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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Glykoproteine

Glykoproteine sind Eiweille mit kovalent gebundenen Kohlenhydratresten. Der
Kohlenhydratanteil kann aus vielen verschiedenen Bausteinen aufgebaut sein, unter
anderem aus Glukosamin, Galaktose, Mannose, Sialinsdure und Fukose. An der
Synthese der Zuckerketten sind spezifische Glykosyltransferasen beteiligt, deren
Vorkommen stark zwischen verschiedenen Zellarten variiert (Varki et al.,1999). Es
entsteht eine komplexe Vielfalt der Glykoproteinen, die multiple funktionelle
Eigenschaften ermoglichen. Sie sind zum Beispiel fur die Erkennungs- und
Signalwandlungsfunktionen der Zellmembranen von entscheidender Bedeutung z.B.
ABO-Blutgruppensubstanzen (Fukuda et al., 1984).

Der Zucker kann auf zwei Arten an das Peptid gebunden sein. Bei der O-
glykosidischen Bindung wird der Zucker an die Hydroxygruppe von Serin oder
Threonin geknupft. Die N-glykosidische Zuckerbindung erfolgt an die freie
Aminogruppe von Asparagin am Aminosauremotiv Asn-x-Ser/Thr statt, wobei x eine
beliebige Aminosaure darstellt, mit Ausnahme von Prolin und Asparaginsaure.
Glykoproteine mit N-glykosidisch gebundenen Zuckerresten werden als N-Glykane

bezeichnet.

1.2 Poly-N-Acetyllaktosamine

Allen N-Glykanen ist eine Pentasaccharid-Grundstruktur gemein, sie besteht aus

zwei Molekulen N-Acetyl-D-glukosamin und drei Molekilen D-Mannose.

al1,6

B1,4 B1,4 B1,4

O{,?) Asn

Abbildung 1: N-Glykangrundstruktur

O_= D-Mannose
= N-Acetylglukosamin



http://www.net-lexikon.de/Aminogruppe.html
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Es gibt drei verschiedene N-Glykan-Typen, den mannosereichen Typ, den
komplexen Typ und den hybriden Typ. Sie unterscheiden sich an den weiteren
Zuckermolekulen, die an die Grundstruktur gebunden sind. Beim komplexen Typ sind
die beiden Mannose-Reste mit N-Acetylglukosamin-Resten verknupft. Ein N-
Acetyllaktosaminrest besteht aus GIcNAc und Galaktose, die B1-4 glykosidisch
verknUpft werden. Besitzt eine Seitenkette der komplexen N-Glykane mehr als eine
N-Acetylglukosamin-Einheit, dann werden sie als Poly-N-Acetyllaktosemine

bezeichnet oder kurz Polylaktosamine genannt.

Fuca1
NeuNAca2—3GalB1—4GIcNAcB1—3),Galp1—4GIcNAcB1—2Mana1 l
6
6
ManB1—4GIcNAcB1—4 GIcNAcB1—Asn
3

NeuNAca2—3GalB1—4GIcNAcB1—3),Gal1—4GIcNAcB1—2Mana1

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines biantdanndren Poly-N-Acetylglukosamins
AbklUrzungen: Asn= Asparagin, Fuc= Fukose, Gal= Galaktose, GIcNAc= N-
Acetylglukosamin, Man= Mannose, NeuNac= N-Acetylneuraminsdure (Sialinsaure), n=
Anzahl der Laktosamin-Einheiten. (Verandert aus Molecular Glycobiology, Hrsg. Fukuda und
Hindsgaul, 1994)

In kernhaltigen Zellen findet man Polylaktosamine hauptsachlich auf den
lysosomalen Membranproteinen lamp-1 und lamp-2 (Carlson et al., 1988). Durch die
langen Zuckerreste wird die Stabilitdt der Lysosomen-Membran erhoht, so dass der
Proteinanteil vor proteolytischen Verdau geschitzt ist (Lee et al., 1990). Lamp-
Proteine kommen auch in Endosomen und in der Zellmembran vor (Saitho et al.,
1992). Im Erythrozyten befinden sich die Laktosamine auf zellmebrangebundenen
Glykoproteinen und sind Trager der Blutgruppenantigene ABH und li (Fukuda et al.,
1984).

Eine Verlangerung der Seitenkette durch weitere N-Acetylglukosamine geschieht im
Golgi Apparat durch die Aktivitat der ,i“-B1,3-N-Acetylglukosaminyltransferase und
Galaktosyltransferase. Durch Bindung einer Sialinsaure oder Sulfatierung einer
endstandigen Galaktose wird die Verlangerung gestoppt (Fukuda und Hindsgaul,
1994).

Man unterscheidet weiterhin verzweigte und lineare Polylaktosamine. Die
verzweigten Polylaktosamine werden an terminalen Galaktose-Resten durch die a-

1,2- Fukosyltransferase fukosyliert und bilden eine Vorstufe fur die Blutgruppen-
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Antigene A und B. Die linearen Polylaktosamin- Strukturen werden an N-
Acetylglukosamin-Resten durch die a-1,3-Fukosyltransferase fukosyliert und bilden
die Lewis x Antigene. Die Lewis Antigene spielen eine wichtige Rolle bei
Entzindungsprozessen und Metastasierungsvorgangen.

Die Lange der Polylaktosamine korreliert mit der Verweildauer des Proteins im Golgi-
Apparat (Wang et al, 1991). Wahrscheinlich gibt es einen Zusammenhang mit dem
Vorkommen der ,i“p1,3-N-Acetylglukosaminyltransferase und der Lange der
Zuckerkette. In den bisher untersuchten Zellen wurden kurze Polylaktosaminketten
bei geringem Vorhandensein von ,i“-B1,3-N-Acetylglukosaminyltransferase
festgestellt, Galaktosyltransferase war hingegen im Uberschuss verfligbar (Lee et al,
1990). Auch die raumliche Anordnung in der Tertiarstruktur scheint eine wichtige
Rolle fur die Ausbildung von Polylaktosaminen zu spielen (Fukuda und Hindsgaul,
1994).

1.3 Lewis Antigen

Die Synthese von Lewis Antigen wird durch eine Reihe von
Glykosylierungsreaktionen katalysiert, eine a1,3-Fukosyltransferase kontrolliert die
letzte Reaktion. Durch Fukosylierung der endstandigen Laktosamineinheit entsteht
das Trisaccharid Le* (GalB1-4(Fuca1-3)GIcNAc). Findet vor der Fukosylierung die
Bindung einer Sialinsaure an den terminalen Galaktose-Rest statt, entsteht das
Tetrasaccharid sLe*, es hat folgende Molekilstruktur NeuAca2-3GalB1-4(Fucai-
3)GIcNAc.
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Abbildung 3: Darstellung von sLe*
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Le* und sialyl-Le* werden auf Karzinomzellen, Endothelzellen und Zellen der
leukozytaren Reihe (Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten) gebildet. Das
Stereoisomer sLe® , bei dem die Positionen fiir die Bindung von Fukose und
Galaktose vertauscht sind, wurde auf Karzinomzellen von Kolon, Pankreas und
Magen festgestellt (Falk et al., 1983). Geringe Mengen von sLe® scheinen sich
physiologischerweise auf normalen Epithelzellen zu befinden (Atkinson et al.,1982).
Le, sLe* und sLe® sind in der Lage an Rezeptoren aus der Selektin Familie zu
binden (Varki et al.,1994).

1.4 Alpha 1,3-Fukosyltransferasen

Fukosyltransferasen sind wahrscheinlich residente Membranproteine, die im Golgi
Apparat lokalisiert sind. Sie katalysieren die Ubertragung von Fukose der GDP-
Fukose auf N-Acetylglukosamin Uber eine a-1,3 Bindung. Bisher sind neun
verschiedene a1,3 Fukosyltransferasen bekannt (FucT [-1X).

Die Fukosyltransferasen unterscheiden sich in verscheidenen Merkmalen, unter
anderem anhand der Akzeptoren, auf die sie die Fukose Ubertragen und des
Expressionsortes.

Fukosyltransferase VII zeigt Aktivitat gegenuber a2,3 sialylierten Strukturen, es kann
sLe* generieren, nicht aber Le*, das Enzym wird in Leukozyten exprimiert (Sasaki et
al.,1994). Bei FucT IV konnte nur eine schwache Aktivitat gegenuber a2,3 sialylierten
Oligosacchariden nachgewiesen werden. Expressionsort der Fukosyltransferase 1V
sind hauptsachlich myeloide Zellen und das Gehirn (Mollicone et al.,1990). Fur FucT
[ll, V und VI konnte eine Aktivitdt gegenlber a2,3 sialylierten Strukturen und nicht-
sialylierten Typ 2 Oligosacchariden gezeigt werden (Weston et al.,1992). Es besteht
eine hoher Grad an Homogenitat zwischen diesen drei Enzymen. Sie sind in enger
Nachbarschaft auf Chromosom 19 angeordnet (Nishihara et al.,1993). FucT VI wird
hauptsachlich in der Leber exprimiert, die I0sliche Form diese Enzyms wurde im
Blutplasma nachgewiesen (Mollicone et al.,1990). Das FucT lll- Gen zeigt sich in
Gallenblase und Niere. Das Ursprungsgewebe der FucT V ist unbekannt.

Bisher ist unklar, welche der Fukosyltransferasen fur die Generierung des E-Selektin-

X verantwortlich ist. Eine Korrelation einer bestimmten

Liganden sLe
Fukosyltransferase mit der Expression von sLe* konnte noch nicht eindeutig

nachgewiesen werden.
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In dieser Arbeit wurde die Beteiligung der Fukosyltransferasen IlI-VIl bei der Bildung

von sLex untersucht, da fir diese FucT stabil transfizierte CHO-Zelllinien existieren.

Anhand genauer Strukturanalysen wurde eine phylogenetischer Baum erstellt. Es
zeigt sich eine Verwandtschaft zwischen FucT Ill, FucT V und FucT VI. Diese drei
Fukosyltransferasen sind in Nahe auf dem Chromosom 19p13.3 lokalisiert. Sie
haben zu 90% identische Gensequenzen (Nishihara et al.,1993). Auch FucT IV und
VIl zeigen Ahnlichkeiten, sie stammen aber von einem anderen Gen Cluster ab.
Dadurch lassen sich méglicherweise auch die Ahnlichkeiten in der Substratspezifitat
erklaren (Kimura et al.,1997). Das Fukosyltransferase IV Gen ist auf Chromosom 11

lokalisiert, das FucT VIl Gen auf Chromosom 9.

1.5 Sialylierte Lewis x- Substanz als Ligand fur E-Selektin

Die wichtige Rolle der Lewis Substanz bei Entzindungs- und
Metastasierungsvorgangen lasst sich damit erklaren, dass die Lewis Antigene
spezifische Liganden der Zelladhasionsmolekule aus der Selektin-Familie sind.
Durch diese Interaktionen ist die Adhasion von Leukozyten/ Tumorzellen an das
Blutgefalkendothel moglich.

Studien der Selektine an Tiermodellen haben deren Wichtigkeit bei
Entzindungsvorgangen, Immunantworten, der Hamostase und bei der Wundheilung
gezeigt. Es wurde aber auch durch verschienene Studien belegt, dass Selektine bei
Arteriosklerose, Thrombosen, Arthritis und Metastasierungsvorgangen einen
wichtigen Beitrag leisten (Ehrhardt et al., 2003).

Zur groRen Gruppe der Zelladhasionsmolekule gehoren die Immunglobulin-
Superfamilie der Zelladhasionsmolekule (CAMs), Integrine, Cadherine, Adressine
und Selektine. Es gibt drei Mitglieder der Selektin-Familie, sie werden nach dem Ort
ihrer Expression bezeichnet; es gehéren dazu: E (endotheliales)-Selektin (ELAM-1),
L (Leukozyten)-Selektin und P (Plattchen)-Selektin. Es sind Kalzium- abhangige
transmembranare Glykoproteine mit einer ahnlichen Molekularchitektur. Sie besitzen
am N-terminalen Ende eine Kohlenhydrat- erkennende Domane, die sialylierte,
fukosylierte und sulfatierte Laktosamin-Einheiten bindet. Alle drei Selektine liegen
eng benachbart in einem Gencluster auf Chromosom 1 (Watson et al.,1990). Als
erster E-Selektin Ligand wurde sialyliertes Lewis x erkannt, es ist unter dem Namen
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sLe* bekannt. Alle Selektine sind in der Lage sLe* und dessen Derivate zu binden
(Bavilacqua etal., 1993, Foxall et al.,1992).

P-Selektin wird auler auf Thrombozyten auf Endothelzellen exprimiert. P-Selektin
wird innerhalb von Minuten aus den a-Granula der Thrombozyten und aus Weibel-
Palade Granula der Endothelzellen zur Zelloberflache verlagert (Boufanti et al.,1989).
Auch dies geschieht erst nach Stimulation der Zellen durch Entzindungsmediatoren
wie Thrombin und Histamin (Vestweber et al.,1999; Sugama et al.,1992). IL-4, 1I-13
und Oncostatin M erhdhen die P-Selektin mRNA Synthese und Protein Produktion in
humanen Endothelzellen (Yao et al.,1996), wahrend TNF alpha, IL-1 und LPS nicht
dazu fuhren (Pan et al.,1995).

L-Selektin wird auf Monozyten, Neutrophilen und einigen Lymphozyten kontinuierlich
exprimiert und nach Aktivierung dieser Zellen an die Zelloberflache gebracht. Vor
allem native T-Lymphozyten bilden eine grol3e Menge L-Selektin. Es bindet an den
GlyCAM-1 Rezeptor, der sich auf HEV-Endothel aller sekundaren lymphatischen
Gewebe (z.B. periphere Lymphknoten, Peyer'sche Plaques) befindet. Auf dem
GlyCAM-1 Rezeptor konnte sulfatiertes Le* nachgewiesen werden (Hemmerich et al.,
1994). Auf diese Weise konnen die Lymphozyten die Blutbahn an Stellen mit hoch
endothelialen Zellen verlassen und in lymphatisches Gewebe eintreten. Dieser
Vorgang wird auch als Lymphozyten ,homing“ bezeichnet. GlyCAM-1 Rezeptoren
befinden sich aulerdem auf Endothelzellen, so dass L-Selektin tragende

Lymphozyten auch dort adharieren knnen.

