird PolySia von dendritischen Zellen mittels 

EndoN entfernt, werden mehr T-Zell aktiviert (Curreli et al. 2007).  

PolySia ist aber nicht nur in der Lage das Immunsystem zu beeinflussen, indem es die 

Migration von Zellen beeinflusst. Eine weitere Regulationsmöglichkeit, stellt die bereits 

erwähnte Freisetzung von polysialyliertem E-Selectin Ligand-1 und Neuropilin-2 aus 

dem Golgi-Apparat von Mikroglia und THP-1 Makrophagen dar (Werneburg et al. 2016). 

Beide polysialylierten Proteine kommen im Golgi-Apparat der Zellen vor und werden 

nach Stimulation eines pro-inflammatorischen Reizes mittels LPS an die Zelloberfläche 

transportiert. Metalloproteasen schneiden dabei vermutlich die auf der Zelloberfläche 

assoziierten und polysialylierten Domänen der Proteine ab. Danach kommt es durch das 

freigesetzte PolySia zu einem negativen Feedback-Mechanismus, der die 
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pro-inflammatorische Reaktion verringert (Werneburg et al. 2016). Ein ähnlicher 

Mechanismus, der unter anderem ebenfalls durch LPS ausgelöst werden kann, ist in 

Lungenepithelzellen beschrieben worden. Hierbei wird die polysialylierte Isoform 

NCAM-140 mittels Metalloproteasen abgeschnitten. Dadurch kann die verkürzte Isoform 

NCAM-110 extrazellulär freigesetzt werden (Ulm et al. 2013). Der positive Effekt dieser 

Freisetzung könnte ein Schutz vor zytotoxischen extrazellulären Histonkomplexen oder 

Nukleosomen darstellen, die unter anderem von neutrophilen Granulozyten unter 

pro-inflammatorischen Bedingungen freigesetzt werden können (Ulm et al. 2013, 

Villanueva et al. 2011). 

Das synaptische Zelladhäsionsprotein (SynCAM1) ist ein weiteres Protein, dass im 

Gehirn von postnatalen Mäusen gebildet wird und mit PolySia modifiziert ist (Galuska 

et al. 2010). SynCAM1 gehört zur gleichen Immunglobulin-Superfamilie wie NCAM. Es 

besitzt ähnliche adhäsive Eigenschaften zu benachbarten SynCAM1 Molekülen, die bei 

polysialylierten-SynCAM1 ebenfalls durch repulsive Wechselwirkung ersetzt werden 

können. Es wird in Oligodendrozyten-Vorläuferzellen (auch NG2-Gliazellen) gebildet 

(Galuska et al. 2010, Mühlenhoff et al. 2013). Diese Zellen können sich zu 

myelinisierenden Oligodendrozyten, Astrozyten oder Neuronen entwickeln (Giza und 

Biederer 2010, Zhu, Bergles, und Nishiyama 2008, Belachew et al. 2003). 

Interessanterweise scheint polysialylierten SynCAM1 wie auch polysialyliertes 

Neuropillin oder E-Selectin Ligand-1 in (Subpopulation) diesen Zellen im Golgi-Apparat 

gelagert zu werden. Durch Depolarisation dieser Zellen ist es möglich, dass PolySia-

SynCAM1 zuerst an die Zelloberfläche transportiert wird. Später ist es dann nicht mehr 

detektierbar. Wodurch PolySia von der Zelloberfläche verschwindet, ist nicht bekannt 

(Werneburg et al. 2016, Werneburg et al. 2015). Generell scheint PolySia aber durch 

unterschiedliche Reize aus dem Golgi-Apparat an die Zelloberfläche befördert werden 

zu können. Zusammengefasst sprechen die wenigen Trägerproteine als auch die zuvor 

erwähnte spezifische Bildung und Freisetzung von PolySia für eine hohe 

Funktionsspezifität und exakte Verwendungsziele, die vermutlich durch die beiden 

Polysialyltransferasen reguliert werden.  

