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Abstract

In bestimmten klinischen Situationen, etwa nach einer Ischamie mit nachfolgender
Reperfusion (Myokardinfarkt) oder bei der Entwicklung einer Schocklunge, kann
es zu einer uberschiel3enden Extravasation von Leukozyten in das umliegende
Gewebe kommen, die eine zusatzliche Gewebeschadigung hervorruft. In
Tierexperimenten lie3en sich durch eine pharmakologische Blockade des
Adhasionsmolekiils L-Selektin (CD62L) protektive Effekte erzielen, in dem der
durch die Leukozyten bedingte sekundare Gewebeschaden reduziert oder sogar
ganz verhindert wurde. Zur Entwicklung von klinisch einsetzbaren L-Selektin-
Antagonisten wurde hier als Zielsetzung nach einem Assayverfahren gesucht, mit
dem sich in kleinen Probenvolumina und mit hohen Durchsatzzahlen die relative
Wirksamkeit von L-Selektin-Antagonisten quantifizieren lasst. Als Korrelat der L-
Selektin-abh&angigen Bindung von Leukozyten an bereits wandstandig arretierte
Leukozyten wurde dazu die homotypische Aggregation von humanen
Granulozyten unter Scherkraftbedingungen in vitro naher untersucht. Nach
Optimierung zahlreicher Variablen konnte mit Hilfe dieses Assayverfahren in
spezifischer Weise die in vitro-Aggregatbildung von humanen neutrophilen
Granulozyten durch Antikdrper gegen L-Selektin und l6sliches L-Selektin
vermindert werden. Saure Kohlenhydratpolymere mit L-Selektin-bindenden
Eigenschaften (Fucoidin, hochmolekulares Dextransulfat, Heparine) liel3en
ebenfalls eine Hemmung der Aggregation erkennen. Allerdings gestaltete sich der
Aggregationsassay mit menschlichen neutrophilen Granulozyten, trotz
Entwicklung eines durchfluRzytometrischen Auswertungsverfahrens, als sehr
arbeitsaufwendig und erlaubte letztlich nur einen geringen Probendurchsatz.
Insgesamt ist das Verfahren der homotypischen Aggregation mit frisch isolierten
humanen Granulozyten fir ausgewahlte experimentelle Fragestellungen
einsetzbar, wahrend seine Brauchbarkeit fir grof3ere Serienuntersuchungen

verneint werden muss.

Schlagworte: L-Selektin — Leukozyten — homotypische Aggregation — Adheasionsmolekile



Abstract

Ischemia followed by reperfusion, as happens in myocardial infarction, or the
development of acute respiratory distress syndrome, are associated with a
exaggerated extravasation of leukocytes into the surrounding tissue , which may
cause severe bystander damage. In animal models of these diseases,
pharmacological blockage of the leukocyte adhesion molecule, L-selectin
(CD62L), has been shown to be partially protective by reduction or inhibition of
leukocyte-mediated secondary tissue damage. The aim of this project was the
development of an in vitro assay to investigate the relative effectiveness of
potential L-selectin antagonists. Ideally, the assay should require low sample
volumes and allow for measurements of larger series of reagents. The assay
system investigated was based on the homotypic granulocyte aggregation under
shear stress, which mimics the L-selectin-dependent adhesion of leukocytes to
previously arrested neutrophils on vascular endothelium. After optimizing
numerous variables of the aggregation assay, the requirement of L-selectin for the
homotypic granulocyte aggregation induced was demonstrated by inhibition
experiments using soluble L-selectin or monoclonal antibodies directed against the
lectin domain of L-selectin. Several carbohydrate polymers with L-selectin binding
properties, such as the seaweed-derived fucose polymer fucoidin, high-molecular-
weight dextran sulfate or heparin, also inhibited neutrophil aggregation in a dose-
dependent fashion. However, despite employing a flow cytometry-based read-out
technique, the assay remained extremely labor intensive, precluding investigations
of extended series. Therefore, the homotypic aggregation experiments with freshly
isolated human granulocytes remains a useful tool to further evaluate specific
guestions of L-selectin dependent adhesion processes, but it is not apt for transfer
into routine laboratories.