E-Selektin ist ein Glykoprotein, welches transient von Endothelzellen als Antwort auf
einen Entziindungsreiz gebildet wird. Es wird ausschliel3lich nach Aktivierung der
Endothelzellen mit Zytokinen (IL-1, TNF, LPS) de novo synthetisiert und auf der
luminalen Zelloberflache exprimiert. Die maximale Expression erfolgt nach vier
Stunden und klingt innerhalb von 24 Stunden wieder ab (Bevilacqua et al.,1987).
Danach wird E-Selektin langsam internalisiert und den Lysosomen zum Abbau
zugefuhrt (Subramanian et al.,1993). E-Selektin hat ein relatives Molekulgewicht von
ungefahr 64 kDa. Es spielt eine Rolle in der Leukozyten- Endothel Interaktion
wahrend Entzindungsvorgangen, bei Metastasierung und man findet es auf

Endothelzellen Uber arteriosklerotisch veranderten Lasionen.
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Bei verschiedenen Krankheiten konnte ein erhéhtes Vorkommen von E-Selektin
nachgewiesen werden.

Bei Patienten mit akutem Herzinfarkt zeigt sich ein initialer transienter Anstieg von
I6slichem E-Selektin, ebenso wie ein dauerhafter Anstieg I6slichen VCAM's
(Fassbender et al.,1995). Ebenso wurden erhohte Werte fir l6sliches E-Selektin
festgestellt bei Kindern mit schwerer Malariaerkrankung (Jakobsen et al.,1995),
wahrend Bronchialasthmaattacken (Kobayashi et al.,1994), in der akuten Phase der
Kawasaki-Erkrankung (Kim et al.,1994), nach PTCA Behandlung (Kurz et al., 1994),
in der akuten Stadium des Guillain-Barré-Syndroms (Oka et al.,1994) und bei M.
Basedow Patienten (Wenisch et al.,1995).

1.6 Diapedese von Entzundungs- und Metastasenzellen

Die Migration von Entzindungs- und Tumorzellen aus dem Gefaldsystem in das
Zielgewebe ist von der Adhasion an Endothelzellen abhangig. Diese Adhasion wird
durch spezifische Adhasionsglykoproteine auf den Oberflachen von Endothelzellen
und Entzindungs-/ Tumorzellen vermittelt.

Insgesamt ist der Austritt der Leukozyten aus dem Blutgefalsystem in Richtung
entzindetem Gewebe ein Phanomen aus mehreren aufeinanderfolgenden Schritten.
Diesen vorausgehend ist die Aktivierung der Endothelzellen durch Zytokine.

Den initialen Schritt der Diapedese stellt die Interaktion von sLe* mit E-Selektin dar.
Zuerst werden die Entzundungszellen wie z.B. Granulozyten oder Lymphozyten
chemotaktisch Uber SDF-1/ CXC4 oder IL-8/ CXCR2 in das Zielgewebe gelockt.
Durch Freisetzung gefalaktiver Substanzen kommt es zu einer Dilatation der
BlutgefaRe und zu einer Veranderung der Hamodynamik des Blutes. Die
Verlangsamung des Blutflusses drangt die Leukozyten an die GefalRwand, somit wird
ein verbesserter Kontakt von Lymphozyten mit der Endothelwand ermdglicht. Die
Stimulation durch Zytokine (TNFa, IL-1) fihrt zu einer erheblichen Zunahme der E-
Selektin, ICAM-1 und VCAM-1- Expression auf Endothelzellen. Durch Stimulation mit
Histamin oder Thrombin, die durch die Entzindungsreaktion freigesezt werden,
erhoht sich die P-Selektin Ausbildung auf der Oberflache der Endothelzellen und
Thrombozyten. Dies fuhrt zu einer vermehrten Adhasion von Neutrophilen an
stimulierte Endothelzellen und Blutplattchen. Auch die L-Selektin Auspragung auf

aktivierten T-Lymphozyten wird gesteigert.
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Die verstarkte Ausbildung der Selektine erleichtert die Interaktion zwischen Lewis
Substanz und Selektinen und es kommt zur Adhasion von Leukozyten/ Tumorzellen
an das Endothel. Die Adhasion ist aber nicht stabil. Standig zerbrechen alte
Bindungen und neue bilden sich aus, die Kontaktzeit der Leukozyten am Endothel
wird somit erhdht. Dieser Effekt wird auch als ,rolling“ bezeichnet, er ist der erste
Schritt der Diapedese. Das Rollen auf dem Endothel flhrt zu einer erhdhten
Expression der Proteine LFA-1 und Mac-1 auf der Oberflache der Leukozyten. Diese
beiden Glykoproteine gehoéren zur Integrin-Familie, sie binden an den ICAM-1
Rezeptor auf der Endothelzelle. Durch die Interaktion von LFA-1/ Mac-1 mit ICAM-1
wird eine feste Bindung ermdglicht. Die rollende Bewegung wird gestoppt und die
Leukozyten konnen sich dem Blutfluss entziehen. Sie durchwandern die
BlutgefaBwand und gelangen durch IL-8/C5a chemotaktisch angelockt in ihr
Zielgewebe (nach Tedder et al.,1995).

Anheften (Rollen)

/_\\ Adhision

- Diapedese

L-Selektin LFA-1
slex

E-Selektin P-Selektin
GlyCAM ICAM-1

Abbildung 4: Wechselwirkungen zwischen Adhasionsmolekilen und Endothelzellen
fUhren zur Diapedese

1.7 Klinische Bedeutung

Die besondere Bedeutung der sLe*- E-Selektin Interaktion besteht in der Einleitung
der Diapedese und wurde oben bereits am Beispiel der Entzindungsprozesse
dargestellt. Findet sie nicht statt, so kommt es zu einer verminderten Anheftung von
Leukozyten an Endothelzellen mit fehlender Migration. Dieses Phanomen wurde bei
der Leukozyten Adhasionsdefizienz Krankheit beobachtet. Zwei Krankheitstypen
wurden beschrieben, bei Typ | besteht ein kongenitaler Defekt der
Adhasionsmolekile LFA-1 und Mac-1. Bei Typ |l besteht ein Defekt der



Einleitung

Fukosyltransferase, so dass sLe* nicht gebildet werden kann. Symptome beider
Erkrankungen sind schwere Infektionen (Etzioni et al.,1992).

Auch die Tatsache, dass durch E-Selektin Antikorper das ,rolling“ verhindert werden
kann deutet auf die zentrale Rolle hin (Bargatze et al.,1994).

Extravasation findet aber nicht nur bei Entziindungsvorgangen statt, sondern auch
bei der hamatogenen Metastasierung. Bei diesem Prozess mussen vom Primartumor
abgeloste Tumorzellen Anschlu® an Blutgefal’e finden und diese auch wieder
verlassen konnen. Fir die Adhasion von Tumorzellen an das Endothel ist sLe®/ sLe*
verantwortlich. Tumorzellen mit einer hohen Expression von sLe*/ sLe® adharieren
stark an E-Selektin (Majuri et al.,1992), eine Adhasionsblockade konnte durch
monoklonale sLe® —Antikorper erreicht werden (lwai et al., 1993, Sawada et al., 1994).
Nakamori stellte 1993 fest, dass eine hohe sLe* Expression mit einer schlechteren
Prognose und kiirzeren Uberlebenszeit von Patienten mit Kolonkarzinom assoziiert
ist. Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des Lewis Antigens bei kolorektaler
Tumorerkrankung und dem Vorkommen von Lebermetastasen wurde von Isozaki et
al., 1998 beschrieben. Irimura et al. stellte zusatzlich fest, dass Kolonkarzinomzellen,
die eine hohe Anzahl von sLe* Antigenen auf ihrer Oberflache exprimieren ein
hoheres metastatisches Potential haben, als Kolonkarzinomzellen mit einer niedrigen
Anzahl von sLe”. Martin-Satue wies 1998 eine erhohte Expression der funf a-1,3-
Fukosyltransferase-Gene und ein vermehrtes Vorkommen von Le*, sLe* und sLe® in
metastasierenden Adenokarzinomzellen der Lunge nach. Im Vergleich dazu konnte
bei nicht metastasierenden Lungen-Ca —Zellen keine Uberexpression der FucT-
Gene beobachtet werden.

Durch in vitro Versuche wurde allerdings eine inverse Korrelation zwischen basaler
sLe* Expression und der Adhasion festgestellt. Aus diesen Daten schloss Schuldes,
dass schon eine niedrige sLe* Auspragung ausreicht, um eine Selektin vermittelte
Adhasion zu garantieren (Schuldes et al., 2003).

Nach Takada (1993) vermittelt sLe® die Adhasion von Kolon-, Pankreas- und
Magenkarzinomzellen an das Endothel, wahrend sLe* vor allem an der Bindung von

Tumorzellen aus Lunge, Leber und Ovar beteiligt ist.

Bei der Initiierung und Entwicklung der Arteriosklerose spielt die Endothelschadigung
eine zentrale Rolle. Sie ruft einen Entzindungsreiz hervor und IL-1 und TNFa

werden ausgeschiuttet. Dies reguliert die Selektin Expression auf Endothelzellen und
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Leukozyten hoch und die Leukozyten- und Thrombozytenadhasion wird ermaoglicht.
Nach der Migration wandeln sich die eingewanderten Monozyten in ortstandige
Makrophagen um, die eine Progression der Lasion bewirken (Lang, 1990).

Die Unterbindung der sLe* - E-Selektin Adhasion hat weitgreifende Folgen; sie stellt
eine vielversprechende Moglichkeit dar, Entzindungs- vermittelte Krankheiten,
Metastasierung und Entwicklung der Arteriosklerose zu kontrollieren. Es bestehen
verschiedene Behandlungsideen und mdogliche Therapeutika wurden bereits
hergestellt: E-Selektin Antikdrper (Bargatze et al.,1994), |6sliches E-Selektin (Ulich et
al.,1994), Selektin-lg Chimere (Mulligan et al.,1993) und sLe*. Bisher konnte aber
keines tatsachlich als Medikament eingesetzt werden, da grol’e Nachteile zu
verzeichnen waren, diese bestanden zum Beispiel in schweren Nebenwirkungen,

hohen Kosten, kurze Halbwertszeit in vivo oder Immunogenitat.

1.8 Lysozym

Lysozym ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 14,6 kDa. Es besteht aus
130 Aminosauren mit vier intermolekularen Disulfidbricken, die dem Protein grol3e

Stabilitat verleihen.

- # - o
Asnd9(IV)  Asn68 (ll)

=

Abbildung 5: Darstellung von Lysozym

Das Protein tragt weder N- noch O-gebundene Oligosacharidketten. 1922 wurde es
zufallig von Flemming entdeckt, der seine antibakterielle Wirkung erkannte. Lysozym
katalysiert die Hydrolyse der f-1,4-glykosidischen Bindungen zwischen N-
Acetylmuraminsaure und N-Acetylglukosamin, welche im Mureinsacculus

grampositiver Zellwande vorkommen. Die Zellwand gramnegativer Bakterien ist
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durch Lipopolysaccharide und Lipoproteine weitgehend vor Lysozym geschutzt. Die
antimikrobielle Wirkung von Lysozym als basische Glukosidase ist ein Bestandteil
der unspezifischen Korperabwehr. Lysozym wird von Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen gebildet und kommt unter anderem in der Tranenflissigkeit und im
Nasensekret vor. Auch eine antineoplastische Wirkung von Lysozym wurde
festgestellt. 1980 wurde es bereits in Japan zur Behandlung humaner Tumore
patentiert (Hiroshi et al.,1980). Die Ursachen fur die antineoplastische Aktivitat von
Lysozym sahen die Autoren vor allem in einer Stimulation des korpereigenen
Immunsystems, sowie in einer Alteration der Tumorzelloberflache. Flemming
entdeckte das Gram-positive Bakterium Micrococcus luteus, dessen Zellwande heute

noch beim Nachweis von Lysozym eingesetzt werden.

1.9 Glykosyliertes Lysozym
Wildtyp-Lysozym ist nicht glykosyliert. Deshalb wurde durch Melcher et al., 1998 in

die cDNA-Sequenz durch in-vitro Mutagenese jeweils ein N-Glykosylierungssignal an
vier verschiedenen Postionen (hLysl, hLysll, hLyslIl, hLysIV) und in verschiedenen
Kombinationen  (hLysl/[lV  und  hLysll/IV) eingefugt. Im Rahmen der
Proteinglykosylierung im endoplasmatischen Retikulum und Golgi- Apparat
entstanden Uberwiegend komplexe Zuckerseitenketten mit einer variablen Anzahl an
Laktosaminrepeats. Analysen der Oligosaccharide in den verschiedenen
Lysozymmutanten zeigten, dass die Auspragung und Zahl der N-
Acetyllaktosamineinheiten bei doppelt glykosylierten Lysozymmutanten abhangig von
der Positionierung der N-Glykosylierungsstellen ist. Liegen sie eng benachbart
(hLysll/IV), so ist die Synthese groRRerer Oligosaccharide effektiver, als wenn sie
weiter voneinander entfernt sind (hLysl/V) (Melcher et al., 1998). Die besondere
Konfiguration der Oligosaccharide im Lysll/IV an einem oder an beiden
Oligosacchariden beglnstigt die Bildung einer dritten Antenne durch die N-
Acetylglukosaminyltransferase V und die Laktosaminkettenverlangerung an der
Stelle IV (Melcher et al.,2000). Allerdings war die Expression der Lysozymmutanten
zu schwach und das Vorkommen der doppelt glykosylierten Formen zu gering, um
eine Produktion im gréReren Malistab zu erméglichen. Durch die Konstruktion und
den Vergleich verschiedener Plasmidvektoren konnten Elemente gefunden werden,
durch die sich die Expression der rekombinanten Glykoproteine stark steigern Iasst.
Ein neu konstruiertes Plasmid (pMCI/ hLysll/IV) mit einem hybriden Intron im 5'-
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untranslatierten Bereich eines CMV-Promotor ermoglichte eine
Expressionssteigerung um das 33fache gegenuber dem ursprunglich verwendeten
Plasmid pHH/hLysll/IV (SV40-Promotor/ kein Intron) (Melcher et al., 2002). Die
Uberexprimierte Lysozymmutante [I/IV wurde durch Immunaffinitatschromatographie
aufgereinigt und die nicht, einfach und doppelt glykosylierten Formen durch
Hydroxylapatitsaulenchromatographie voneinander getrennt. Damit konnte gezeigt
werden, dass eine effektive Produktion und Reinigung von glykosyliertem Lysozym
mit langen Laktosaminketten moglich ist. Aufgrund eines Defizits an
Fukosyltransferasen kann das sLe* Antigen in CHO-Wildtypzellen nicht hergestellt
werden. Aus diesem Grund wird im Rahmen der aktuellen Studie hLysll/IV-cDNA in
CHO-Zellen transfiziert, die die Fucosyltransferasen Ill, 1V, V, VI und VIl stabil
exprimieren. Kraus bewies 1999 das Gelingen der Fukosylierung von glykosyliertem

Lysozym durch Untersuchungen mit Glykosidasen.