Neben den vielen Organismus unterstützenden Fähigkeiten von PolySia können es 

einige Bakterien wie bereits erwähnt nutzen, um sich vor dem Immunsystem zu 

schützen. Dazu kommt noch, dass auch in vielen Metastasen bildenden Krebsarten und 

neuronalen Krankheiten, PolySia fehlreguliert vorkommt (Ting Zhang 2014, Sato und 

Kitajima 2013). 
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Tabelle 1: Übersicht der PolySia-Trägerproteine. Aufgelistet sind alle Proteine inklusive 

Abkürzungen und die entsprechenden Veröffentlichungen sortiert nach Jahreszahl ihrer 

Entdeckung. Zusätzlich wird dargestellt, wie hoch der Anteil an PolySia-Trägerproteinen ist, der 

einen Einfluss auf das Immunsystem hat und als Zelloberflächenprotein bekannt ist. Zur besseren 

Nachverfolgbarkeit sind die Proteinnamen in Englisch aufgeführt. Modifiziert aus (Galuska, 

Lütteke, und Galuska 2017). 

 

Trägerproteine  Entdeckung  

Einfluss auf 

das 

Immunsystem  

Zellober -

flächen -

protein  

1 

Neural cell-adhesion 

molecule (NCAM auch 

CD56) 

(Finne 1982, Finne et 

al. 1983) 
x x 

2 Sodium channel Ŭ-subunit (Zuber et al. 1992) - x 

3 
Platelet glycoprotein 4 

(CD36) 
(Yabe et al. 2003) vielleicht x 

4 Neuropilin-2 (NRP2) (Curreli et al. 2007) x x 

5 
Synaptic cell adhesion 

molecule (SynCAM1) 
(Galuska et al. 2010) (x) x 

6 
Ŭ-2,8-sialyltransferase 8B 

(ST8SiaII) 
(Simon et al. 2013) x (x) 

7 E-selectin ligand-1 (ESL-1) 
(Werneburg et al. 

2016) 
x x 

8 
Central chemokine receptor 

7 (CCR7) 

(Kiermaier et al. 

2016) 
x x 

 

 

1.3 Neutrophile Granulozyten und neutrophile extrazelluläre Fallen  
 

1.3.1 Neutrophile Granulozyten 
 

Neutrophile Granulozyten, häufig auch nur Neutrophile genannt, sind Zellen der 

Immunabwehr, die sich aus Stammzellen im Knochenmark entwickeln und 

ausdifferenziert im Blutkreislauf von Vertebraten zirkulieren (Kruger et al. 2015, Leiding 

2017). Neben Monozyten, eosinophilen und basophilen Granulozyten stammen 
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Neutrophile von myeloischen Vorläuferzellen ab (Branzk und Papayannopoulos 2013). 

Im Blut machen Neutrophile bis zu 70 % der Leukozyten aus und sind damit die 

häufigsten weißen Blutzellen. Neutrophile überleben dabei meist nur einen kurzen 

Zeitraum von durchschnittlich 5,4 Tagen (Pillay et al. 2010, Nissen 2019). 

Angelockt und aktiviert von Zytokinen und anderen Chemoattraktoren migrieren sie 

meist als erste Zellen an Infektionsherde im ganzen Organismus und gehören somit zur 

angeborenen Immunantwort (Nissen 2019, Keller und Sorkin 1968, Branzk und 

Papayannopoulos 2013). Dabei besitzen sie einige nützliche Eigenschaften und 

Funktionen im Kampf gegen Pathogene. Neutrophile haben einen polymorphkernigen 

Nukleus mit 3-5 lappenförmigen Segmenten, der vermutlich benötigt wird, um besser 

durch enge Zellzwischenräume wandern zu können (Abb. 5) (Skinner und Johnson 

2017). Die Proteinexpression ist in ausdifferenzierten Neutrophilen sehr gering. Aus 

diesem Grund besitzen Neutrophile eine Vielzahl von Versikeln, die Granula genannt 

werden und mit über 700 unterschiedlichen, vor allem antimikrobiellen Proteinen gefüllt 

sind (Kruger et al. 2015, Rørvig et al. 2013). Man kann die Granula nach ihrem Inhalt in 

mindestens vier Typen einteilen. Primäre oder azurophile Granula enthalten unter 

anderem viele proteolytische Enzyme wie Myeloperoxidase (MPO), neutrophile 

Elastase, Lysozym, Hydrolasen, Serinproteasen und Defensine. Sekundäre oder 

spezifische Granula kommen nur in Neutrophilen vor und enthalten vor allem 

antimikrobielle Komponenten wie Lactoferrin und Lysozym. Tertiäre oder auch 

gelatinase Granula enthalten, wie der Name schon sagt, vor allem die Metalloprotease 