Keywords: L-Selectin — Leukocytes — homotypic aggregation — adhesion molecules
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1 Verzeichnis wiederkehrender Abklirzungen

ARDS
BSA
CD
CD11/CD18
CD62L
EDTA
FCS
FITC
fHP
fMLP
HEV
ICAM-1
mADb
NaN3

PBS

PMA
PSGL-1
sCD62L
SD

TNF

Acute Respiratory Distress Syndrome

Bovine serum albumin, Rinderserumalbumin

Cluster of Differentiation

b,-Integrine

L-Selektin

Athylen-diamin-tetra-acetat

Fetal calf serum, foetales Kalberserum

Fluorescein-iso-thio-cyanat

formyl-Hexapeptid
formyl-(Met-Leu-Phe)-Tripeptid

High Endothelial Venules

Intercellular Cell Adhesion Molecule 1

monoclonal Anti-body

Natrium-Azid

Phosphate-buffered saline,

phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlésung

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat

P-Selectin Glycoprotein Ligand-1

soluble (I6sliches) L-Selektin

Standardabweichung

Tumor-Nekrose-Faktor



2 Zusammenfassung

Der Ubertritt von Leukozyten aus den BlutgefaRen in das umliegende Gewebe ist
von grof3er Bedeutung bei der Infektabwehr im Rahmen von akuten und
chronischen Entziindungs-vorgangen. In bestimmten klinischen Situationen, etwa
nach einer Ischamie mit nachfolgender Reperfusion oder bei der Entwicklung einer
Schocklunge, kann es zu einer GiberschieRenden Extravasation von Leukozyten in
das umliegende Gewebe kommen, die eine zusatzliche Gewebeschadigung
hervorruft. Werden im Tierexperiment bestimmte Adhasionsmolekiile, die bei der
Extravasation von Leukozyten aus den Gefaf3en eine Rolle spielen,
pharmakologisch blockiert, l&f3t sich damit der Leukozyten-bedingte sekundéare
Gewebeschaden reduzieren oder sogar ganz verhindern. Insbesondere gilt dies
fur die Blockade des Leukozyten-Adhasionsmolekiils L-Selektin (CD62L), das zu
Beginn der Extravasationskaskade eine reversible Bindung der Leukozyten an das
Endothel der GefalRwand oder an bereits dort arretierte Leukozyten vermittelt.
Diese L-Selektin-vermittelte reversible Bindung wird nachfolgend durch andere
Adhasionsmolekiile, insbesondere CD11/CD18-Integrine, stabilisiert und mindet
schlielich in einem festen Aneinanderhaften der Zellen.

Zur Entwicklung von klinisch einsetzbaren L-Selektin-Antagonisten wurde
als Zielsetzung der vorgelegten Arbeit nach einem Assayverfahren gesucht, mit
dem sich in kleinen Probenvolumina und mit hohen Durchsatzzahlen die relative
Wirksamkeit von L-Selektin-Antagonisten quantifizieren laf3t. Als Korrelat der L-
Selektin-abh&angigen Bindung von Leukozyten an bereits wandstandig arretierte
Leukozyten wurde dazu die homotypische Aggregation von humanen
Granulozyten unter Scherkraftbedingungen naher untersucht.

Der Versuchsaufbau basiert auf der Ausbildung von homotypischen
Aggregaten von Leukozyten, die in einem 12 x 80 mm Reagenzglas durch die
Aktion eines Rihrmagneten einer variablen Scherkraft unterworfen werden. Die
Aggregatbildung tritt ca. 20-60 Sekunden nach Zugabe von Ca?*- und Mg*-lonen
sowie eines Aktivators auf . Nach Optimierung zahlreicher Variablen zeigte das
bisher im wesentlichen nur von einer Arbeitsgruppe in den USA angewandte
Verfahren ein fur L-Selektin-abh&ngige Adhasionsprozesse typisches
Scherkraftoptimum und eine nahezu komplette Hemmung durch Entzug
zweiwertiger Kationen, die ebenfalls fur L-Selektin-abhangige Adh&sionsprozesse



typisch ist. In spezifischer Weise wurde die Aggregatbildung von humanen
neutrophilen Granulozyten durch Antikorper gegen L-Selektin und losliches L-
Selektin vermindert. Saure Kohlenhydratpolymere mit L-Selektin-bindenden
Eigenschaften (Fucoidin, hochmolekulares Dextransulfat, Heparine) liel3en
ebenfalls eine Hemmung der Aggregation erkennen.