CMV-Promaotor
e TPL
b ¥ VS
Ampicillin - _" ]
Resistenzgen *
hLysilTV
(TheS1)
[ 1
v
\ ¥
SV40- -y
late-pA 5
7 SvdD-ate pA
Puromycin 7 A
Resistenzgen . _ e
SV40-Promotor

Abbildung 6: pMCI hLyslIl/IV
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1.10 Zielsetzung der Arbeit

In frGhen Arbeiten konnte durch in-vitro Mutagenese die doppelt glykosylierte
Lysoyzmmutante hLysll/IV hergestellt werden. Die spezielle Anordung der
Glykosylierungsstellen ermoglichte eine hocheffektive Glykosylierung und die
Entstehung von langkettigen Polylaktosaminen. Durch eine Fukosylierung der
endstandigen Laktosaminwiederholung kann sLe*-Antigen entstehen, das als Ligand
fur Selektine bei der Adhasion und Durchwanderung von Leukozyten bei
Entzindungsreaktionen und Metastasenzellen beteiligt ist. In den ursprunglichen
CHO-Zellen gibt es allerdings keine Fukosytransferasen, so dass im Rahmen dieser
Doktorarbeit CHO-Zellen, die stabil entweder die Fucosyltransferase lll, IV, V, VI und
VII exprimieren, mit dem Vektor pMCI/hLysll/IV transient transfiziert werden sollen.
Dadurch werden glykosylierte Lysozymmutanten Uberexprimiert, die zum grofdten
Teil in den Mediumuberstand abgegeben und durch Immunaffinitdtschromatographie
aufgereinigt werden sollen. Die isolierten und aufkonzentrierten Lysozymformen
(hLysll/V-Fuctlll-VII) werden anschlieRend mittels eines in-vitro Assays auf eine
mogliche Hemmung der Adhasion von Leukozyten an humane Epithelzellen
untersucht und auf das Vorkommen von sLe* mittels eines Western-Blotes

untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Affinitatschromatographiesaule HiTrap 1ml

Amersham Biosciences, Freiburg

Bakterienschuttler Certomat

B. Braun GmbH, Melsungen

CO, Brutschrank “Hera cell”

Heraeus, Hanau

ELISA-Reader ,Tecan Spectra Il

Tecan, Crailsheim

Elektrophoresekammer ,mini trans blot"

BioRad, Miinchen

Elektrophoresegerat ,power pac 200°

BioRad, Minchen

Feinwaage AB 204

Muttler Toledo, Schweiz

Fluoreszenzmikroskop ,Leitz DM IL"

Leica, Wetzlar

Heizblock

Liebisch, Bielefeld

Heizmagnetruhrer ,lkamag®

IKA-Labortechnik, Staufen

Klhlzentrifuge ,Labofuge 400R*

Heraeus, Hanau

Kuhlzentrifuge ,Sorvall RC 5B Plus®

DuPont, Newtown

Rotoren fur die Kuhlzentrifuge

SS34

Luminescense Spektrometer LS 50 B

Perkin Elmer, Boston, USA

Ph-Meter

InoLab, WTW, Weilheim

Pipettus akku

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

UV-Photometer ,Ultrospec 3000

Pharmacia Biotech, Cambridge

Sterilwerkbank ,Hera safe”

Heraeus, Hanau

Tischkuhlzentrifuge ,Biofuge fresco®

Heraeus, Hanau

Vortexer ,MS1 Minishaker*

IKA Labortechnik, Staufen

Waage

Sartorius, Géttingen

Wasserbad

GFL, Burgwedel

2.1.2 Chemikalien

Agarose

Sigma, Deisenhofen

Ampicillin

Sigma, Deisenhofen

30% Acrylamid/Bis

BioRad, Munchen

AgNOs; (Silbernitrat)

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Natriumazid (Saule)

Merck, Darmstadt

Bacto- Hefeextrakt

Sigma, Deisenhofen

Bacto-Trypton

Sigma, Deisenhofen

BCECF and BCPCF Molecular  Probes, INC., Leiden,
Niederlande

DMSO (Dimethylsulfoxide) Sigma, Deisenhofen

EBM (endothelial cell basal medium) cell systems

ECL Losung Amersham Biosciences, Freiburg
Ethanol J.T.Baker, Deventer, Niederland
Ethanolamin Sigma, Deisenhofen

FBS Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Glycin Sigma, Deisenhofen
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HCI

Merck, Darmstadt

0,7 Vol, Isopropanol

Sigma, Deisenhofen

Lipofektamin

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

M 199 (10 mmol/l HEPES)

Life Technologies

Micrococcus luteus

Sigma, Deisenhofen

NaCl Merck, Darmstadt
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Opti-MEM Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
PBS-Dulbecos Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Pen-Strep Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
RPMI 1640 Life Technologies

TEMED Sigma, Deisenhofen
Trypsin —EDTA Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
TNFa Sigma, Deisenhofen
Tris/HCI Merck, Darmstadt

0,1% Triton- x100

Roche, Mannheim

2.1.3 Antikorper

Adhasionsassay

Schaf anti-hLys AK

Acris (BP 609), Hiddenhausen

Maus anti-CD62E

Ancell (240-020)

Maus anti-CD 106

Cymbus Biotechnology LTD
(CBL 206)

Western blot

Kaninchen anti-hLys

DAKO (A0099), Hamburg

Maus anti-sLe* IgM

Calbiochem (565953),
Bad Soden

ELISA

Maus anti-hLys

Biomedical Technologies Inc.
(BT 630)

Schaf anti-hLys

Human Lysozym ELISA kit BTI,
Stoughton, MA, USA

Esel anti-Schaf

Human Lysozym ELISA kit BTI,
Stoughton, MA, USA

2.1.4 Bakterien

E.Coli XL1-Blue competent cells
Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 Thi-1
hsdR17 supE44 relA1 lac[F proAB
lac19ZAM15Tn10(Tet)]

Anzuchtmedium
LB-Medium

: | Stratagene, Heidelberg
Kat.Nr. 200249
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2.1.5 Medien fiir Bakterien

LB-Medium

10 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefeextrakt
10 g NaCl
(in 800 ml dest. HO geldst, der pH auf 7,0 eingestellt, auf 1 |
mit destilliertem H,O aufgefullt und autoklaviert)

dYT-Medium

16 g Bacto-Trypton
10 g Hefeextrakt
5 g NaCl
(in 1 1 dest. HO gel6st und autoklaviert)

Agaroseplatten

Den Medien wird Agarose in einer Endkonzentration von
1,5,% zugesetzt, im Dampftopf autoklaviert und anschlielend
Ampicillin (Endkonzentration 100 pug /ml) zugegeben.

2.1.6 Eukaryontische Zelllinien

CHO-Zellen

(Chinese Hamster Ovary Cells)
transfiziert

stabil

Zellwachstum: adharent
Kulturmedium: a-MEM,

mit| Penicillin- Streptamycin

Fukosyltransferasen IlI-VII. Die Zellen
wurden freundlicherweise bereitgestellt
von Prof. Vestweber, Munster

HUVEC Kulturmedium: EBM-  Medium, Caell
(human umbilical vein endothelial cells) | systems
U937 DSMZ, Braunschweig
(human histocytic lymphoma) Kulturmedium: 90% RPMI 1640,
10% FBS
Colo 206 und Colo 678 Kulturmedium: 85,6% MEM, 1% L-

Glutamin, 2% Pen-Strep, 1% NEAA, 0,4%
HEPES Puffer, 10% FBS

SW 480 Kulturmedium: 89% RPMI 1640, 1% Pen-
Strep, 10% FBS
Cx-1 Kulturmedium: 86,6% DMEM, 2% Pen-

Strep, 1% NEAA, 0,4% HEPES Puffer,
10% FBS

2.1.7 Fertigmaterial

Qiagen Plasmid kit fur Maxipraperation,
Qiagen- tip 500

Qiagen, Hilden

Human Lysozym ELISA kit

BTI, Stoughton, MA, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Transformation

Zu einem entsprechenden Aliquot (200 pl) kompetenter Bakterien wird die zu
transformierende DNA (1-5 ng in maximal 10 pl Volumen) gegeben. Nach
einstindiger Inkubation auf Eis werden die GefalRe 45 Sekunden bei 42°C im
Wasserbad inkubiert (,Hitzeschock®) und anschlieRend auf Eis abgekulhlt. Zu dem
Transformationsansatz wird 800 yl LB-Medium gegeben und 30 min bei 37°C auf
dem Drehrad inkubiert. Je 900 ul (9/10) und 100 plI (1/10) (bei 1/10 zusatzlich 400 pl
LB-Medium dazugeben) des Ansatzes werden dann auf mit Ampicillin versetzten
Medium-Agarose-Platten (Durchmesser 10 cm) verteilt und diese uUber Nacht bei
37°C inkubiert.

Ziel der Transformation ist die Einbringung des hLysll/IV-Plasmids in e.coli Bakterien.
Durch die schnelle Bakterienvermehrung ist die Vermehrung des Plasmids leicht zu
erlangen. Nach der Isolation der DNA aus dem bakteriellen Genom mittels der

Maxipraperation wird die Konzentration und Reinheit spektrometrisch bestimmt.

2.2.2 Ermittlung der Transformationseffizienz

Durch Auszahlen der Bakterienkolonien (KBE- ,Kolonie bildende Einheiten®) auf der
mit 1/10 des Transformationsansatzes versetzten Medium- Agarose- Platte kann
unter Berucksichtigung der transformierten DNA-Menge die Transformationseffizienz
in KBE/ ug DNA ermittelt werden.

Dazu werden die Kolonien auf einem Achtel der Platte ausgezahlt. Die KBE ergibt
sich aus: gezahlten Kolonien * 8 *10 (nur 1/10 der Bakterien auf der Platte ausgesat)
* 1000 (1ng eingesetzte DNA)/ ug DNA.

Bei Werten von x*10% pg DNA geht man von einem mittleren Erfolg aus, bei x*107/

pMg DNA von einem guten Ergebnis.

2.2.3 Bakterienanzucht

Von einer entsprechenden Stammplatte wird eine Kolonie mit einer Impfose
abgenommen und in 5 ml LB-Medium Uber Nacht bei 37°C auf dem Schiuttler
inkubiert.
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2.2.4 Praperation von Plasmid-DNA

Minipraperation (nach dem Protokoll der Firma Quiagen, Hilden, 1993)

Uber Nacht wird eine Flussigkultur (5 ml) der entsprechenden die Plasmid-DNA
enthaltenden Bakterien mit Ampicillinzusatz (100 pg/ml) bei 37°C auf dem Schuttler
inkubiert. 2 ml der Kultur werden in ein Gefald Gberfihrt und in 10 min bei 12000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wird in 250 yl P1-Puffer resuspendiert und 250 ul P2-Puffer
zugegeben. Der Ansatz wird nach Zugeben von 350 pl Neutralisations-Puffer (P3) 10
min bei 12000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird auf eine QUIAprep Séaule
aufgetragen und 30 sec. bei 12000 rpm zentrifugiert. Die Saule wird mit 750 pl PE-
Puffer und einer erneuten einminitigen Zentrifugation bei 12000 rpm gewaschen. Zu
Schluss erfolgt die Eluation der DNA mit 50 pl Wasser und Zentrifugation (1 min/
12000 rpm) in eine 1,5 ml Gefal3.

Maxipraperation (nach dem Protokoll der Firma Quiagen, Hilden, 1993)

Zuerst wird 200 ml einer die gewunschte Plasmid-DNA enthaltenden Bakterienkultur
mit Ampicillinzusatz (100 ug/ml) angesetzt und Uber Nacht bei 37°C auf einem
Schuttler inkubiert. Am morgen zentrifugiert man die Kultur in einem GSA-Becher 15
min bei 3000 rpm und resuspendiert das Bakterienpellet in 9 ml P1-Puffer. Dazu
werden 9 ml P2-Puffer gegeben, der Ansatz inkubiert 5 min bei Raumtemperatur. Die
stark alkalische Pufferldsung 2 lysiert die Zellen und setzt damit die Plasmid-DNA
frei. Anschliefend werden 9 ml Neutralisierungs-Puffer (P3) zugesetzt und es folgt
eine 20 mindtige Inkubation auf Eis. Die Proteine und die chromosomale DNA
werden durch die hohe Salzkonzentration gefallt, nicht dagegen die Plasmid-DNA.
Durch Zentrifugation (SS34 / 4°C / 30 min / 12000 rpm) kann die Plasmid-DNA vom
Pellet getrennt werden. Der Uberstand wird auf die vorher mit 10 ml QBT-Puffer
equilibrierte QUIAGEN-tip 500 Saule aufgetragen. Es folgen zwei Waschschritte mit
30 ml QC-Puffer sowie die Elution mit 15 ml QF-Puffer. Das Eluat wird mit 0.7 Vol
Isopropanol versetzt, womit die Plasmid-DNA gefallt wird; dann 30 min bei 4°C
inkubiert und der Ansatz zentrifugiert (SM24/4°C/30 min/12000 rpm). Der Uberstand
soll vorsichtig mit einer ausgezogenen Pasteurpipette abgenommen werden, das
Pellet nach dem Waschen mit 70% Ethanol luftgetrocknet und anschlie3end in 100 pl
Wasser oder 1/10 TE-Puffer aufgenommen werden. Die DNA-Konzentration wird mit
Hilfe des GeneQuant-Photometers (Pharmacia, Freiburg) bestimmt. Die Ausbeute
betragt bis zu 500 ug DNA.
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2.2.5 Photometrische DNA-Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Zur spektrometischen Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration kommt das
speziell hierfir entwickelte GeneQuant-Photometer der Firma Pharmacia unter
Einsatz einer 100yl Quarzkuvette zur Anwendung. 100ul der in TE-Puffer oder in
H2>0 gelésten DNA (1ml DNA gemischt mit 99 ul H,O) werden hierfur luftblasenfrei in
die Kuivette pipettiert und simultan bei 260 nm und 280 nm gemessen. Bei
entsprechender Programmierung liefert das Gerat automatisch folgende Ergebnisse :
optische Dichte bei 260 und 280 nm (OD 260, OD 280), die Konzentration und den
Reinheitsfaktor. Dabei entspricht eine OD 260 von 1 50 pg/ml doppelstrangiger
DNA, 40 pg/ml RNA oder 37 pg/ml einzelstrangiger DNA. Aus dem Verhaltnis
0OD260/ OD280 ergibt sich die Reinheit der DNA bzw. RNA. Bei reiner DNA-L6sung
liegt der Faktor bei 1,8. Liegt der gemessene Wert daruber, so ist dies ein Hinweis
auf eine mogliche Verunreinigung durch RNA. Liegt der gemessene Wert darunter,
so ist dies ein Indiz fur eine mogliche Proteinkontamination und / oder fur das
Vorhandensein von organischen Losungsmitteln. Auf reine RNA-Losung weist ein

Extinktionsverhaltnis von 2,0 hin.