Gelatinase. Als Letztes werden noch sekretorische Vesikel beschrieben, die 

hauptsächlich für die Lagerung von Membranen-Rezeptoren und Zytokinen 

verantwortlich sind (Faurschou und Borregaard 2003, Branzk und Papayannopoulos 

2013, Borregaard, Sørensen, und Theilgaard-Mönch 2007). Durch diese gute 

Vorbereitung haben Neutrophile relativ schnell die Möglichkeit, mittels unterschiedlicher 

Mechanismen Pathogene zu bekämpfen (Borregaard, Sørensen, und Theilgaard-Mönch 

2007). Sie sind z. B. in der Lage, Mikroorganismen zu phagozytieren. Dabei werden die 

Mikroorganismen durch Einstülpung der Membranen verschlungen und es bildet sich ein 

Phagosom. Dieses wird danach vor allem mit primären und sekundären Granula 

fusioniert, wodurch es möglich ist, die aufgenommenen Zellen zu lysieren (Kruger et al. 

2015, Brinkmann und Zychlinsky 2007). Aufgrund dieser Fähigkeit werden Neutrophile 

auch zu den Phagozyten gezählt. Zusätzlich können Neutrophile ihre Granula und damit 

alle antimikrobiellen Proteine und Enzyme freisetzen, um direkt gegen Pathogene zu 

wirken. Dieser Prozess wird auch Degranulation genannt (Brinkmann und Zychlinsky 

2007, Borregaard, Sørensen, und Theilgaard-Mönch 2007). Einen weiteren 

Abwehrmechanismus stellt die Produktion und Freisetzung von reaktiven 
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Sauerstoffspezies (ROS) dar. Verantwortlich dafür ist im ersten Schritt die Etablierung 

des membranenständigen NADPH Oxidase-Komplexes, der molekularen Sauerstoff zu 

Hyperoxid-Anionen umwandelt. Durch weitere Umsetzung mittels Enzymen wie der 

Superoxid-Dismutase und der Myeloperoxidase entstehen weitere sehr reaktive und 

kurzlebige Sauerstoffspezies. Diese können z. B. Proteine, Nukleinsäuren und andere 

Moleküle durch Oxidation schädigen (Winterbourn, Kettle, und Hampton 2016, 

Brinkmann und Zychlinsky 2007). Als vierten und letzten Mechanismus können 

Neutrophile einen sogenannten ĂSuizidñ begehen, der zur Freisetzung von neutrophilen 

extrazellulären Fallen (NET) führt. Dabei werden einige der vorher beschriebenen 

Fähigkeiten kombiniert, um ein Netz aus dekondensierter DNA gespickt mit 

antimikrobiellen Proteinen freizusetzen (Abb. 6), dass Mikroorganismen und Pathogene 

immobilisiert und attackiert (Brinkmann et al. 2004, Brinkmann 2018) (Dieser Prozess 

soll im folgenden Kapitel 1.3.2 weiter beleuchtet werden). Welcher dieser 

Abwehrmechanismen aktiviert wird muss jedoch extrem gut reguliert werden, weshalb 

auch genetische Defekte und fehlregulierte Neutrophile sich in Krankheiten wie 

Infektionen, unterschiedliche Neutropenien, septische Granulomatose, dem 

Leukozytenadhäsionsdefekt, dem Mangel an spezifischen Granula oder dem WHIM-

Syndrom ausprägen können (Kruger et al. 2015, Leiding 2017).  
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Abbildung 5: Aufbau von neutrophilen Granulozyten. Schematischer Aufbau eines Granulozyten 

(A) mit segmentiertem Zellkern und Granular (Vesikeln). Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 

von neutrophilen Granulozyten (B). Anfärbung der Kernstruktur mittels Hoechst (links) und 

Darstellung der Zelldimensionen und der Kernstrukturen mittels Hoechst und Durchlicht (rechts). 

Modifiziert aus (Kühnle, Lütteke, et al. 2019) CC BY 4.0. 