Wahrend sich die Eingangs gestellte Anforderung eines geringen
Probenvolumens fir die Beurteilung von Substanzen, die derzeit nur in kleinen
Mengen aufgereinigt zur Verfiigung stehen, im Versuchsaufbau verwirklichen lief3,
gestaltete sich der Aggregationsassay mit menschlichen neutrophilen
Granulozyten trotz Entwicklung eines durchfluf3zytometrischen
Auswertungsverfahrens als sehr arbeitsaufwendig und erlaubte letztlich nur einen
geringen Probendurchsatz. Erschwerend kam eine starke Spenderabhangigkeit
der jeweiligen Granulozytenpraparation hinzu. Zellen der L-Selektin
exprimierenden T-Zell-Linie Jurkat, die statt frisch isolierter Granulozyten
eingesetzt wurden, zeigten ebenfalls eine L-Selektin-abhangige Aggregation, die
jedoch starken Schwankungen im Rahmen der Zellkultur unterworfen war. Die
Messung der EDsp-Werte fir eine Reihe von L-Selektin-Antagonisten zeigte aber
fur frisch isolierte Granulozyten und Jurkat-Zellen im Rahmen einer Zehnerpotenz
ahnliche Werte. Interessanterweise liel3 sich die Aggregation von Granulozyten
durch Antikdrper gegen CD11/CD18-Integrine nahezu vollstandig hemmen, nicht
jedoch die von Jurkat-Zellen.

Wahrend insgesamt das Verfahren der homotypischen Aggregation sowohl
mit frisch isolierten humanen Granulozyten als auch mit Jurkat-Zellen fir
ausgewahlte experimentelle Fragestellungen einsetzbar ist, mul3 seine
Brauchbarkeit fur grof3ere Serienuntersuchungen verneint werden.



3 Einleitung
3.1 Einfuhrung

Die Interaktion des Leukozyten-Adh&sionsmolekiils L-Selektin mit verschiedenen
Kohlenhydratstrukturen auf Endothelzellen und anderen Leukozyten steht am
Anfang einer Kaskade, die zur Extravasation der Leukozyten fuhrt. Diese
Extravasation der Leukozyten ist fir zwei wesentliche Vorgange der
korpereigenen Immunabwehr erforderlich:

(1) Fur die Rekrutierung von Leukozyten in chronische und akute
Entztindungsherde und

(2) fur das Rezirkulieren von Lymphozyten, die aus dem Blut in Lymphknoten und
lymphatisches Gewebe, wie Peyer'sche Plaques, tbertreten (,Homing"), um
diese sekundaren lymphatischen Organe tber den Lymphweg dann wieder zu
verlassen.

Beide Prozesse sind L-Selektin vermittelt und fuhren bei gleicher
Kaskadenabfolge zu einer Diapedese in das darunterliegende Endothel *2.