Probennummer 260 nm 280 nm Ratio Konzentration (ug/ul)
1 0,17 0,099 1,7172 0,85
2 0,031 0,02 1,55 0,155
3 0,123 0,7 1,757 0,615
4 0,08 0,038 2,1053 0,4
5 0,349 0,207 1,686 1,745
6 0,351 0,206 1,7039 1,755

Tabelle1: DNA-Konzentrationsbestimmung. Die Proben zwei und vier wurden aufgrund ihrer
geringen DNA- Konzentration und moglichen Verunreinigungen nicht weiter verwendet. Fir

die Transfektion wurde Probe Nummer sechs verwendet.
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2.2.6 Kultivierung von CHO-Zellen

CHO (chinese hamster ovary) —Zellen werden in o-minimal essential Medium
(aMEM) mit Zusatz von 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert und
in einem Brutschrank mit 5 % -COy/Luft-Gemisch bei 37°C inkubiert. Alle drei bis vier

Tage werden die Kulturen ausgedunnt und das Medium gewechselt.

2.2.7 Lipofektion von Zellen
Transiente Lipofektion

CHO-Zellen werden in einer Dichte von 0,8 x 10° Zellen / 25 cm? Kulturflasche
ausgesat. Nach 24h Kultur entspricht die Zellkonfluenz ca 60-70%. Die CHO-Zellen
werden durch Lipofektion transfiziert, wobei eine modifizierte Methode von Felgner et
al verwendet wird.

In einem 2 ml Reaktionsgefal® wird 1,5 ml serumfreies Medium (Opti-MEM) vorgelegt
und 7,5 pyg DNA zugegeben. In einem weiteren Polysterolrdhrchen werden pro
Ansatz 22,5 pl Lipofektamin mit 1,5 ml Opti-MEM gemischt und tropfenweise zu dem
DNA-Ansatz gegeben. Nach einer 15 minutigen Inkubation bei Raumtemperatur wird
das DNA/Lipofektamin-Gemisch auf die inzwischen dreimal mit Opti-MEM (auf 37°C
erwarmt) gespulten CHO-Zellen gegeben und flr sechs Stunden bei 37°C inkubiert.
Danach wird die Transfektionsldsung entfernt und durch a-MEM ersetzt. Nach zwei
Tagen Kultur wird das Medium abgenommen und 15 min bei 4°C, 900/U zentrifugiert.
Das Uberstandsmedium kann dann im Gefrierschrank bei -20°C aufbewahrt werden.

Bei der transienten Transfektion wird die transfizierte DNA in der Empfangerzelle
extrachromosomal gelagert, sie wird nicht im Genom der Empfangerzelle integriert.
Deshalb kommt es zu keiner regelmalligen Weitergabe der DNA an die nachste
Zellgeneration. Die maximale Expression des Plasmids ist nach circa zwei Tagen
erreicht, danach uberwiegen die Zellen der nachsten Generation ohne eingebautes
Plasmid und die Expression ist ricklaufig.

Die Transfektion des hLysll/IV Plasmids wird mit der Lipofektionsmethode
durchgefuhrt. Durch Zugabe von Lipofektamin zur DNA kommt es zur
Liposomenbildung. Die DNA ist in einem Vesikel aus lipidhaltiger Doppelmembran
eingeschlossen. Das Liposom bindet an die Zelloberflache der Empfangerzelle und
die DNA gelangt durch Fusion oder Endozytose in das Zellinnere der
Empfangerzellen.

Der Mediumuberstand enthalt das transient exprimierte Lysozym, da Lysozym zu

>90% von den Zellen in das Medium abgegeben wird. Durch den Lysozymtest nach
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Osserman und Lawlor wird Lysozym nachgewiesen. Uber den Erfolg der

Transfektion kann die Kotransfektion mit GFP Plasmid Aufschluss geben.

2.2.8 Immunaffinitatschromatographie

2.2.8.1 Herstellung einer Immunaffinitatschromatographiesaule

Losung 1 PBS, 0,5M NaCl pH 8,3
Losung 2 0,1 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl pH 4,0
Lésung 3 1mM HCI eiskalt
Puffer A 0,5 M Ethanolamin, 0,5 M NaCl pH 8,3
Puffer B 0,1 M Natriumacetat, 0,5M NaCl pH 4,0

Die Immunaffinitatschromatographie (IAC) beruht auf der spezifischen und
reversiblen Wechselwirkung zwischen an die Saulenmatrix gekoppeltem Antikorper
und Antigen. Sie wird fiir die Aufreinigung der Uberstandsmedien verwendet. Zur
Durchfuhrung der Immunaffinitdtschromatographie muissen die gegen den
Zielanalyten gerichteten Antikorper an eine unldsliche Matrix gebunden werden.
Zwischen Trager und Antikorper besteht eine feste kovalente Bindung, so dass die
spezifischen Bindungseigenschaften des Liganden nicht beeinflusst wird. Ist die
Bindung nicht stabil, kommt es bei mehrfacher Verwendung von Immunaffinitats-
chromatographiesaulen zum stetigen Verlust von Immunglobulinen und damit zur
Verringerung der Saulenkapazitat.

Wir verwenden eine 1 ml HiTrap NHS-aktivierte Sepharose Saule der Firma
Amersham Biosciences. Das aktivierte Gel ist zur Lagerung mit 100% Isopropanol
uberschichtet. Es wird dreimal mit 2 ml eiskaltem 1 mM HCI ausgewaschen. Die
Tropfgeschwindigkeit soll bei allen Vorgangen 1-2 Tropfen pro Sekunde betragen.
Der Lysozymantikorper (polyklonaler Antikdrper gegen humanes Lysozym von Acris)
wird mit 3 ml Lésung 1 auf eine Konzentration von 10 mg/ml verdinnt und 15- 30 min
lang durch die Saule gegeben, dazu werden an beiden Seiten 10 ml Spritzen
angebracht. Es folgt ein Waschschritt, der Reihe nach werden 3 x 2 ml Puffer A, B, A
in die Saule injiziert, der Puffer A verbleibt 15 min bei Raumtemperatur auf der Saule.
Nun werden 3 x 2 ml Puffer B, A, B Uber die Saule gegeben. Zuletzt wird das Gel mit
Lésung 4 (2 ml PBS + 0,1 M Natriumazid) Uberschichtet. Die Saule kann bei 4°C

aufbewahrt werden.
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2.2.8.2 Immunaffinitatschromatographie

Lésung A 10 mM Tris/HCI pH 7,5
Losung B 10 mM Tris/HCI pH 8,8
Lésung C 10 mM Tris/HCI; 500 mM NaCl pH 7,5
Lésung D 100 mM Glycin/HCI pH 2,8
Lésung E 1 M Tris/HCI pH 8,0
Ldsung F 0,1 % Natriumazid

Die Saule auf Raumtemperatur erwarmen, die Verschlusskappen entfernen und den
Lagerungspuffer abtropfen lassen. Die Saule wird mit 10 Bettvolumina (BV) Ldésung
A aquilibriert. 10 ml des Testmediums werden dreimal hintereinander Uber die Saule
geschickt. Anschlie3end wird die Saule mit je 20 BV Losung A und C gewaschen, um
alle Probenbestandteile, die nicht von den Antikérpern gebunden werden, aus der
Saule aus zu waschen. Die Eluation erfolgt mit 10 BV der Lésung D. Das Eluat kann
in 1,5 ml ReaktionsgefalRe frakioniert werden, in denen 1/10 Volumen Lésung E
vorgelegt wurde. Nach der Saureeluation wird die Saule solange gewaschen, bis der
pH 8,8 betragt (etwa 10 ml). Nach einem erneuten Waschschritt mit 10-20 BV
Losung A wird die Saule mit 2 ml Lésung F Uberschichtet und im Kuihlschrank

aufbewahrt. Die Eluate werden ebenfalls bei 4 °C gelagert.
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Abbildung 7 Schema der Funktionsweise der Immunaffinitatschromatographie
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2.2.9 Ultrafiltration

Die Eluate werden in Vivaspind Ultrazentrifugationsrohrchen mit einer Porengroflie
von 5000 Da bei 4000/U, 4°C circa 30 min zentrifugiert. Das Volumen wird auf 200pl
eingeengt.

2.2.10 Lysozymtest nach Osserman und Lawlor, 1966

Welche der Eluate Lysozym enthalten, kann mittels Lysozymtest abgeschatzt
werden. Die Quantifizierung von Lysozym basiert auf Beobachtungen, dass die
Zellwand von Micrococcus luteus durch Lysozym verdaut wird. Es werden
Agarplatten hergestellt, die eine Suspension aus Micrococcus luteus Fragmenten
enthalten. Wird Lysozym auf diese Testplatten aufgetragen, kann aufgrund des
entstehenden transparenten Lysehofs die Menge quantifiziert werden.

100 mg Agarose wird in 10 ml 67 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,0 im Dampftopf fur
15 min aufgekocht, auf ca. 50°C abgekuhlt, mit der Micrococcus-Suspension (4,0 mg
Micrococcus luteus aufgeldst in 1 ml 67 mM Na-Phosphat-Pufffer) vermischt und in
runde Kunststoffschalen gegossen (Durchmesser 10 cm). Diese werden nach der
Polymerisation der Agarose bei 4 °C aufbewahrt. Kurz vor Gebrauch werden Lécher
fur die Probenauftragung in das Gel gestanzt.

Die Testlosung (20ul) wird in die Probenauftragslocher der Micrococcus-Platten
pipettiert und die Platten flr 4 Stunden in einer Feuchtkammer bei 37°C inkubiert.
Das Lysozym diffundiert in die Gelmatrix und lysiert die im Gel immobilisierten
Bakterien, so dass ein transparenter Hof rings um die Auftragslocher entsteht.
Anhand der Durchmesser der Lysehofe lasst sich mittels einer Eichgeraden die
Lysozymkonzentration in der Probe abschatzen. Als Eichsubstanz werden definierte

Konzentrationen humanen Lysozyms verwendet.
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Abbildung 8: Eichgeraden zur Bestimmung der Lysozymkonzentration nach Osserman und
Lawlor
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2.2.11 Adhasionsassay

Beim Adhasionsassay wird das Bindungsverhalten von fluoreszenzmarkierten
Leukozyten (hier U937-Zellen) an stimulierte Endothelzellen (HUVEC-Zellen)
untersucht. Anhand einer Standardkurve kann das Intensitatssignal der Fluoreszenz
in eine Zellzahl umgerechnet werden. Erhalt man ein starkes Intensitatssignal haften
viele U937 an HUVEC- Zellen, bei einem schwachen Signal ist die Bindung gering.
Um eine optimale Adhasion zu erlangen, mussen die Endothelzellen zur Ausbildung
von E-Selektin mit TNF a stimuliert werden.

Far die Kultur der HUVEC- Zellen werden 6- Loch —Platten verwendet, pro Vertiefung
werden ca. 0,5 Mio Zellen ausgesat (10 Mio Zellen auf 18 Vertiefungen). Nach vier
Tagen Kultur ist Konfluenz erreicht. Ein Teil der HUVEC- Zellen werden 6 h vor
Versuchsbeginn mit 50 U/ml TNF a bei 37 °C aktiviert.

Das HUVEC- Medium wird abgesaugt und durch 1 ml frisches HUVEC- Medium
ersetzt, hinzugefligt werden die zu untersuchenden Proben und Kontrollproben
(200ul VCAM). Alles inkubiert 30 min bei 37°C. AnschlieRend werden 1 Mio
fluoreszenzmarkierte U937 Zellen pro Vertiefung flr 30min bei 37°C dazugegeben.
Fur die Zellmarkierung werden U937 Zellen mit einem in 80 yl DMSO gelosten
BCECF-Farbstoff gefarbt (5 Mio Zellen und 5 ml BCECF), 30 min bei 37°C inkubiert
und der Farbevorgang mit 5 ml RPMI abgestoppt. Nach Zentrifugation (900 U/min,
10 min, 4°C) erfolgt die Resuspension in 20 ml M199 (10 mmol/l| HEPES).

Nicht gebundene U937 Zellen werden im Waschvorgang mit 2 ml PBS entfernt. Die
HUVEC- Zellen werden mit 1 ml Trypsin/EDTA 2 min bei 37°C trypsiniert, mit dem
Zellschaber gelést und in 15 ml Reaktionsgefale Uberfuhrt. Es folgt eine
Zentrifugation bei 1000 U/min/ 4°C/ 7 min, das Zellpellet wird mit 2 ml PBS
gewaschen und erneut zentrifugiert. Das neue Zellpellet wird in 2 ml PBS +0,1%
Triton resuspendiert. In MessklUvetten Gberfuhrt kann das Zellgemisch am

Luminescence Spektrometer gemessen werden.

U937
sLex tragendes
Glyron '

Abbildung 9: Prinzip des Adhasionsassays
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2.2.12 ELISA

Fir den ,sandwich ELISA* (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) werden bereits
mit einem spezifischen immobilisierten Antikdrper beschickte Testplatten verwendet.
Nach Zugabe der Testproben in die Reaktionsvertiefungen kommt es zur Antigen —
Antikorper —Bindung. Nach Auswaschen allen ungebundenen Proteins, wird ein
spezifischer enzymmarkierter Antikdrper zugegeben. Das Enzym katalysiert eine
Farbreaktion, welche photometrisch ermittelt wird.

Wir verwenden einen flr humanes Lysozym- spezifischen sandwich ELISA der Firma
BTl (Stoughton, MA, USA). Eine Polystyrenplatte wird mit Lysozym-spezifischem
monoklonalem Antikdrper beschichtet. 100 ul der auf Lysozym zu testenden Proben
(1:10 verdunnt) werden zugesetzt, ebenso die Standardwerte, Negativ- und
Positivkontrollen. Fur die Standardkurve werden folgende Lysozymkonzentrationen
verwendet: 50 ng/ml; 25 ng/ml; 12,5 ng/ml; 6,25 ng/ml; 3,125 ng/ml; 1,56 ng/ml und
0,78 ng/ml. Die Positivkontrolle ist humanes Lysozym, Negativkontrolle besteht aus
Waschpuffer. Die Testlosungen inkubieren abgedeckt zwei Stunden bei
Raumtemperatur. Danach wird das Testmaterial aus den Vertiefungen entfernt und
dreimal mit Natriumphosphat-Waschpuffer gewaschen. Ein Antigen-spezifischer
Antikorper (Schaf ant-hLys IgG) wird hinzugefugt und inkubiert eine Stunde bei
Raumtemperatur. Erneut wird dreimal mit Waschpuffer gewaschen und der
Horseradish Peroxidase- markierte Drittantikérper (Esel anti-Schaf I1gG) fir eine
Stunde bei RT zugegeben. Fur die Detektion wird zu gleichen Teilen Peroxidase
Losung und Hydrogen Peroxid Substrat gemischt und nach einem weiteren
Waschschritt fir 15 Minuten in die Reaktionsvertiefungen gegeben. Nach Ablauf der
chemische Reaktion wird mit 100 pl Stoplésung abgestoppt und innerhalb von 15
Minuten bei 405 nm im Tecan ELISA Reader gemessen. Die Konzentration des
humanen Lysozym ist proportional zur Farbentwicklung. Exakte Werte werden durch
Vergleich mit einer Standardkurve erlangt, die mit gereinigtem humanen Lysozym

erstellt wurde.
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ng/ ml

y = 12,3612 + 4,0395x + 0,8837

—&— Standardwerte
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Abbildung 10: Standard-Lysozymkonzentrationen im ELISA

2.2.13 Western Blot

Der Western Blot ist ein spezifischen immunologischen Nachweis fur Proteine, die

gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Tragermembran fixiert werden.