 

1.3.2 Neutrophile extrazelluläre Fallen 
 

Die zelluläre Ausschüttung eines klebrigen Netzwerkes aus langen DNA-Fasern und 

antimikrobiellen Proteinen wurde zuerst durch Brinkmann et. al. 2004 beschrieben 

(Brinkmann et al. 2004). Dabei scheint die Freisetzung von neutrophilen extrazellulären 

Fallen aus neutrophilen Granulozyten eine generelle Fähigkeit des angeborenen 

Immunsystems von Vertebraten zu sein und kommt beispielsweise bei Menschen, 

Pferden, Mäusen, Kühen oder Fischen vor. Interessanterweise gilt die NETose jedoch 

ebenfalls als Modulator der adaptiven Immunantwort (Brinkmann und Zychlinsky 2007, 

Hasler, Giaglis, und Hahn 2016). Induziert wird die Freisetzung zumeist von den 

Organismen, gegen die diese Netze gerichtet sind. Darunter fallen Bakterien, Pilze, 

Viren, und Parasiten (Branzk und Papayannopoulos 2013). Aber auch viele andere 
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Substanzen wie Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), körpereigene Zytokine oder 

Fremdzellen wie Spermien im weiblichen Reproduktionstrakt können zur Induktion von 

NETose führen (Brinkmann et al. 2004, Branzk und Papayannopoulos 2013, Alghamdi 

und Foster 2005, de Buhr und von Köckritz-Blickwede 2016).  

NETose stellt ein aktives, vorteilhaftes Zellsuizid-Programm dar, welches sich klar von 

anderen Prozessen wie Nekrose oder Apoptose angrenzen lässt (Fuchs et al. 2007, 

Goldmann und Medina 2013). Der rezeptorunabhängige Mechanismus der NETose, 

vermittelt durch PMA, soll im folgendem übersichtlich beschrieben werden (Brinkmann 

2018). Generell wird NET jedoch über unterschiedliche, sich kreuzende Mechanismen 

und Wege ausgeschüttet (Kenny et al. 2017, Goldmann und Medina 2013). Neutrophile 

sind im ersten Schritt in der Lage, PMA über die Protein-Kinase C zu binden. Es kommt 

unter anderem zur Ca Freisetzung und zur Aktivierung der NADPH Oxidase die 

daraufhin mit der Produktion von ROS beginnt (Goldmann und Medina 2013, Brinkmann 

2018, Fuchs et al. 2007). Durch diese ROS Produktion ist es möglich, mittels der MPO, 

neutrophile Elastase aus einem Membranen-ständigen Komplex der azurophilen 

Granula herauszulösen. Die neutrophile Elastase wandert daraufhin in den Zellkern und 

die DNA im Nukleus wird dekondensiert (Papayannopoulos et al. 2010, Metzler et al. 

2014, Parker et al. 2012). Parallel kommt es im Zytoplasma zur Autophagie und zur 

Vakuolisierung der Granula (Remijsen et al. 2011). Zusätzlich sorgt das 

zytoplasmatische Ca für die Aktivierung der Protein-Arginine Deiminase 4 (PAD4). Diese 

wandert ebenfalls in den Zellkern und beginnt mit der Citrullinierung der Histon-

assoziierte Aminosäure Arginin. Infolge dessen kommt es zur verstärkten 

Dekondensierung der DNA-Fasern (Wang et al. 2009, Neeli, Khan, und Radic 2008, 

Neeli et al. 2009). Anschließend kommt es einerseits zum Zerfall der Kernmembranen 

und andererseits zur Freisetzung der Granula Proteine ins Zytoplasma. Letztendlich 

werden die antimikrobiellen Proteine mit der DNA gemischt. Daraufhin kommt es zur 

Ruptur der Plasmamembranen und zur Freisetzung von NET (vergleiche z. B. Abb. 9 

oder Publikation 1 Abbildung 7) (Fuchs et al. 2007, Goldmann und Medina 2013, 

Brinkmann 2018). Die Volumenexpansion von NET kann um das 10 bis 15-Fache größer 

sein als das ursprüngliche Zellvolumen (vergleiche Maßstäbe der Abb. 6 und 7 B) 

(Brinkmann und Zychlinsky 2012).  