Im postkapillaren Strombett kann L-Selektin eine reversible Bindung
flieRender Leukozyten an das GefaBwandendothel initiieren ®. Dabei handelt es
sich nicht nur um eine Bindung an aktiviertes oder spezialisiertes Endothel *”,
sondern auch um eine Bindung an andere, bereits arretierte Leukozyten ® und
immobilisierte Thrombozyten * *°. D.h. auch weiter lumenwarts befindliche
Leukozyten werden von arretierten Leukozyten rekrutiert und in den
Migrationsprozeld mit einbezogen. Dieser Teilprozess der Kaskade wird als
homotypische Aggregation bezeichnet *. Durch den Kontakt von L-Selektin mit
korrespondierenden Kohlenhydratstrukturen kommt es zu einem dramatischen
Abbremsen der Leukozyten auf weniger als 1 % der Ausgangsgeschwindigkeit °.
Dies ist die Voraussetzung fiir einen definitiven Stopp der Leukozyten **, der durch
die Wechselwirkung von Adhasionsmolekuilen der Integrin- und Immunglobulin-
Superfamilie vermittelt wird. Der Bremskontakt mit der GefaBwand (,Rolling“) mit
anschlieBender Extravasation ist vor allem im Stromgebiet der postkapillaren
Venulen von Lymphknoten, Mesenterium und Haut zu beobachten, wo die
FluRgeschwindigkeiten ihren niedrigsten Wert erreichen. In anderen Organen, so
z.B. Gehirn oder Lunge, findet die entziindungsassoziierte Extravasation im
Bereich der Kapillaren statt *2.
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Vitalmikroskopisch betrachtet, scheinen die abgebremsten Leukozyten an
der GefaRwand entlangzurollen (“Rolling) &, ein Vorgang, von dem man weiR, daR
er in den meisten Fallen auf der Interaktion von Selektinen mit ihren Liganden
beruht *® 13 Dieses "Rolling" ist zunachst reversibel - nur, wenn der Leukozyt ein
zusatzliches Signal erhalt, kommt es zum definitiven Stopp. Dieses Signal kann
vermittelt werden durch die Interaktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren " **
mit chemotaktischen Stoffen ** oder durch Kreuzvernetzung von L-Selektin-
Molekiilen **%°: beide Signalwege wirken synergistisch . Innerhalb weniger
Sekunden kommt es dabei zu einer Aktivierung von Integrinen (CD11a,b/CD18)
auf der Leukozytenoberflache (quantitative und qualitative Integrin-
Hochregulation), durch die sich ihre Affinitat fir die entsprechenden Liganden so
stark erhoht, daR aus dem ,Rolling” ein vollstandiges Anhalten wird %> 23, Das ist
die Voraussetzung fur die nachfolgende Diapedese, die einen Zeitraum von bis zu
10 Minuten in Anspruch nehmen kann und fiir die andere Interaktionen

verantwortlich sind.

Rolling

Abb. 1: Darstellung der Migrationskaskade von peripheren Leukozyten

Aufgrund der sequentiellen Abfolge von Selektin-abhdngigem Abbremsen und
Integrin-gesteuertem Stopp unterbleibt die gesamte nachgeordnete Kaskade der

Diapedese, wenn einer der beiden vorangehenden Schritte blockiert wird ® 242°,

11



Die Extravasation neutrophiler Granulozyten erfolgt nur auf
Entziindungsreize hin. So bewirken z.B. im mesenterialen Strombett schwache
Stimuli zunéchst P- und L-Selektin vermitteltes Abbremsen passierender
Leukozyten. Bei starkeren Stimuli, die mit der Freisetzung von Zytokinen wie
TNFa verbunden sind, ist die Abbremsphase fast ausschliel3lich L-Selektin-
abhangig #’. So laRkt sich die Ansammlung von Granulozyten in akuten
Entziindungsherden durch L-Selektin-Blockade mit monoklonalen Antikérpern
weitgehend und durch kombinierte L- und P-Selektin-Blockade vollstéandig
unterbinden #*-*°, Die Einwanderung von Lymphozyten in chronische
Entziindungsherde wird durch gegen L-Selektin gerichtete monoklonale Antikdrper
ebenfalls stark reduziert *. Dariiber hinaus vermittelt lymphozytares L-Selektin
das auch in Abwesenheit jeglicher inflammatorischer Stimuli stattfindende
Zirkulieren von Lymphozyten in Lymphknoten (L-Selektin gilt deshalb als der
klassische ,Homing-Receptor“) sowie in geringem Mal3e auch in organisiertes
mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe 3. Die L-Selektin vermittelte
Lymphozyten-Extravasation in sekundare lymphatische Organe ist beschrénkt auf
spezialisierte postkapillare GefaRe (high endothelial venules, HEV) *?, wahrend die
Granulozytenextravasation sowohl in postkapillaren Venulen als auch in Kapillaren
stattfinden kann *2.