SDS Sample Puffer, Aufbewahrung RT

Stacking Puffer 4x 25 ml

Glycerol 100% 10 ml Sigma, Deisenhofen
SDS 49 Serva, Heidelberg
Bromphenol blue 30 mg Sigma, Deisenhofen
Pyronon Y 20 mg

ddH,0 ad 40 ml

Stacking Puffer,4x, pH 6,8; Aufbewahrung RT

Trisbase 0,5 M 30,2 Calbiochem

SDS 0,8% 40 Serva, Heidelberg
ddH,0 ad 500 ml

Reservoir Puffer, pH 8,3 ; 10x

Trisbase 0,25 M 30,29 Calbiochem

Glycin 1,92M 145,3 g Sigma, Deisenhofen
1% SDS 100 ml Serva, Heidelberg
ddH,0 ad 1000 ml

Blotting Puffer, 10x

Trisbase 0,25 M 30,2 g Calbiochem

Glycin 1,92M 145,3 g Sigma, Deisenhofen
ddH,0 ad 1000 ml
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Transfer Puffer, 1x; Aufbewahrung 4°C

Trisbase 0,025 M 3,029 Calbiochem

Glycin 0,192M 14,53 g Sigma, Deisenhofen
Methanol 20% 200 ml J.T.Baker, Niederlande
ddH,0 ad 1000 mi

Trockenmilch blocking Puffer

Trockenmilch 5% 25 mg Sigma, Deisenhofen
Tween 20 0,1% 500ul Sigma, Deisenhofen
Na-Azid 0,1% 10 ml Merck, Darmstadt
TBS 1x (20 mM Tris/HCI pH 7,4; 300 mM |ad 500 ml

NaCl)

BSA blocking Puffer

BSA 6% 3049 Merck, Darmstadt
Trisbase1x 50 ml Calbiochem
Na-Azid 0,1% 10 ml Sigma, Deisenhofen
ddH,0 ad 500 ml

Der erste Schritt des Western blots ist die Auftrennung in der Gel-Elektrophorese.
Man verwendet zur Auftrennung von Proteinen die SDS-Polyacrylamid-
Elektrophorese. Die Proben werden vorbereitet, indem zuerst 1 vol. Mercaptoethanol
mit 4 vol. Sample Puffer gemischt werden, anschlieBend wird ein Teil dieser
Mischung zu 30 ul des aufkonzentrierten Uberstandmediums gegeben. Die
Probenlésungen werden 4 min bei 100°C gekocht und 5 min auf Eis gelagert. Es
folgt die Auftrennung der Proteine in der SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese. Das
Reaktionsgel wird in die Elektrophoresekammer eingebaut und mit 1 | Reservoir
Puffer Uberschichtet. Die Probenldsung wird in die Geltaschen pipettiert, wobei das
maximale Volumen von 100 ul pro Geltasche nicht Uberschritten werden soll. Die
Elektrophorese lauft bei 120 V ca. 1,5 h. Danach wird das Gel aus der Kammer in
eine Wanne mit Transfer Puffer Uberfuhrt und kann dort zunachst aufbewahrt
werden. Die zugeschnittene Blottingmembran wird 10- 15 sec in 100% Methanol
gewaschen, mit ddH,O abgespult und ebenfalls in Transfer Puffer gegeben. Es folgt
der Aufbau der Transferelektrophoresekammer, dazu werden Gel und PVC
Blottingmembran zwischen Whatman Filterpapier und Schwammen platziert, in die
Transferkammer (berfihrt und mit Transfer Puffer (iberschichtet. Die Uberfiihrung
dauert bei 200 mA konstantem Strom ungefahr 2 Stunden. Das elektrische Feld zieht
die negativ geladenen Proteine in den einzelnen Banden auf die Nylonmembran, dort

werden sie durch hydrophobe Wechselwirkungen gebunden.
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Die Blottingmembran wird in 5%Trockenmilch Blocking Puffer Gberfihrt und bei 4°C
uber Nacht inkubiert. Die in der Milch enthaltenen Proteine sattigen die restlichen
Bindungsstellen der Membran ab, so dass keine weiteren Proteine unspezifisch
binden kdnnen. Es folgt die Farbeprozedur. Zuerst wird die Blottingmembran zweimal
je 10 min in 50 ml PBS gewaschen. Der spezifisch gegen das gesuchte Protein
gerichtete Erstantikorper (hier Lysozym- AK) wird in BSA blocking Puffer und 0,05-
01% Tween 20 gel6st und verbleibt eine Stunde bei Raumtemperatur auf der
Membran. Die nicht gebundenen Antikérper werden mit PBS abgewaschen (zweimal
10 min). Im nachsten Schritt wird die Membran mit einem Zweit-Antikorper, der
gegen den ersten Antikorper gerichtet ist, behandelt. Der Peroxidase gekoppelte
Zweit-Antikorper wird in TBS gelost, die Inkubation dauert eine Stunde bei
Raumtemperatur.

Die Bindung der beiden Antikdrper an das auf der Membran fixierte Protein wird Uber
eine enzymkatalysierte Lichtreaktion (Chemolumineszenz) sichtbar gemacht. Dazu
wird die Membran eine Minute in ECL- LOsung gebadet. Die Peroxidase |0st im
Kontakt mit ECL- Losung eine chemische Reaktion aus, welche die Substratmolekile
zum Leuchten bringt. Auf einem Film erschein diese Reaktion schwarz, sie ist
abhangig von der Belichtungsdauer. Da die Reaktion sehr intensiv ist, reichen

Belichtungszeiten von einigen Sekunden bis Minuten.
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3. Ergebnisse

3.1  Lysozmybestimmung aus dem Uberstandsmedium nach Transfektion

Die Transfektion des hLys Il/IV Plasmids in CHO- Fukosyltransferase IlI-VII- Zellen
wurde erfolgreich durchgefuhrt. Das Vorhandensein von Lysozym im Zellmedium
konnte mit dem Lysozymtest nach Osserman und Lawlor nachgewiesen werden,
sowie durch Lysozym-spezifischen ELISA und Western blot. Die angegebenen
Lysozymkonzentrationen sind Durchschnittswerte, die durch Lysozymbestimmung im
Medium von drei verschiedenen Transfektionen erlangt wurde. Fir den
anschlielRenden Adhasionsassay wurden die Medien aus CHU-FUCT llI, V, VI und
VIl auf eine Konzentration von 369 ng/ ml Lysozym verdinnt und fir den

Adhasionsassay verwendet.

Zellinie Lysozym (ng/ml) Lysozym (ng/ml)
- Lysozymtest) - Lysozym-ELISA
CHO FucT Il 500 472
CHO FucT IV 300 369
CHO FucT V 500 472
CHO FucT VI 500 513
CHO FucT Vi 400 422
WT 400 401

Tabelle 2: Transiente Transfektion von CHO-FUCTIII-VII Zellen mit hLysll/IV und Vergleich
des Lysozymstests nach Osserman und Lawlor und des Lysozym-ELISAs

3.2 Immunaffinitatschromatographie und Ultrafiltration

In einem weiteren Versuch wurde das Uberstandsmedium nach Transfektion mittels
einer Immunaffinitdtssaule aufgereinigt. Das Eluat (10ml) wurde anschlieRend mittels
Ultrafiltration auf 200ul aufkonzentriert. Die Lysozymkonzentrationen der jeweiligen
aufkonzentrierten Zellmedien betragt zwischen 594 ng/ml beim Wildtyp und 661
ng/ml bei CHO-FucT llI- Lysozym.

29



Ergebnisse

Konzentration hLysll/IV nach | Konzentration hLysll/IV | Faktor

Reinigung nach Ultrafiltration

(ng/ml) (ng/ml)
WT 546,717 594,004 1,086
CHO FucT Il |149,955 661,509 4,411
CHO FucT IV 278,913 646,785 2,319
CHO FucT V240,308 632,368 2,631
CHO FucT VI 428,538 644,676 1,504
CHO FucT VIl 589,817 616,877 1,049

Tabelle 3: Vergleich der Konzentrationen nach der Aufreinigung des Mediumuberstands
mittels Immunaffinitatschromatographie und anschlieBender Aufkonzentrierung mittels

Ultrafiltration
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(ng/ml)
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CHO FucT I CHO FucT IV CHO FucTV

CHOFucTVI  CHO FucT VII

WT

O Lys.Konzentration im Ursprungsmedium

0 Lys .konzentration im aufkonzentrierten Medium

Abbildung 11: Vergleich der Konzentrationen nach der Aufreinigung des Mediumuberstands
mittels Immunaffinitdtschromatographie und anschlieBender Aufkonzentrierung mittels

Ultrafiltration
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3.3 Adhéasionsassay

3.3.1 TNFa und die Adhasion von U937 Zellen an HUVEC Zellen

Werden Endothelzellen einer TNFa Stimulation ausgesetzt, wird die Expression von
E-Selektin-, VCAM- und |ICAM- Rezeptoren heraufreguliert. Dies sind
Adhasionsmolekiile, die von Leukozyten fur das Durchtreten durch Endothel genutzt
werden. Werden sie nicht ausgebildet, kommt es zu keiner Leukozytenadhasion mit
anschlieBender Diapedese. TNFa ist ein Zytokin und wird im Korper von Mastzellen
und Makrophagen im Verlauf der Immunantwort gebildet. Die Stimulation von
HUVEC- Zellen mit TNFa verbessert die Zelladhasion von U937 Zellen deutlich.
Dargestellt sind Mittelwerte von neun Einzelmessungen. Die Anzahl der
adharierenden U937 an stimulierte HUVEC Zellen betragt fast 400000 Zellen. An
nicht stimulierte HUVEC haften lediglich 18000 U937 Zellen, die Adhasion ist damit
vernachlassigbar gering (s. Abb. 12).

500000
450000
400000 -
350000 -
300000 1 - o mit TNF

250000 - m ohne TNF
200000 -
150000
100000 -|

50000 |
0 i I

absolute Zellzahl

Abbildung 12: Adhéasion der U937 Zellen an stimuliertes/ nicht stimuliertes Endothel (n=9)

Die Zelladhasion kann auch durch E-Selectin oder VCAM-Antikorper inhibiert
werden. Durch E-Selectin-Antikorper kann allerdings die Adhasion maximal um 29%,
durch VCAM dagegen um bis zu 58% vermindert werden. In Abbildung 13 sind die

Mittelwerte aus vier Einzelmessungen dargestellt.
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Abbildung 13: Adhasionshemmung durch E-Selektin und VCAM-AK (n=4)

3.3.2 Adhéasionsassay mit Lysozymmutanten aus Uberstandsmedium

Diese Adhasionsversuche wurden mit Uberstandsmedium der mit pMCI/hLys 1I/IV

transient transfizieten CHO FucT llI-VIl-Zellen durchgefuhrt. Es wurde eine

definierte Menge des glykosylierten Lysozym (369 ng/ml)

eingesetzt, die

Lysozymkonzentration im Uberstandsmedium wurde zuvor mit ELISA bestimmt.

Adhésion in % Adhésionsblockade in % p- Wert
WT 100,00 1,00
FUCTII 128,85 0,64
FUCTIV 93,35 6,65 0,78
FUCTV 100,41 0,96
FUCTVI 68,41 31,59 0,01
FUCTVII 103,42 0,95
Anti-VCAM-1 52,34 47,66 0,06

Tabelle 4: Adhdsionshemmung durch nicht aufgereigtes Uberstandmedium aus CHO-
FUCTIII-VII-Zellen transfiziert mit hLysIl/IV
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Abbildung 14: Adhasionsassay mit Uberstandslysozym

Im Diagramm dargestellt sind Mittelwerte von drei Einzelmessungen, die statistische
Auswertung erfolgte durch einen t-Test. Als signifikant verminderte Adhasion wurde
ein p-Wert von < 0.05 gewertet.

Die Bindung von U937 Zellen an mit TNFa stimulieten HUVEC Zellen wird der
maximalen Bindung (100%) gleichgesetzt und ist im Schaubild als Kontrolle
bezeichnet. Das durch Fukosyltransferase VI veranderte Lysozym ist als einziges
glykosyliertes Lysozym in der Lage, die Adhasion signifikant zu blockieren (p= 0,01).
Es verringert die Anhaftung um 31,59 %. Zum Vergleich wurde ein VCAM-1
Antikorper eingesetzt, es konnte eine deutliche Zelladhasionsverminderung von

47,66 % erzielt werden, jedoch ist sie statistisch nicht signifikant (p= 0,06).

3.3.3 Adhasionsassay nach Immunaffinitatschromatographie

Fir diesen Adhasiosversuch wurde ein Teil des Uberstandsmedium durch eine mit
polyklonalem  humanem  Lysozymantikorper  gekoppelte  Sepharose-Saule
aufgereinigt. Die Eluatfraktionen wurden vereinigt, durch Ultrafiltration aufkonzentriert
und eine definierte Menge von 78 pl fur den Adhasionsassay verwendet, das
entspricht einer durchschnittlichen Menge von 47 ng/ml Lysozym.

Dadurch soll bestatigt werden, dass der Effekt der im Adhasionsversuch zu sehen

ist, alleine von Lysozym herrihrt und nicht durch Bestandteile des Kulturmediums
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hervorgerufen wird. Durch die Aufkonzentration soll eine noch effektivere

Adhéasionsblockade erzielt werden.

140

120 -

100 A

80

60

adhéarierende U937 in %

40 -

20

0 4

——

§

W Kontrolle

O FUCTIN

E FUCTIV OFUCTV OFUCTVI

EFUCTVII

mVCAM  @EWT

Abbildung 15: Adhasionsassay nach Immunaffinitdtschromatographie

Adhasion in % Adhasionsblockade in % p-Wert
Kontrolle 100
FUCTII 101,05 0,87
FUCTIV 93,54 6,46 0,44
FUCTV 92,71 7,29 0,72
FUCTVI 68,33 31,67 0,0003
FUCTVII 79,55 20,45 0,0001
VCAM 63,95 36,05 0,02
WT 101,71 0,78

Tabelle 5: Adhasionshemmung durch aufgereinigtes Uberstandmedium aus CHO-FUCTIII-
VII-Zellen transfiziert mit hLyslII/IV

Wieder sind Mittelwerte von drei Einzelmessungen dargestellt, die Auswertung
erfolgte mittels t-Test. Signifikanz besteht bei P-Werten = 0.95 oder < 0.05.