Der Mechanismus zur Ausschüttung von NET kann je nach Art und Menge der 

Induktionsquelle von einigen Minuten bis zu einigen Stunden dauern (Okubo et al. 2016, 

Parker et al. 2012, Brinkmann et al. 2004). Bei der Induktion mittels PMA wird jedoch 

von einer Zeit von etwa 2-4 Stunden ausgegangen (Fuchs et al. 2007, Brinkmann 2018, 

Branzk und Papayannopoulos 2013). Der Vollständigkeit halber ist zu erwähnen, dass 

eine schnellere Freisetzung von NET (5-60 min), beispielsweise durch das Bakterium 
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Staphylococcus aureus, ausgelöst werden kann. Dabei wird nur ein kleiner Teil der DNA 

ausgeschüttet (Pilsczek et al. 2010, Branzk und Papayannopoulos 2013, Phillipson und 

Kubes 2011). Außerdem sind Prozesse bekannt, bei denen die Zellen erhalten bleiben 

und nur mitochondriale DNA ausgeschüttet wird (Phillipson und Kubes 2011, Yousefi et 

al. 2009). Eosinophile, Mastzellen und Makrophagen können einen ähnlichen Prozess, 

der ĂEToseñ genannt wird, durchführen (Branzk und Papayannopoulos 2013). Von 

einigen Bakterien ist bereits bekannt, dass sie wirkungsvolle Mechanismen gegen NET 

entwickelt haben. Einer der einfachsten dürfte die Freisetzung von DNasen sein, um sich 

aus dem klebrigen DNA-Fasern zu befreien (Brinkmann und Zychlinsky 2007, 2012).  

Die Hauptkomponenten von NET stellen DNA und Histone dar. Die Histone liegen in 

NET teilweise dekondensiert und citrullinisiert vor. Diese frei zugänglichen Histone 

werden zu den zytotoxischen Komponenten von NET gezählt (Saffarzadeh et al. 2012, 

Brinkmann et al. 2004). Daneben kommen interessanterweise vor allem Proteine der 

vier beschriebenen Granulatypen vor, jedoch kaum zytoplasmatische Proteine 

(Brinkmann et al. 2004). Einige weitere Hauptkomponenten von NET sind die MPO, 

sowie die Serinproteasen: neutrophile Elastase, Proteinase 3 und Cathepsin G. 

Zusätzlich kommen antimikrobielle Komponenten wie Lactoferrin, Lysozym, 

Ŭ-Defensine, Azurocidin, Calprotectin und bakterien-permeabilisierendes Protein vor 

(Nel et al. 2016, Brinkmann et al. 2004).  

Zusammengefasst zeigt sich besonders, dass die Regulation von NET von hoher 

Bedeutung ist (Amulic und Hayes 2011, Brinkmann 2018). Einerseits die vielen 

Induktionsmöglichkeiten und intrazellulären Reaktionswege, andererseits die enorme 

Menge an Proteinen, Peptiden und DNA, die freigesetzt wird und potenziell auf andere 

Prozesse unter anderem andere Immunzellen im Organismus wirken können 

(Brinkmann et al. 2004, Hasler, Giaglis, und Hahn 2016). Beides macht die NETose zu 

einem hoch komplexen Prozess, der den direkten Vorteil bietet, dass viele Pathogene 

immobilisiert und abtötet werden. Die NETose und ihre Mechanismen haben allerdings 

auch einige Nachteile. Diese hªufig auch Ădunkle Seite von NETñ genannten Nachteile 

bestehen vor allem aus der möglichen Ausprägung oder Verstärkung von 

Autoimmunkrankheiten wie systemischer Lupus erythematodes oder Gicht, von 

Unfruchtbarkeit, von Lungenkrankheiten wie zystische Fibrose oder chronisch 

obstruktive Lungenerkrankung (COPD), von septischen Entzündungsreaktionen und von 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen z. B. Thrombosen (Amulic und Hayes 2011, Brinkmann 

und Zychlinsky 2007, 2012, Brinkmann 2018, Hahn et al. 2012, Kaplan und Radic 2012, 

Hasler, Giaglis, und Hahn 2016, Nel et al. 2016, Ulm et al. 2013, Brinkmann et al. 2004). 

Aus diesem Grund ist ein Anliegen der aktuellen Wissenschaft mehr über NET zu 
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erfahren, als auch Faktoren zu finden, die Einfluss auf NET haben oder es komplett 

inhibieren können (Brinkmann 2018, Nel et al. 2016).  

 

 

Abbildung 6: Mikroskopische Aufnahmen durch neutrophile Granulozyten freigesetzter NET-

Fasern. Darstellung der NET-Fasern mittels DNA in blau, Lactoferrin in grün (A) und 

polysialylierten rot fluoreszierende Beats (B). Maßstabes jeweils 20 µm. (A) Eigene Aufnahme. 