3.2 Problemstellung

Eine L-Selektin-Blockade kann immer dann klinisch sinnvoll sein, wenn eine
Uberschief3ende Leukozytenextravasation mit einer zusatzlichen Schadigung des
Gewebes verbunden ist. Die Aktivitat neutrophiler Granulozyten im
Gewebeverband fuhrt zu erheblichen Zellschaden und kann so eine Entziindung
unterhalten bzw. aggravieren **. Bei einer Reihe von akuten inflammatorischen
Prozessen ist die Wirksamkeit intravends verabreichter L-Selektin-Antagonisten
tierexperimentell inzwischen gut belegt. Dartiber hinaus ist die Verabreichung von
L-Selektin-Antagonisten ein interessanter Ansatzpunkt bei chronischen
Entziindungsprozessen aus dem Formenkreis der Autoimmunkrankheiten oder zur

Verhinderung oder Behandlung einer Transplantatabstof3ung.

Tierversuche deuten darauf hin, dal3 eine voribergehende L-Selektin-

Blockade in bestimmten Situationen medizinisch sinnvoll und méglich ist.
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Zwischen der durch die Grundlagenforschung erfolgten Aufklarung der
Mechanismen, die die Leukozytenextravasation regulieren, und der Abklarung des
Nutzungspotentials pharmakologischer L-Selektin-Antagonisten einerseits, sowie
der Entwicklung zuklnftig einsetzbarer Substanzgruppen andererseits, klafft aber
eine betrachtliche Licke. Im Tierversuch eingesetzte pharmakologische L-
Selektin-Antagonisten bedurften vor einem etwaigen Einsatz beim Patienten einer
gezielten Fortentwicklung, was wiederum eine Erweiterung unserer Kentnisse der
Struktur-Wirkungs-Zusammenhange erforderlich macht. Sehr wenig Informationen
gibt es bisher Uber die L-Selektin-Liganden auf Leukozyten, die die homotypische
Aggregation und die Interaktion von im Blutstrom bewegten Leukozyten mit bereits
an der GefalRwand arretierten Leukozyten vermitteln.

Wahrend fiir die Eruierung physiologischer L-Selektin-Funktionen und
potentieller therapeutischer Indikationen zur L-Selektin-Blockade
tierexperimentelle Arbeiten unverzichtbar sind, eignen sich solche Modelle nicht
zur Bestimmung der relativen Potenz von Molekilen, die mit der L-Selektin-
Kohlenhydratinteraktion funktionell interferieren. Hierfur sind Verfahren nétig, die
in verhaltnismaRig kurzer Zeit die Bearbeitung einer gré3eren Anzahl von Proben
zulassen und dabei mgglichst auch mit kleinen Mengen in Losung befindlicher
Substanzen unter physiologischen Pufferbedingungen auskommen. Damit besteht
die Notwendigkeit fur ein in vitro Testsystem, um mit dessen Hilfe den Einfluf3
gezielter chemisch oder molekularbiologisch durchgefiihrter Veranderungen an L-
Selektin-Antagonisten bzw. Kompetitoren rasch abschatzen und detaillierte Dosis-
Wirkungskurven aufstellen zu kdnnen. Mittelfristig ist es dartber hinaus
erforderlich, eventuelle Wirkungsverluste bei einer pharmazeutischen Aufarbeitung
von L-Selektin-Antagonisten qualitativ wie quantitativ zu erfassen.

3.3 Fragestellung

Eine L-Selektin-Blockade kann immer dann klinisch sinnvoll sein, wenn eine
Uiberschief3ende Leukozytenextravasation mit einer zusatzlichen Schadigung des
Gewebes verbunden ist. Die Aktivitat neutrophiler Granulozyten im
Gewebeverband fuhrt zu erheblichen Zellschaden und kann so eine Entziindung
unterhalten bzw. aggravieren 3. Bei einer Reihe von akuten inflammatorischen
Prozessen ist die Wirksamkeit intravends verabreichter L-Selektin-Antagonisten

tierexperimentell inzwischen gut belegt. Dartiber hinaus ist die Verabreichung von
13



L-Selektin-Antagonisten ein interessanter Ansatzpunkt bei chronischen
Entziindungsprozessen aus dem Formenkreis der Autoimmunkrankheiten oder zur
Verhinderung oder Behandlung einer Transplantatabstof3ung.