Die Kontrolle stellt die adharierenden U937 Zellen ohne Vorinkubation mit

blockierenden Substanzen dar und wird deshalb gleich 100% gesetzt.
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Durch Lysozymmutanten der CHO-FucT VI und VII -Zellen konnte eine statistisch
signifikante Reduktion der Adhasion von 31,30% bzw von 20,45% erreicht werden
(FucT VI p= 0,003; FucT VIl p=0,001). Fur die Lysozymmutanten aus CHO-FucT llI,
IVund V kann mangels Signifikanz keine Aussage getroffen werden.

Mit dem VCAM-1 Antikérper konnte eine Verringerung der Zelladhdsion von 36,05 %

erzielt werden, auch sie ist statistisch signifikant (p= 0,02).

3.3.4 Adhasionsassay mit hLysll/IV transfizierten Kolonkarzinomzellen

In  einem weiteren Adhasionsassay wurde untersucht, ob transfizierte
Kolonkarzinomzellen in der Lage sind die Bindung von Leukozyten an HUVEC Zellen
zu unterbinden. Aus dem Gelingen der Blockade ergibt sich der Rickschluss, dass
die Kolonkarizomzelllinie eine/ mehrere Fukosyltransferasen enthalt, welche in der
Lage ist sLe’/ Le* zu generieren. Die Kolonkarzinomzelllinien SW480, Colo206,
Colo678, Cx-1 wurden transient mit dem Plasmid pMCIhLysll/IV transfiziert.
Zusatzlich wurde die humane Endothelzellinie HUVEC mit pMCI/hLyslI/V transfiziert.
Flr den Adhasionsassay wurden 78 pl des aufkonzentrierten und ultrafiltrierten
Uberstandsmediums verwendet. Zur Lysozymkonzentrationsbestimmung wurde ein

Lysozymtest nach Osserman und Lawlor durchgefthrt.

Zellinie Lysozymkonzentration im Ultrafiltrat
SW 480 1 pg/mi

Colo 206 1 pug/mi

Colo 678 1 pug/mi

Cx-1 700 ng/ml

Transfizierte HUVEC 700 ng/ml

Bei den untersuchten Kolonkarzinomzelllinien erreichte die Lysozym-Mutante aus
den SW 480 Zellen die effizienteste Blockierung von 32,91%, mit p=0,001 besteht
Signifikanz, sowie bei Colo 206- Glykoprotein (p=0,002), welche die Adhasion um
26,29% reduziert. Uber die restlichen Glykoproteine kann keine Aussage gemacht
werden, da keine Signifikanz besteht. Wieder bestand die Kontrolle in einem VCAM-
Antikorper, der die U937- Adhasion signifikant um 41,18% (p=0,0004) senkte.
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Zellinie Adhasion in Adhasionsbockade in | p-Wert
Prozent Prozent

Kontrolle 100

Colo 206 73,71 26,29 0,002

Colo 678 87,22 12,78 0,06

Cx-1 71,78 28,22 0,11

SW 480 67,09 32,91 0,001

transf. HUVEC |88,34 11,66 0,32

VCAM 58,82 41,18 0,0004

Tabelle 6: Adhdsionshemmung durch aufgereinigtes Uberstandmedium von verschiedenen
Kolonkarzinomzelllinien transfiziert mit hLysll/IV.
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Abbildung 16: ADH mit hLysll/IV transfizierten Kolonkarzinomzellen
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3.4 Western blot von hLysll/IV und sLe*

Durch den Western blot konnten die verschieden glykosylierten Formen von hLysll/IV
dargestellt werden. Die Bande bei 14,4 kDa zeigt das nicht glykosylierte Lysozym,
die mannosereiche Lysozymform stellt sich bei etwa 18,5 kDa dar, des weiteren sind
einfach und doppelt gykosylierte Lysozymformen sichtbar. Bei den Banden mit dem
Molekulargewicht zwischen 20 und 23 kDa handelt es sich um einfach glykosyliertes
Lysozym. Die doppelt glykosylierten Lysozymformen finden sich in der 25- 32 kDa-
Bande. Dabei tragt jeweils die unterste Bande keine Laktosamin- Wiederholungen,

die oberen Banden tragen immer eine Laktosamineinheit mehr.
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Abbildung 17: Western Blot Darstellung von Lysozym im Mediumiberstand am Beispiel von
in CHO-FucTVI und VIl transient exprimiertem Lyoszym

Ein mit sLe*- Antikoérper durchgefiihrter Western blot erbrachte leider kein
nachweisbares Ergebnis. Flr diesen Test wurden dieselben Proben wie flr den

Lysozym Western blot verwendet.
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4. Diskussion

4.1 Uberexpression und Aufreinigung von hLysll/IV in CHO-FucTlII-VII-

Zellen

Die transiente Transfektion des hLysll/IV-Plasmids in CHO-FucT llI-VII- Zellen wurde
erfolgreich durchgefiihrt. Uberexprimiertes hLysll/IV-FucTIlI-VIl konnte durch den auf
der Lyse von Micrococcus luteus Wandfragmenten basierenden Lysozymtest als
auch durch einen Lysozym-ELISA im Medium nachgewiesen werden. Eine
Reinigung konnte durch eine Immunaffinitdtschromatographie durchgefuhrt werden
und die glykosylierten Lysozymformen im Western-Blot dargestellt werden. Im
Durchflu® konnte kein Lysozym mehr nachgewiesen werden und die
Lysozymkonzentrationen im aufzureinigendem Medium und im Eluat waren
vergleichbar. Die verwendete Immunaffinitdtschromatographiesaule (ca. 1ml
Saulenmaterial) ist somit flr die Aufreinigung kleinerer Mengen Lysozym aus
Zellkulturmedium (10ml) gut geeignet. Fur die Ultrafiltration wurden Rohrchen mit
einer PorengroRe von 5000 Da gewahlt (MolekulgrofRe von nicht glykosyliertem
Lysozym: 14600 Da). Auffallend war, dass die Lysozymkonzentrationen in den
Ultrafiltraten aus CHO-FUCTIII-VII um den Wert 630 ng/ml schwankten, obwohl die
Ausgangsmedien unterschiedlich konzentriert waren. Das Uberstandsmedium konnte
maximal um das vierfache aufkonzentriert werden, es war jedoch nicht moglich eine
héhere Lysozymkonzentration als ca. 630 ng/ml zu erlangen. Bei der Aufreinigung
und Aufkonzentrierung des Mediums aus Kolonkarzinomzellinien konnte eine
Konzentration bis maximal 1ug/ml erreicht werden. Der Verlust an Lysozym nach
Ultrafiltration  im  Vergleich zum  Ausgangsmedium und Eluat der
Immunaffinitatschromatographie war jedoch auch bei diesen Zellinien erheblich. Es
scheint eine geringe Bindungskapazitat der Ultrafiltrationssaule vorzuliegen.
Moglicherweise sind Restproteine nach der Immunaffinitatschromatographie (z.B.
Albumin, Antikorper) die Ursache dafur. Fiur die Aufkonzentrierung des in dieser
Arbeit verwendeten Lysozym-Eluates war die Ultrazentrifugationssaule nur
unzureichend geeignet und es mussen andere Methoden zur Konzentrierung

gefunden werden oder vorher noch weitere Reinigungsschritte durchgeflhrt werden.
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4.2 Adhasionsversuche mit hLysll/IV-FucTIlI-VII

Fir den Adhéasionsversuch wurden 380 ng/ml Lysozym aus Uberstandsmedium und
47ng/ml aufgereinigtes Lysozym der mit hLysll/IV transfizieten CHO-FucT-III-VII
Zellen verwendet. In beiden Versuchen zeigt sich ahnliche Ergebnisse: hLysll/IV-
FucTVI ist in der Lage die Adhasion der Leukozyten an TNFa stimuliertes Endothel
signifikant um ca. 30% zu reduzieren (p= 0,0089 im Uberstandsmedium; p=0,0003
nach Aufreinigung). Im Adhasionsassay mit den FucT IlI, IV, V, VIl Lysozym —

Mutanten konnte keine signifikante Selektinblockade erzielt werden (s. Abb. 18).
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Abbildung 18 Ubereinstimmung der Adhésionsassays

Sowohl mit 47ng/ml als auch mit 380ng/ml konnten etwa gleiche Ergebnisse in der
prozentualen Leukozytenblockade (31,6%) erzielt werden. Eine ahnliche Blockade
konnte auch mit einem E-Selektin Antikdrper erreicht werden (30%; s. Abb. 13). Mehr
als 30% Inhibition (+/- Meldungenauigkeit) ist durch eine Blockade der E-Selektin-
Rezeptoren offenbar nicht mdglich. Da die Wirkung von hLysll/IV-FucTVI
wahrscheinlich tber E-Selektinblockade vermittelt wird (s.u.) war bereits mit 47ng/ml
die komplett mogliche Adhasionsblockade zu erzielen. Bei einem Molekulargewicht
von 14 kDa entspricht 47 ng/ml 3,4nM. Da die einfach und doppelt-glykosylierten
Lysozymformen bis 30 kD grof3 sind, kann von einer kompletten Adhasionblockade
bei 1,7-3,4 nM ausgegangen werden. Eine Aussage Uber die Menge hLysll/IV-
FucTVI, durch die eine 50%ige Adasionsblockade erreicht werden kann (IC50) ist

nicht madglich, ist jedoch kleiner als 3,4nM.
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4.3 Fucosyltransferase VI und die Bildung von sialyl-Lewis* (sLe*)

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daf’ durch transient in CHO-FucTVI
Uberexprimiertes hLysll/V die Adhasion von U937-Zellen an aktivierte HUVEC-Zellen
sehr effektiv blockiert werden kann. Ursachlich fur diese Adhasionsblockade konnten
endstandigen sLe*-Zuckerstrukturen an den Polylaktosaminketten von hLyslI/IV sein,
die mit dem E-Selektinrezeptor der HUVEC-Zellen interagieren. Kraus hat 1999 in
ihrer Diplomarbeit die Glykosylierung von transient in CHO-FUCTIII-VII
uberexprimierten  hLysll/IV-Mutanten  untersucht. Dabei konnte sie eine
Fukosylierung an N-Acetylglukosamin- Resten von glykosyliertem Lysozym durch
alle Fukosyltransferasen nachweisen. Die Fukosyltransferase VI scheint dabei
Aktivitat gegenuber samtlichen N-Acetylglukosamin-Resten zu zeigen und es besteht
eine Sensitivitdt gegenuber Sialidase. Die Autorin folgert aus ihren Ergebnissen,
dass durch die FucTVI sLe*-Strukturen auf den Polylaktosaminketten gebildet
werden konnen. Das Verhéltnis von Le* zu sLe* scheint dem von Grabenhorst
beschriebenen Verteilungsverhaltnis von 1,1: 1 zu entsprechen (Grabenhorst et
al.,1999). Durch die Zugabe von hLysll/IV-FucTVI kann erwartungsgemal® die
Adhasion nur in dem Male blockiert werden, wie es auch durch einen E-Selektin-
Antikorper gelingt (ca. 30%). Leider gelang es im Rahmen dieser Arbeit nicht, die
endstandigen sLe*-Strukturen auf hLysll/IV-FucTVI im Western-Blot nachzuweisen.
In dieser Arbeit wurde der sLe*-Antikorper Klon KM93 verwendet. Ota et al. zeigten
2000, dass sLe*-Strukturen auf der Oberflaiche von Kolonkarzinomzellen teilweise
nur von slLe*-Antikérpern des Klons FH6 dargestellt werden konnten. Weitere
Studien mussen durchgefuhrt werden, um zu Uberprifen ob durch diesen Antikérper
sLe* auf hLysll/IV-FucTVI nachgewiesen werden kann.

Hinweise darauf, dass durch FucTVI sLe*-Strukturen gebildet werden ergaben sich
bereits 1992. Koszidin et al fanden heraus, dass durch Transfektion des FucTVI-
Genes Saugetierzellen die Fahigkeit erlangten, sLe* und Le* an der Oberflache zu
exprimieren. FucT VI katalysiert den Fukose-Transfer von GDP-Fukose auf alpha-2,3
sialylierte Substrate und zeigt damit deutliche Substratspezifitat, die z.B. bei FucT IV
nicht nachgewiesen werden konnte. Xia et al zeigten 2004, dass nach Behandlung
von CD34 positiven humanen Nabelschnurzellen mit GDP-Fukose und exogener
alpha1-3 Fukosyltransferase VI die Expression von sLe* an der Zelloberflache
gesteigert werden konnte. sLe* wurde dabei mit einem spezifischen monoklonalen

sLe*- Antikorper (HECA-452) in der FluRzytometrie nachgewiesen. Ebenso konnte
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eine Zunahme der Bindung dieser Zellen an E- und P- Selektin festgestellt werden.
Zwischen fehlendem sLe* an der Zelloberflache und dem Unvermégen der CD34
positiven Zellen an E-Selektin zu binden bestand eine starke Korrelation. Mollicone
et al zeigten 1994, dass eine bestimmte Nukleotid- Austausch Mutation (missense
mutation) im FucT VI Gen verantwortlich ist fir eine verminderte Plasmaaktivitat der
Fukosyltransferase VI, wie sie bei bestimmten Familien aus Java gefunden wurde.
Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die a1,3-Fukosyltransferase- Aktivitat
im Plasma von FucT VI herrthrt. Die missense -Mutation im FucT VI- Gen fuhrt zu
einem Fehlen des sLe*- Glykoproteins an der Oberflache der roten Blutkdrperchen,
erzeugt aber keine Symptome bei den Betroffenen. Majuri et al erkannten 1994, dass
inflammatorische Zytokine wie TNFa die Aktivitat der Fukosyltransferase VI in
HUVEC Zellen steigern. HUVEC Zellen sind Endothelzellen, die wie oben
beschrieben E-Selektin und damit sLe* an ihrer Oberflache tragen. Es ist bekannt,
dass die E-Selektin Expression durch TNFa erhoht wird. Wird nun auch die FucT VI
Aktivitat gesteigert, kann man davon ausgehen, dass auch sLe* vermehrt entsteht.
Hinweise fur den Bildungsort der Fukosyltransferase VI stammen von Brinkmann-
van der Linden. Er stellte fest, dass Zellen mit einer bestimmten missense- Mutation
im FucT VI Gen Leberproteine fehlerhaft fukosylieren. Er schliel3t daraus, dass die
Leber der Bildungsort sei. Davon gehen auch Johnson et al aus, die 1995 die
Fukosyltransferase VI durch verschiedene Chromatographieverfahren aus der Leber
isolierten. Die vorherrschende Prasenz von FucT VI in HepG2-Zellen wurde von
Borsig et al 1997 beschrieben. Schnyder-Candrian hingegen beschreibt 2000 die
FucT VI als Golgi-assoziiertes Enzym mit Vorkommen in humanen Endothelzellen
(HUVEC) und in Weibel-Palade Koérperchen. Allerdings konnten aul3er FucT VI auch
alle anderen vier Fukosyltransferasen in HUVEC- Zellen nachgewiesen werden, so
dass die Aussagekraft beschrankt ist. Das Vorkommen der FucT VI in Weibel-
Palade Korperchen scheint aussagekraftiger zu sein, denn auch P-Selektin ist in
Weibel-Korperchen gespeichert. Eventuell besteht ein Zusammenhang zwischen
dem Vorkommen von FucT VI in Weibel-Palade-Korperchen und der dortigen