(B) Modifiziert aus (Kühnle, Lütteke, et al. 2019) CC BY 4.0. 

 

1.4 Basis und Überschneidungspunkte von Lactoferrin, PolySia und NET 
 

Als Übersicht mit Beginn dieser Arbeit waren bereits folgende wissenschaftliche 

Publikationen und Daten bekannt, die Einfluss auf die Forschung dieser Arbeit hatten.  

 

1.4.1 Lactoferrin und NET  
 

Okubo et. al. 2016 konnte zeigen, dass exogenes Lactoferrin allein die Freisetzung von 

NET-Fasern aus Neutrophilen inhibiert (Abb. 7 B) (Okubo et al. 2016). Dabei konnte die 

Gruppe nachweisen, dass die zu Beginn ablaufenden Signalkaskaden der NETose nicht 

beeinflusst wurden. Darunter fallen beispielsweise die Produktion von ROS, die Histone 

H3 Citrullinierung mittels PAD4 oder die Histondegradation, vermittelt durch die 

neutrophile Elastase. Stattdessen konnte gezeigt werden, dass Lactoferrin eine Art 

Schild um Neutrophile bildet, der die Freisetzung von NET durch die Instandhaltung der 

Zellmembranen inhibiert. Dadurch bestand ein klarer Zusammenhang zwischen der 

NET-Inhibition und Lactoferrin.  

Interessanterweise vermutete die Gruppe ebenfalls eine Interaktion von Lactoferrin mit 

der bereits freigesetzten NET-DNA über Ladungswechselwirkungen mit der 

Lactoferricin-Domäne (Okubo et al. 2016).  
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1.4.2 PolySia, NET und Histone 
 

Histone sind eine der toxischsten Komponenten der NETose und liegen in NET-Fasern 

teilweise dekompensiert vor. Dadurch sind Histone nicht nur zytotoxisch für bakterielle 

Zellen, sondern auch für endogene Zellen und stehen deshalb besonders unter dem 

Verdacht, viele der mit NET im Zusammenhang stehenden Krankheiten zu beeinflussen 

(Ulm et al. 2013, Saffarzadeh et al. 2012). PolySia ist es allerdings möglich, Histone zu 

binden und deren zytotoxische Eigenschaften zu neutralisieren (Saffarzadeh et al. 2012, 

Zlatina, Lütteke, und Galuska 2017). Dabei binden die Zuckerketten auch Bereiche der 

Histone, die für die Interaktion mit der DNA verantwortlich sind (Abb. 7 A) (Ulm et al. 

2013, Saffarzadeh et al. 2012, Galuska, Dambon, et al. 2017, Zlatina et al. 2018). Die 

potenzielle biologische Bedeutung der PolySia-abhängigen Inaktivierung der 

zytotoxischen Wirkung von Histonen aus NET wurde bereits in Zusammenhang 

mehrerer physiologischer und pathologischer Prozesse diskutiert (Ulm et al. 2013, 

Simon et al. 2015, Zlatina et al. 2018). Ein Beispiel hierfür ist die Protektion von Spermien 

nach der Kopulation, wobei es zur Rekrutierung von Neutrophilen kommt. Die Bildung 

von NET könnte die Fertilität negativ beeinflussen, indem zu viele Spermien nach der 

Paarung im DNA-Netzwerk gefangen und abgetötet werden (Hahn et al. 2012). Es wird 

jedoch angenommen, dass die im Ejakulat nachgewiesenen DNasen für die Freisetzung 

der Spermien und die auf Spermien frei vorkommenden PolySia für die Protektion gegen 

extrazelluläre Histone sorgen. Da solche funktionellen Nachbarschaften aus NET und 

PolySia auch im Zusammenhang mit anderen inflammatorischen Prozessen stehen, 

wurden bereits Strategien erdacht, um polysialylierte Nanopartikel oder Muzine als 

zytoprotektive Makromoleküle gegen extrazelluläre Histone einzusetzen (Galuska, 

Galuska, et al. 2017, Zlatina und Galuska 2019, Galuska, Dambon, et al. 2017, Zlatina, 

Lütteke, und Galuska 2017, Zlatina et al. 2018). 