Tierversuche deuten darauf hin, dal3 eine voribergehende L-Selektin-
Blockade in bestimmten Situationen medizinisch sinnvoll und méglich ist.
Zwischen der durch die Grundlagenforschung erfolgten Aufklarung der
Mechanismen, die die Leukozytenextravasation regulieren, und der Abklarung des
Nutzungspotentials pharmakologischer L-Selektin-Antagonisten einerseits, sowie
der Entwicklung zuklnftig einsetzbarer Substanzgruppen andererseits, klafft aber
eine betrachtliche Licke. Im Tierversuch eingesetzte pharmakologische L-
Selektin-Antagonisten bedurften vor einem etwaigen Einsatz beim Patienten einer
gezielten Fortentwicklung, was wiederum eine Erweiterung unserer Kentnisse der
Struktur-Wirkungs-Zusammenhange erforderlich macht. Sehr wenig Informationen
gibt es bisher Uber die L-Selektin-Liganden auf Leukozyten, die die homotypische
Aggregation und die Interaktion von im Blutstrom bewegten Leukozyten mit bereits
an der GefalRwand arretierten Leukozyten vermitteln.

Wahrend fiir die Eruierung physiologischer L-Selektin-Funktionen und
potentieller therapeutischer Indikationen zur L-Selektin-Blockade
tierexperimentelle Arbeiten unverzichtbar sind, eignen sich solche Modelle nicht
zur Bestimmung der relativen Potenz von Molekilen, die mit der L-Selektin-
Kohlenhydratinteraktion funktionell interferieren. Hierfur sind Verfahren nétig, die
in verhaltnismanig kurzer Zeit die Bearbeitung einer gré3eren Anzahl von Proben
zulassen und dabei mdglichst auch mit kleinen Mengen in Losung befindlicher
Substanzen unter physiologischen Pufferbedingungen auskommen. Damit besteht
die Notwendigkeit fur ein in vitro Testsystem, um mit dessen Hilfe den Einfluf3
gezielter chemisch oder molekularbiologisch durchgefiihrter Veranderungen an L-
Selektin-Antagonisten bzw. Kompetitoren rasch abschatzen und detaillierte Dosis-
Wirkungskurven aufstellen zu kdnnen. Mittelfristig ist es dartber hinaus
erforderlich, eventuelle Wirkungsverluste bei einer pharmazeutischen Aufarbeitung
von L-Selektin-Antagonisten qualitativ wie quantitativ zu erfassen.
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4 Methoden
4.1  Verwendete AntikOrperpraparationen (DREG 200 Fab)

Die Hybridoma-Zellkulturen werden in Hybridoma-Medium+Glutamax Il gehalten.
Bei Gewinnung der Antikdrper-Losung wird das gesamte Volumen der
Gewebekulturflasche bis auf 5 ml in 50 ml Falcon-R6hrchen tberfiihrt. Die Falcon-
Rohrchen werden 20 min bei 2500 U/min ohne Bremse zentrifugiert. Der
Uberstand (jeweils 200 ml) wird in ein Sammelgefal gegeben und mit 1 ml 20 %
NaN3 versetzt. Der Kulturiiberstand wird mit sterilen Einmalfilterhaltern (2p)
sterilfiltriert. AnschlieBend lauft die gesamte Menge Uberstand iber eine Protein
G-Sepharose 4 Fast Flow-Saule (Fa. Pharmacia Biotech) bei 4°C. Nachfolgend
wird die Saule mehrfach mit Bindungspuffer (0,02 M Na-P-Puffer, 0,005 % NaNs,
ph 7,0) gewaschen. Danach werden je 4 ml mit 0,1 M Gly-HCI (pH 2,6-2,7) eluiert
sowie in 4 ml Fraktionen aufgefangen und sofort mit je 300pl Tris-Puffer (0,1 M
Tris-HCI, pH 9,0) neutralisiert. Jede Fraktion wird sofort gevortext und bei 280 nm
wird in einer UV-Kuvette die optische Dichte gemessen. Die proteinhaltigen
Fraktionen werden gepoolt und durch Ultrafiltration Gber Centriplus-50 Einheiten
(Amicon) konzentriert und in PBS+NaNs;+PMSF-Puffer tberfuhrt. Die gepoolten
Fraktionen werden bei 4°C und 4000 U/min zentrifugiert bis das Volumen in den
Einheiten deutlich verringert ist. Das Zentrifugat wird dann verworfen und die
obere Hulse wird mit PBS-PMSF-Puffer aufgefullt. Der Waschvorgang wird
insgesamt zweimal vorgenommen. Wenn nur noch 1-2 ml in der oberen Hilse
vorhanden sind, entfernt man den unteren Teil der Centriplus-Concetrator-
Einheiten, setzt auf den oberen Teil den dazugehdrigen konischen Aufsatz und
stellt die Einheit mit dem Konus nach unten erneut in die Zentrifuge. Anschlielend
wird die Einheit bei 4°C fur 8 min bei 400 U/min zentrifugiert und eine
Volumenbestimmung durchgefiihrt. Die Proteinbestimmung erfolgt nach der BCA-
Methode (PIERCE, Kat.-Nr. 23225) mit BSA als Proteinstandard. Dabei kann die
Proteinbestimmung durch Umrechnung der Einsatzmengen in Mikrotiterplatten
durchgefuhrt werden. Die Proteinstandards und Antikorper-
Konzentratverdiinnungen werden mit PMSF-Puffer angesetzt. Die Messung erfolgt
bei 570 nm.