Bildung von P-Selektin.
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4.4 Fukosyltransferasen lll, 1V, V, VIl und die Bildung von sLe*

Zollner et al zeigten 1996, dass FucT Il eine groRe Anzahl an Glykoprotein-Liganden
bildet, FucT IV und FucT VII jedoch generierten spezifische E-Selektin-Liganden.
Maly et al favorisieren ebenfalls FucT VIl als Schlisselenzym bei der E-Selektin -
Liganden-Synthese. Bei Untersuchungen an FucT VIl defizienten Mausen wurde
eine fehlende Migration der Neutrophilen in entziindetes Gewebe nachgewiesen.
Unklarheit besteht dartiber, warum bei den FucT VIl defizienten Mausen trotz Fehlen
des scheinbaren Schlisselenzyms eine Selektin-Liganden-Aktivitat bestehen bleibt.
Weninger stellte 2000 fest, dass in doppelt defizienten Mausen fur FucT IV und VI
(FucT IV und VII -/-) das lockere Anheften und Ablésen der Leukozyten an das
Endothel (,Leukozyten- rolling®) fehlt, in FucT VII defizienten herabgesetzt und in
FucT IV-defizienten Mausen nicht verandert war. Bei den einfach FucT IV und VII-
defizienten Tierstammen war die ,rolling“-Geschwindigkeit jeweils erhoht. Er kommt
zum Schlu®, dass die endothelialen Selektine und die Fukosyltransferasen eine
verschiedene aber Uberlappende Funktion haben. Die Arbeitsgruppe um Homeister
fuhrte 2001 ebenfalls Untersuchungen an FucT IV und FucT VIl defizienten Mausen
durch und beschrieb ebenfalls eine verminderte Leukozytenadhasion. 2004
bestatigten Martinez et al die Vermutung, dass humane FucT IV und VIl dazu
beitragen das L-/ P- und E-Selektin abhangige ,rolling“ am Endothel zu regulieren,
wobei Fukosyltransferase VIl eine dominante Rolle bei der Bindung an PSGL-1 zu
spielen scheint. Eine stabile Transfektion von FucT IV/ VI / VII- Genen in Jurkat-
Zellen wurden von Knibbs et al durchgeflhrt. Nur in FucT VII-Zellen zeigt sich eine
erhohte Synthese von E-Selektin-Ligand auf der Zelloberflache. Hauptséachlich
Fukosyltransferase VIl scheint die E-Selektin-Liganden- Synthese in humanen T-
Lymphoblasten zu regulieren. Guo et al. beschrieben 2003 das Vorkommen von sLe*
in humanen hepatozellularen Ca-Zellen (H7721) und untersuchte die Expression der
alpha-1,3-FucT mit real- time PCR. Er kommt zum Schluss, dass FucT IV das
Hauptenzym fiir die Synthese von sLe” zu sein scheint. Die Expression der mRNA
FucT IV war am hochsten, nachfolgend von FucT Il und FucT VI. Kudo et al konnten
1998 keine Fukosyltransferase als Schlisselenzym ausmachen, die fur die erhdhte

Expression des sLe*- Antigens in kolorektalen Tumorzellen verantwortlich war.
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4.5 Rekombinante hLysll/IV-Mutanten aus Kolonkarzinomzellen

Im Rahmen weiterer Versuch wurden Kolonkarzinomzellen der Zelllinien SW480, Cx-
1, Colo 206 und Colo 678 und die Endothelzellinie HUVEC erfolgreich mit hLysll/IV
transfiziert. Nach Majuri et al (1994) exprimieren HUVEC Zellen sLe* und besitzen
sowohl mRNA als auch Enzymaktivitat von verschiedenen a2,3- Sialyltransferasen
und a1,3- Fukosyltransferasen. TNFa Stimulation kann das Level der mRNA
Expression von FucT VI erhéhen, ebenso wie die a1,3 FucT Aktivitat in HUVEC.
Demnach miisste das rekombinante Glykoprotein auch sLe* an den Seitenketten
tragen. Der Adhasionsversuch mit aufgereinigtem hLysll/IV aus dem
Uberstandsmedium von transfizierten HUVEC ergab jedoch eine statistisch nicht
signifikante Adhasionsblockade von 11,66% (p=0,325). Durch das transient in
SW480 und Colo206 exprimierte hLysll/IV  konnte eine signifikante
Adhasionsblockade von 32,91% und 26,29% erreicht werden (p= 0.0020; p= 0.0011).
Mit Cx-1 und Colo 678- Lysozymmutanten konnte die Adhasion um 28,22% bzw.
12,78% reduziert werden, die statistische Signifikanz war jedoch nicht gegeben.

Verschiedene Fukosyltransferasen konnten bereits in Kolonkarzinomzelllinien
nachgewiesen werden: Kanoh et al untersuchten 2003 eine mit alpha1,3
Fukosyltransferase VI cDNA transfizierte Kolonkarzinomzelllinie (KM12-LX). Bei der
Transfektion entstanden zwei verschiedene Zellklone, die sich anhand der mRNA-
Expressionsrate unterschieden. Der Zellklon mit einer hohen Expressionsrate von
FucT VI- mRNA hatte eine hohes Bindungsvermdgen an E-Selektin exprimierende
CHO-Zellen. Die Zellen dieses Zellklons wurden von den beiden monoklonalen sLe*-
Antikérpern FH6 und KM93 erkannt und waren resistent gegenuber Endo-B-
Galaktosidase. Die Zellen des Zellklons mit mittelmaldiger Expressionsrate von FucT
VI mRNA wurden hingegen lediglich von dem FH6 Antikorper erkannt. Nach der
Behandlung mit Endo-B-Galaktosidase konnte dies nicht mehr nachgewiesen
werden. Es ist bekannt, dass FH6 ein nicht spezifischer sLe*- Antikdrper ist, KM93
scheint dagegen das Tetrasaccharid spezifisch zu binden. Die Schlussfolgerung ist,
dass die FucT VI-Zellen mit mittelmaRiger Expression kein sialyl Lewis x an der
Zelloberflache besitzen, die FucT VI-Zellen mit hoher FucT VI Expression jedoch
schon. Kanoh schliel3t aus diesen Ergebnissen, dass das Ausmal der Expression
von FucT VI verantwortlich ist fur die Ausbildung von zwei verschiedenen
Oberflachenglykanen. Eine einzige Fukosyltransferase (FucT VI) scheint in der Lage

zu sein, die strukturellen Eigenschaften des Oberflachenglykans zu bestimmen.
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Hiller et al berichteten 2000 Uber die Hemmung der sialyl Lewis x/a Synthese und der
Kolonkarzinomzellproliferation durch stabile Transfektion einer antisense Sequenz
der humanen alpha-1,3-Fukosyltransferase Ill und VI -Gene in Colo 205 Zellen.
Normale Colo 205 Zellen besitzen sLe” und eine hohe alpha1,3-Fukosyltransferase-
Aktivitat. Die antisense Transfektanten besaften hingegen kein sLe*, FucT IlI- und VI
Transkripte konnten nicht nachgewiesen werden.

Chandrasekaran et al hoben 2003 die groBe Ahnlichkeit der Kolonkarzinom-
Fukosyltransferase zur Fukosyltransferase VI hervor. Diese entsprachen einander
bezlglich der Substratspezifitat. Moglicherweise qilt die FucT VI in Zukunft als
Tumormarker flr Kolonkarzinome oder sie kann bei deutlicher Erhéhung auf einen
Tumor hindeuten.

Mas et al untersuchten 1998 die Expression und Funktion von sieben
Fukosyltransferasen (FucT |- VII) in gesundem Pankreasgewebe sowie in
Pankreastumorgewebe. Mittels RT-PCR konnten Transkripte aller
Fukosyltransferasen sowohl in gesundem als auch in malignem Gewebe
nachgewiesen werden. Nur FucT VI fand sich ausschliel3lich in
Pankreastumorgewebe. Moglicherweise kann auch hier das Vorkommen der
Fukosyltransferase VI als Tumorfaktor gewertet werden.

Wittig et al beschrieb 1996 das Vorhandensein von FucT IV und VIl in 16
untersuchten Zellinien. Auch das Vorkommen von sialyl Lewis x auf verschiedenen
Karzinomzellen konnte dokumentiert werden (Nemoto et al.,1998). Jedoch haben
nicht alle Kohlenhydratstrukturen, die als sLe* Antigen bezeichnet werden, die
Funktion eines E-Selektin-Liganden.

Mannori et al. beschrieben 1997 die Bindung von LS180, T84 und Colo205 an alle
drei Selektine. Die Kolonkarzinomzelllinie Colo 320 band an P- und L- Selektin, nicht
aber an E-Selektin; HT-29 nur an E-Selektinrezeptoren.

Nicht nur sLe* spielt eine Rolle bei der Metastasierung, nach Takada (1993)
vermittelt sLe* die Adhasion von Tumorzellen aus Lunge, Leber und Ovar an das
Endothel, wahrend sLe® an der Bindung von Kolon-, Pankreas- und
Magenkarzinomzellen beteiligt ist.

Yago et al. analysierte Transkripte der Fukosyltransferasen in humanen epithelialen
Tumorzelllinien und Leukamiezelllinien mit Northern Blot. In 14 von 15 epithelialen
Tumorzelllinien und in allen Leukamiezelllinien wurde sLe™ nachgewiesen, sLe? in

acht epithelialen, aber keiner Leukamie-Zelllinie. Transkripte von FucT Ill, IV und VI
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zeigten sich in fast allen epithelialen Tumorzellen, wahrend die Leukamiezellen
hauptsachlich FucT IV Transkripte besaf’en. Dieser Studien nach, scheinen
verschiedene Fukosyltransferasen an der Synthese von sLe*/ sLe® beteiligt zu sein
und die alpha-1,3 Fukosyltransferase- Aktivitat in epithelialen Tumor- und Leukamie-
Zelllinien durch eine Mischung verschiedener FucT begrundet zu sein.

Die Erkenntnisse aus der Literatur weisen darauf hin, dass Kolonkarzinomzellen
Fukosyltransferasen besitzen und eine Bildung von sialyl Lewis @ stattfindet.

Das Ergebnis dieser Arbeit ist, dass alle rekombinanten Glykoproteine in der Lage
sind -unterschiedlich stark- die Adhasion von U937 Zellen an HUVEC Zellen zu
blockieren. Jedoch kann keine Aussage gemacht werden, welche der funf
Fukosyltransferasen in den Kolonkarzinomzellen vorhanden ist und bei der
vermuteten Generierung von sLe* beteiligt ist. Dieses Adh&sionsmodell eignet sich
auch nicht zur Klarung der Frage, welcher der drei Selektinrezeptoren durch die

Lysozymmutanten besetzt wird.

46 Modoglichkeiten der E-Selektin Blockade

Die Unterbindung der sLe* -Selektin Adhasion stellt eine attraktive Moglichkeit dar
entzUndungsvermittelte  Krankheiten, Metastasierung und Entwicklung der
Arteriosklerose zu kontrollieren. Die Herausforderung ein Substrat zu entwickeln,
welches die Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand blockiert ist gro. Es
bestehen verschiedene Forschungsansatze und mogliche Therapeutika wurden
bereits hergestellt: E-Selektin Antikorper (Bargatze et al.,1994), 16sliches E-Selektin
(Ulich et al.,1994), Selektin-lg Chimere (Mulligan et al.,1993), an Oligosaccharide
gebundenes sLe*/sLe® (Mulligan et al.,1993), molekulare Analoga von sLe* (Rao et
al.,1994), sialyl Lewis x- Glykoliposomen (Zeisig et al.,2003) und rekombinante
Glykoproteine (Rittershaus et al.,1999). Bisher konnte aber kein Substrat tatsachlich
als Medikament eingesetzt werden, da grof3e Nachteile zu verzeichnen waren. Diese
bestanden zum Beispiel in schweren Nebenwirkungen, hohen Kosten, kurzer
Halbwertszeit in vivo oder Immunogenitat. Das kleine sLe*- Oligosaccharid an sich
eignet sich nicht als Praparat, da die Bindung zwischen Selektinen und
monovalentem sLe* sehr schwach ist. Schon bald wurden sLe*- Analoga entwickelt,
die eine hohere Affinitat zu Selektinen besitzen (Kaila et al., 2003). Slee et al.

beschaftigten sich 2001 mit der Herstellung eines niedrig molekulargewichtigen
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Selektininhibitors, bei dem die Zuckermolekille des sLe* durch andere Strukturen
ersetzt wurden. Dadurch soll die Affinitat erhoht werden und eine orale Applikation
erreicht werden. Das von Aydt et al. 2003 erzeugte sLe* Analogon TBC1269, ein
mannosyliertes Diphenyldimer mit einem Molekulargewicht von 1000 Da befindet
sich im Moment in einer Phase Il Studie fir die Behandlung von Asthma und
Psoriasis (www. revotar.de/). Nicht- Kohlenhydrat Strukturen wie 0C229648
(Romano et al., 2001) und Efomycine M (Schon et al., 2002) imitieren die raumliche
Struktur von sLe*. Diese Medikamente befinden sich in praklinischen Studien. Im
Tiermodel konnte bereits eine reduzierte Leukozytenadhasion nachgewiesen
werden. Gute Effekte zeigte Efomycine M in experimentellen Studien auf Psoriasis.
Monoklonale E-Selektin Antikdrper zeigten keinen therapeutischen Effekt bei
Psoriasis (Bhushan et al., 2002). Bargatze et al. charakterisierten einen
monoklonalen Antikorper (EL-246), der ein gemeinsames Epitop an der Oberflache
von E- und L- Selektinen erkennt. Das Lymphozyten ,rolling“ auf aktivierten HUVEC
konnte durch Infusionen mit EL-246 reduziert werden. Am Mausmodell wurde die
Lymphozytenwanderung zu peripheren Lymphknoten durch eine Vorbehandlung der
Lymphozyten mit EL-246 um 65% herabgesetzt. EL-246 scheint ein potenter
pharmakologischer Inhibitor der Leukozyten- Endothelzell Interaktion zu sein, die
durch E- oder L- Selektine vermittelt ist. Der Nachteil betseht in einer kurzen
Halbwertszeit des zirkulierenden Antikorpers. Generell besteht die Gefahr bei
Verabreichung eines Antikorpers von der Maus eine Immunreaktion auszulosen.
Ulich et al machten 1994 Vergleichsstudien mit E-Selektin Antikdrper und Iéslichem
E-Selektin an Rattenlungen. LPS induziert die pulmonare E-Selektin mRNA
Expression. Eine Inhibition der Auswanderung von Neutrophilen in den
bronchioalveolaren Raum konnte sowohl mit E-Selektin AK als auch mit I6slichem E-
Selektin erreicht werden. Die Antikérper muissen allerdings in groRen Mengen
zugefuhrt werden, da er schnell abgebaut wird. Mulligan et al arbeiteten mit
rekombinanten Selektin- Ig Chimeren und untersuchte deren Fahigkeit zum Schutz
vor Neutrophilen- induzierter Lungenentzindung, welche durch IgG Immunkomplexe
verursacht wurde. Er stellte fest, dass die akute entzindliche Lungenentzindung
durch L-und E-Selektine vermittelt wird und durch Gabe von E- /L-Selektin-Ig
Chimeren gebessert werden kann. Es zeigten sich Veranderungen der Permeabilitat

und Blutung. Die Herstellung scheint aber sehr aufwendig und teuer zu sein.
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Eine weitere Arbeitsgruppe beschéftigt sich mit der Suche nach sLe*- Analoga. Rao
et al fanden das Glykosid Glycyrrhizin, welches die Selektin Bindung an sLe*
blockiert. Nach Substitution der Glucuronsaure durch C-Fukose entstand ein dem
urspriinglichen sLe* Pharmacophoren sehr ahnliches Glycyrrhizin- Derivat. Dieses
Derivat ist ein effektiver Selektinblocker mit antiinflammatorischer Wirkung. Jedoch
besteht eine niedrige Affinitat zum Selektinrezeptor und Kreuzreaktionen zwischen
den drei Selektinen wurden beobachtet.