 

1.4.3 Lactoferrin und PolySia 
 

Sowohl Lactoferrin als auch PolySia kommen in zahlreichen Körperflüssigkeiten vor und 

sind beide in inflammatorische Prozesse wie die NETose involviert. Der erste 

Zusammenhang zwischen Lactoferrin und PolySia kam jedoch erst dadurch zustande, 

dass nach der Isolierung von PolySia aus Milch, Blut und Ejakulaten auch Lactoferrin im 

Präzipitat durch Rhea Veelken nachgewiesen wurde (Kühnle, Veelken, et al. 2019). Da 

Lactoferrin selbst keine PolySia-Ketten trägt, war eine mögliche Interaktion zwischen 

den Biomolekülen denkbar.  
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Abbildung 7: Überblick bekannter Fähigkeiten von PolySia und Lactoferrin. (A) 

Molekulardynamische Simulation von 4 PolySia-Ketten (mit je 20 Sialinsäurebausteinen) die nach 

6 ns ein Histonoktamer binden. Die überlagerte DNA veranschaulicht, dass PolySia sehr ähnliche 

Regionen der Histone bindet. Ŭ-Helices sind in dunkelblau und ɓ-Faltblätter sind in rot dargestellt. 

Die Raumforderung der Aminosäuren wird durch eine dynamische Oberflächenstruktur (grau) 

angedeutet. (B) Übersicht einer NET stimulierten Zelle nach Zugabe von Lactoferrin. Diese stellen 

eine Wiederholung und Bestätigung der Experimente nach Okobu et al. 2016 dar (Okubo et al. 

2016). Einzelausschnitt eines Videostapels von einem neutrophilen Granulozyten nach der 

Induktion mit PMA und Behandlung mit Lactoferrin. Die Position des Bildes in der Zelle ist rechts 

oben (blaue Linie) als Querschnitt abgebildet. Die DNA (blau) ist über das ganze Zellinnere 

verteilt. Extrazelluläres Lactoferrin (grün) lagert sich an der Zelloberfläche an. Der Maßstab 

beträgt 10 µm. Modifiziert aus (Kühnle, Veelken, et al. 2019, Galuska, Dambon, et al. 2017) beide 

CC BY 4.0. 
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1.5 Zielsetzung 
 

Aus den in Kapitel 1.4 beschriebenen Überschneidungspunkten zwischen NET, 

Lactoferrin und PolySia ergaben sich folgenden Fragestellungen, die innerhalb meiner 

Doktorarbeit bearbeitet wurden: 

1. Können Lactoferrin und PolySia miteinander interagieren und wie sieht diese 

Interaktion im Detail aus? 

2. Haben die Bereiche von Lactoferrin eine biologische Aktivität und wird diese 

durch die Interaktion beeinflusst? 

3. Welchen Einfluss hat das Zusammenspiel zwischen Lactoferrin und PolySia auf 

die NETose sowie auf NET? 
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2. Übersicht der Publikationen  
 

2.1 Zusammenfassung der ersten Publikation 
 

ĂPolysialic acid interacts with lactoferrin and supports its activity to inhibit the release of 

neutrophil extracellular trapsñ 

 

In der ersten Veröffentlichung wird die Interaktion von PolySia mit Lactoferrin in humaner 

Milch, Ejakulat und Blutserum nachgewiesen. Die nicht kovalente Bindung konnte 

daraufhin näher charakterisiert werden, indem der für die Bindung nötige 

Polymerisationsgrad von PolySia bestimmt und Lactoferricin als mögliches 

Bindungsmotiv identifiziert wurde. Als Letztes konnte gezeigt werden, dass PolySia die 

Eigenschaft von Lactoferrin, die NET-Freisetzung zu inhibieren, noch verstärken kann.  

 

 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2018.12.033 

 

Eigenanteil: Andrea Kühnle hat alle Experimente zur biochemischen Charakterisierung 

der Polysialinsäure/Lactoferrin-Interaktion durchgeführt. Hierzu gehörten die 

Interaktionsanalyse mittels nativer Gelelektrophorese, die sie methodisch aufgebaut, 

durchgeführt und ausgewertet hat (Abbildungen 2, 5 und 6; ergänzende Abbildung S3). 

Die ELISA-Experimente wurden ebenfalls von Andrea Kühnle entwickelt und 

durchgeführt (Abbildung 6). Zudem wurden alle Zellexperimente von Andrea Kühnle 

durchgeführt, methodisch durchdacht und ausgewertet (Abbildungen 7 und 8; 

ergänzende Abbildungen S4 und S5). Die Lebendzellmikroskopie-Experimente wurden 

von Andrea Kühnle in Zusammenarbeit mit Marieke Verleih durchgeführt (Abbildung 7; 

ergänzende Abbildung S4). Darüber hinaus hat Andrea Kühnle die grafischen 
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Darstellungen der analysierten Mechanismen entworfen (darunter auch Abbildungen 7, 

8 und 9). 