Die Fab-Fragment-Praparation erfolgte ausgehend von je 5 mg
monoklonalen Antikérper nach Konzentrieren auf ca. 10 mg/ml und Umpuffern in

20 mM Phosphatpuffer (pH 7.0, 10 mM EDTA) durch Ultrafiltration durch Centricon
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30-Einheiten (Amicon) nach der Vorschrift und mit dem ImmunoPure Fab-
Praparation-Kit (Kat.-Nr- 44885X) von Pierce (3 h Verdauungsdauer bei 37°C mit
Papain unter Rotieren). Die Ausbeuten an isolierten Fab-Fragmenten (nach
Entfernung unverdauter IgG’s und der Fc Fragmente durch Protein A-Affinitats-
Chromatographie) betrug 63 %. Die Reinheit der Fab-Fragmente und der zeitliche
Ablauf der Papainspaltung wurden durch SDS-PAGE in 12,5 % Acrylamidgelen in
Gegenwart von [3-Mercaptoathanol/Farbung durch Coomassie (PhastSystem,
Pharmacia LKB) geprift. Alle Proteinbestimmungen erfolgten nach der BCA-
Methode (PIERCE, Kat.-Nr. 23225) mit BSA als Proteinstandard.

4.2 Untersuchungsmaterial und Zellgewinnung

Fir alle experimentellen Untersuchungen wurde als humanes Ausgangsmaterial
fur die Gewinnung von neutrophilen Granulozyten entweder frisch gewonnenes
Cubitalvenenblut gesunder Erwachsener oder Buffy coats, die bei der
Verarbeitung von Spenderblut anfallende leukozytenreiche Interphase zwischen
Plasma und Erythrozytenkonzentrat, eingesetzt.

Buffy coats werden in 15 ml Falcon-R6hrchen gefullt und sedimentieren ca.
2 h im Wasserbad bei 37°C. Anschlie3end wird das leukozytenreiche Plasma mit
einer Pasteur-Pipette vorsichtig abgenommen. Das leukozytenreiche Plasma wird
dann dreimal mit Tyrode-L6sung bei 1200 U/min und 22°C fur 10 min gewaschen.
Das Sediment in 25 ml Tyrode-Lsg. wird auf eine 15 ml Ficoll-Paque-L&sung
aufgetragen und bei 2100 U/min, 22°C fur 30 min ohne Bremse zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation befinden sich die Granulozyten mit kontaminierenden
Erythrozyten im Sediment des 50 ml Falcon-Rohrchen. Das Trennmedium und die
Lymphozyten werden abgesaugt. Die Granulozyten werden anschliel3end bei
2100 U/min, 5 min mit RPMI 1640 bei 22°C gewaschen. Die kontaminierenden
Erythrozyten werden hypoton lysiert. Dazu wird die Zellsuspension (max. 2 ml) mit
50 ml pyrogenfreiem Wasser 20 s geschwenkt und anschlielend wird mit 2,63 ml
20 x PBS-Lsg. wieder die Isotonie hergestellt. Die Granulozyten werden wiederum
gewaschen, danach gezahlt und in sterilen 12 x 75mm-Polysterol-Réhrchen in
Tyrode-Lsg. zu 1,0 x 10’ Zellen/ml resuspendiert.