Zeisig et al. beschrieben 2003 die verminderte Tumorzelladhasion an E-Selektin
tragende Zellen durch sterisch stabilisierte Liposomen, die den s-Le* Liganden am
Ende einer PEG- Seitenkette trugen (sLe*-PEG-Liposom E). Die Adhéasion von HT29
Kolon- und Lewis lung (LL) Karzinomzellen wurde um circa 60-80% vermindert.

Der Vorteil der Liposomen besteht in der besoders hohen Flexibilitdt. Dies ermoglicht
den Liganden an der Oberflache von Liposomen Cluster auszubilden, und es kénnen
multivalente Interaktionen stattfinden.

Die Tatsache, dass sich E-Selektin auf aktivierten Endothelzellen befindet wird in den
Untersuchungen von Everts et al. (2003) ausgenutzt. Er verwendet E-Selektin
gekoppelte Antikorper als carrier-Molekul, um anti-inflammatorisch wirkende
Medikamente (Dexamethason) selektiv in aktivierte Endothelzellen einzuschleusen.
Langzeitstudien mussen noch abgewartet werden, bevor die Effektivitat beurteilt
werden kann.

Eine weitere Moglichkeit Entziindungsvorgange zu beeinflussen besteht in der
Blockierung des Komplementsystems.

Rittershaus et al verwenden 1999 den Ioslichen Komplementrezeptor Typ 1 (sCR1)
als Proteingrundgerust. Er wird in CHO-FucT Zellen exprimiert. Dies macht die
Biosynthese des sialyl Lewis x Tetrasaccharids wahrend der posttranslationalen
Glykosylierung madglich. Es entsteht das Glykoprotein sCR1-sLex, welches zur
Unterbrechung der Komplementkaskade fuhrt. AuRerdem wurde sCR1[desLHR-A]
hergestellt, es handelt sich um eine Version von sCR1, dem die C4b Bindungsstelle
fehlt. Es ist ein selektiver Inhibitor des alternativen Komplementweges (Scesney et
al.,, 1996). Diese rekombinanten Glykoproteine sollen die Komplementaktivierung
und die Selektin- vermittelten Zellinteraktionen verhindern. Im statischen
Bindungsassay fungieren die sLe* tragenden Glykoproteine als Selektinliganden und
blockieren damit die E-Selektin vermittelte Adhasion. Am Rattenmodell flr

Lungenverletzungen konnte Mulligan eine verminderte Neutrophilenanhaufung und
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Albuminextravasation feststellen (Mulligan et al., 1999). Vorteile dieses sCR1
Proteins bieten die 25 mdoglichen Glykosylierungsstellen fur N-glykosidisch
gebundene Zucker. Theoretisch kdnnte an 25 Stellen sLe* entstehen, wodurch sich
die Bindungsmoglichkeit ernorm erhoht. Die Auswertung dieser Experimente zeigt
aber, dass das Tetrasaccharid sLe* nur an 13-15 der moglichen 25
Glykosylierungsstellen des Polypeptids CR1 entstand.

Um eine effizientere Glykosylierung zu erreichen berichteten Thomas et al 2000 aus
derselben Arbeitsgruppe Uber ein Verfahren mit in vitro Glykosylation die sLe*-
Struktur auf alle N-Glykane des sCR1 zu ubertragen. Das CR1 Glykoprotein wird in
CHO-Wildtyp-Zellen produziert und durch a1,3-Fukosyltransferase VI und a2,3
Sialyltransferase ST3Gal-lll modifiziert. Dadurch konnte im Adh&sionsassay eine
zehnfach hohere Affinitat zu E-Selektin erreicht werden und eine doppelt so hohe

Menge an sLe* pro Mol Glykoprotein wurde erzielt.

4.7 E-Selektin-Blockade durch hLysll/IV-FUCTVI
Obwohl die mittlere Hemmkonzentration (IC50) von hLysll/IV-FUCTVI im Rahmen

dieser Arbeit nicht ermittelt werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass
sie unter 3,4nM liegt. Dies wurde eine bisher noch nie erreichte Spezifitdt bedeuten.
Die bisher zur Verfugung stehenden Inhibitoren haben eine IC50 im mikromolaren
Bereich. Ursachlich daflr kdonnte eine optimale Anordung die endstandigen sLex-
Liganden im Tragermolekul Lysozym sein. Um genaue Informationen uber die 3D-
Struktur von hLysll/IV-FUCTVI zu erlangen muisste eine Rdntgenstrukturanalyse
durchgefuhrt werden. Bislang steht hLysll/IV-FUCTVI daflr nicht im ausreichendem
MalRe zur Verfugung. Ein zusatzlicher Vorteil von Lysozym als Tragerprotein von
sialyl- Lewis* sind potentielle antineoplastische Eigenschaften. Dies lieR sich in
Tierversuchen nachweisen. In mehreren Studien wurde eine Reduktion der
TumorgroRe festgestellt, so zum Beispiel bei Mausen mit Lewis-Lungenkarzinom
(Sava et al., 1989).

Das rekombinante Glykoprotein (hLysll/IV-FucTllIl-VII) hat ein Molekulargewicht bis
35 kDa und ist damit um ein Vielfaches groRer als das Tetrasaccharid sLe*.
Niedermolekulare Substanzen (< 30 kDa) werden frei aus dem Glomerulum filtriert.
Sialyl-Lewis™ kann die Kapillarschlingen unbehindert passieren und wird aus dem

Blutkreislauf eleminiert. Stoffe mit hdherem Molekulargewicht werden beim Durchtritt
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behindert. In der dreischichtigen Basalmembran werden Teilchen mit einem
Molekulargewicht von ~ 200 kDa reflektiert. Die Schlitzporen der Podozyten halten
Stoffe von > 65 kDa zurlck. Die Basalmembran und die Schlitzporen sind reich an
sialinsaurehaltigen  Proteoglykanen und Glykoproteinen. Diese negativen
Wandladungen bedingen, dass polyanionische Makromolekule die Wand weniger gut
passieren konnen. Dies trifft fur das rekombinante Glykoprotein zu. Der
Siebkoeffizient ([X]riirat/ [X]rlasma) betragt fur Myoglobin mit dem Molekulargewicht von
17 kDa 0,75, fur Eieralbumin mit dem Molekulargewicht von 43,5 kDa 0,22. Bei
einem 35 kDa schweren Molekll schatzt man einen Siebkoeffizienten von 0,4. Fur
die Berechnung der Siebkoeffizieten werden allerdings zusatzlich die Daten des
Molekulradius und Molekulgrofle bendtigt (Schmidt, 1997), die hier nicht vorliegen.
Lysozym hat eine Halbwertszeit im Korperkreilauf von vier Stunden, schon 20
Minuten nach Injektion wird es in der Niere aufgenommen (Haas et al., 1997). Fur
eine verbesserte Retention des Lysozym im Korperkreislauf konnte in Zukunft ein
Plasmid hergestellt werden, welches die cDNA fur glykosyliertes Lysozym mehrmals
enthalt. Dadurch entsteht ein (Fusions-) Glykoprotein mit erhOhtem
Molekulargewicht. Dieses hohere Molekulargewicht verhindert eine glomerulare
Filtration und verbleibt langer im Korper. Zusatzlich wurde die Anzahl der moglichen
Glykosylierungsstellen vergroRert und die Moglichkeit der sLe* Entstehung erhoht.
Ein weiterer Vorzug des Lysozym ist, dass es sich um ein korpereigenes Protein
handelt und deshalb keine oder nur eine geringere Immunreaktion hervorruft. Die
Herstellung ist einfach, es bedarf keiner aufwendigen Gerate. Das Glykoprotein kann
auch in grof3er Menge durch einfache Zellkultivierung hergestellt werden.

Wegen Nebenwirkungen von Lysozym auf den Blutdruck untersuchte Haverdings et
al. die optimale Verabreichung von Lysozym. Nach Bolusinjektion wurde ein
betrachtlicher  tubularer Lysozymverlust im Urin und kardiovaskulare
Nebenwirkungen festgestellt. Es bietet sich eine kontinuierliche i.v. Lysozymgabe an,

bei der nur eine geringe Blutdrucksteigerung zu bemerken war.
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4.8 Ausblick

Um das Glykoprotein FucTVI-hLysll/IV in grélieren Mengen herstellen zu kénnen
muld noch eine stabile Transfektion des hLysll/IV-Plasmids in CHO-FUVTVI-Zellen
erfolgen. Die Kolonkarzinomzellinien Colo206 und SW480 sollten ebenfalls stabil
transfiziert werden. Es werden Zelllinien entstehen, die dauerhaft das gewunschte
Glykoprotein produzieren. Der Nachweis von sLe*-Strukturen kann durch die
Anwendung weiterer Antikérper im Western-Blot und/oder nach radioaktivier
Markierung, z.B. mit **S noch erfolgreich durchgefiihrt werden. Die genaue Analyse
der Zuckerketten der beider Glykosylierungsstellten sollte jedoch noch erfolgen, z.B.
mittels MALDI-TOF. Die IC50 von hLysll/IV-FUCTVI mufd ermittelt werden. Dazu
kann es sinnvoll sein CHO-E-Selektin-Zellen fur den Adhasionsversuch zu
verwenden, da mit E-Selektininhibitoren nur eine 30%ige Adhasionsblockade in
HUVEC zu erreichen ist. Zusatzlich kann ein Versuch mit einer ,FluBkammer®
erfolgen, bei der die Hemmkapazitat von hLysll/IV-FUVTVI, -SW480 und -Colo206
im Blutfluly simuliert werden kann. Nach erfolgreicher Durchfiihrung dieser Versuche
kann die antiinflammatorische und antimetastastische Potenz im Tierversuch weiter

analysiert werden
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch transiente Transfektion finf rekombinante
Glykoproteine (hLysll/IV-FUCTIII-VII) dUberexprimiert und aufgereinigt. Durch
hLysll/IV-FUCTVI konnte die Zelladhasion von U937 an HUVEC-Zellen signifikant
gehemmt werden. Die Wirkung wird wahrscheinlich durch eine Interaktion zwischen
dem sLe*-Antigen und dem E-Selektin-Rezeptor vermittelt. Die Fucosyltransferase VI
ermoglicht die Bildung von endstdndigen sLe*-Antigenen an den
Polylaktosaminsettenketten von hLysll/IV. Die Interaktion von hLysll/IV-FUCTVI und
E-Selektin ist hochspezifisch. Bereits in einer Konzentration von 3,4nM ist eine
komplette Blockade der E-Selektin Rezeptoren erreicht. Die bisher zur Verfigung
stehenden E-Selektin-Inhibitoren mussen in mikromolarem Malstab eingesetzt
werden. Auch durch eine Transfektion der Kolonkarzinomzellinien SW480 und
Colo206 konnten Lysozymmutanten hergestellt werden, mit denen eine signifikante
Adhasionsblockade mdglich ist. Die Spezifitat war dabei ahnlich gut wie bei hLysll/IV-
FUCTVI. Man kann sich hLysll/IV-FUCTVI, -SW480 und Colo206 als potentielle
therapeutische Substanzen vorstellen, die zum Beispiel zur Entzindungs- oder

Metastasierungshemmung eingesetzt werden.
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7. Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

Asn Asparagin

CDNA Copy Desoxyribonukleinsaure

CHO- Zellen chinese hamster ovary cells

DMSA Dimethylsulfoxid

ELISA enzyme linked immuno sorbent assay
et al und andere (et aliter)

Fuc Fukose

FucT Alpha (1,3)-Fukosyltransferase

Gal Galaktose

GFP green fluorescence protein

GIcNAc N-Acetylglukosamin

HEV Hohe endotheliale Venolen in lymphatischen Geweben
hLysll/IV humane Lysozym- Mutante II/IV
HUVEC human umbilical vein endothelial cell
IgG Immunglobulin

IL Interleukin

KBE “Kolonie bildende Einheit”

KBp Kilobasenpaare

Kda Kilodalton

Lamp ,Lysosomal membrane proteins*

Le Lewis x

Lys Lysozym

Man Mannose

MEM “‘modified eagle medium”

NeuNAc N-Acetylneuraminsaure (Sialinsaure)
oD Optische Dichte= Extinktion

PBS ,phosphat buffered saline”

Rpm Rotations per minute

SDS Natriumdodecylsulfat

sLe? sialyl Lewis a

sLe® sialyl Lewis x

SW-480, Colo 206, Colo
678, Cx-1

Kolonkarzinomzelllinien

TBS “tris buffered saline”

TEMED N,N,N" N’- Tetramethylethylendiamin
Thr Threonin

Tris Trishydroxymethan

U Unit= Enzymeinheit

U937 humane histocytische Lymphomzelllinie
VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule

WT Wildtyp
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