Rhea Veelken hat die Experimente zur Identifizierung der Interaktion zwischen PolySia 

und Lactoferrin durchgeführt (Abbildungen 1 und 4; ergänzende Abbildung S1 und S2). 

Die Kettenlängenanalysen (Abbildung 3) wurden von Dr. Max Saftenberger und Rhea 

Veelken in Zusammenarbeit mit Dr. Christina Galuska durchgeführt. Alle weiteren 

Autoren haben keine Experimente durchgeführt, sondern haben essenzielle Proben zur 

Verfügung gestellt und/oder waren bei der Konzeption der Versuche und Interpretation 

der Ergebnisse beteiligt. 

Der Originalentwurf des Manuskripts, welcher abschließend von allen Autoren editiert 

wurde, ist von Andrea Kühnle und Dr. Sebastian P. Galuska verfasst worden.  
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2.2 Zusammenfassung der zweiten Publikation  
 

ĂPolysialic Acid Modulates the Binding of External Lactoferrin in Neutrophil Extracellular 

Trapsñ 

 

In der zweiten Veröffentlichung wurde die Interaktion von humanem Lactoferrin mit 

PolySia mittels einer Molekulardynamik-Simulation detaillierter untersucht. Durch native 

Gelelektrophorese konnte gezeigt werden, dass humanes und bovines Lactoferrin 

vergleichbar mit PolySia interagieren. Bei beiden Proteinen scheint dabei Lactoferricin 

die Hauptinteraktionsdomäne von PolySia zu sein. PolySia beeinflusst die Bindung von 

Lactoferrin an NET.  

 

 

DOI: https://doi.org/10.3390/biology8020020 

 

Eigenanteil: Bis auf die in Abbildung 1 und 2 (sowie den ergänzenden Abbildungen S1 

bis S4) dargestellten Experimenten, die von Kim F. Bornhöfft und Dr. Thomas Lütteke 

durchgeführt worden sind, wurden alle beschriebenen Versuche von Andrea Kühnle 

erarbeitet, durchgeführt und ausgewertet (Abbildungen 3 bis 6; ergänzende Abbildung 

S5). 

Der Originalentwurf des Manuskripts, welcher abschließend von allen Autoren editiert 

wurde, ist von Andrea Kühnle und Dr. Sebastian P. Galuska verfasst worden. 
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2.3 Zusammenfassung der dritten Publikation 
 

ĂThe Bovine Antimicrobial Peptide Lactoferricin Interacts with Polysialic Acid without 

Loss of Its Antimicrobial Activity against Escherichia coliñ 

 

In der dritten Veröffentlichung wurde es möglich, durch die Fraktionierung von PolySia 

in spezifische DP von nur 1-2 Sialinsäurebausteinen unterschied, die nötige 

Bindungslänge zu bovinem Lactoferrin (DP 20-21) und Lactoferricin (DP 10-11) noch 

besser einzugrenzen. Außerdem wurde der Einfluss von PolySia auf Lactoferricins 

Fähigkeit untersucht, dass Wachstum von E. coli zu inhibieren. Weder ein PolySia-Mix, 

kurzkettige PolySia-Fraktionen noch langkettige Fraktionen hatte einen Einfluss auf die 

antimikrobiellen Eigenschaften von Lactoferricin gegen E. coli. 

 

 

DOI: https://doi.org/10.3390/an i10010001 

 

Eigenanteil: Andrea Kühnle hat alle dargestellten Experimente erarbeitet, durchgeführt 

und ausgewertet (alle Abbildungen). Bei den Bakterien-Assays wurde sie zu Beginn von 

Dr. Kristina Zlatina unterstützt und bei der Auswertung beraten. Die 

Kettenlängenfraktionierungen wurden teilweise von Dr. Christina E. Galuska 

durchgeführt. 

Der Originalentwurf des Manuskripts, welcher abschließend von allen Autoren editiert 

wurde, ist von Andrea Kühnle und Dr. Sebastian P. Galuska verfasst worden. 
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3. Manuskripte   
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