L-Selektin expremierende humane Jurkat-Zellen aus einer T-Zell-Leukamie-
Linie (CD4") werden aus einer Kultur in glutaminhaltigem RPMI 1640 mit 10 %
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FCS gewonnen. Die Jurkat-Zellen werden zweimal mit RPMI 1640 bei 2100
U/min, 5 min bei 22°C gewaschen. Anschliel3end werden die Jurkat-Zellen bei
2100 U/min, 5 min mit Tyrode-Lsg. bei 22°C gewaschen. Die Jurkats werden dann
ebenfalls gez&hlt und zu 1,0 x 10 Zellen/ml in sterilen 12 x 75 mm Polysterol-
Roéhrchen resuspendiert.

4.3 Der homotypische Aggregationsassay

Die skizzierten Anforderungen sollten von dem im folgenden beschriebenen
Aggregationsassay erfullt werden. Als Vorlage diente ein Assayverfahren der
homotypischen Aggregation zur Messung der L-Selektin-abhangigen
interleukozytaren Adhéarenz unter Scherkraftbedingungen, der von der
Arbeitsgruppe um Sklar etablierte wurde **. In Gegenwart von Scherkraften kommt
es bei 37°C nach Kontakt mit chemotaktischen Stimuli binnen 30-60 s zu einer
innerhalb von ca. 6 min reversiblen homotypischen Aggregatbildung humaner
neutrophiler Granulozyten. Dieses Phanomen diirfte als Aquivalent der in vivo zu
beobachtenden Abbrems- und Rollphase von Leukozyten an bereits wandstandig

arretierte Leukozyten zu werten sein.

Das Assayverfahren der homotypischen Aggregation zur Messung der L-
Selektin-abhangigen interleukozytaren Adharenz unter Scherkraftbedingungen
wurde mit Modifikationen eingesetzt. Diese Modifikationen betreffen:

(1) den alternativen Einsatz der L-Selektin expremierenden humanen T-Zell-
Leukamielinie Jurkat statt von frisch praparierter Granulozyten

(2) die Farbung der Zellen mit Acridin-Orange oder alternativ mit CMFDA und
LDS 751 zur Optimierung der Darstellung der Aggregate im FACScan-
DurchfluRzytometer

(3) die Fixierung der Zellen mit Glutaraldehyd nach erfolgter Aggregation bzw.
Sofortmessung nach erfolgter Aggregation im FACScan-Durchflul3zytometer.

Frisch aus Buffy coats gewonnene Granulozyten oder Jurkat-Zellen aus
einer Kultur in glutaminhaltigem RPMI 1640 mit 10 % FCS wurden fur 2 min mit
0,5 mg/ml Acridin-Orange gefarbt, zweimal gewaschen und in einer Konzentration
von 107/ml in Tyrode-Lsg. (pH 7,35) resuspendiert.
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Eine Menge von 170 pl der Zellsuspension wurden in einem 12 x 75 mm
Polystyrol-Réhrchen in einem Wasserbad bei 37°C gehalten. Danach wurden
dieser Zellsuspension 10 pl der zu testenden Substanz hinzugefugt. Mit einem 2 x
5 mm Ruhrmagnet wurde die Zellsuspension mit 600-800 U/min gerthrt, nach 2
min erfolgte die Zugabe von Ca?* (Endkonzentration 1,8 mM), Mg**
(Endkonzentration 0,5 mM) und Formylhexapeptid (Endkonzentration 1 uM).

Abb. 2: Prinzip des Aggregationsassays:
T Neutrophile Granulozyten (1,0 x 10’
i Zellen/ml) in Tyrode-Lsg. (37°C) werden
mit Hilfe eines 2 x 5 mm Ruhrmagneten in
! sterilen 12 x 75 mm Polysterol-Rohrchen
, auf 600 U/min beschleunigt und durch
Zusatz von Formylhexapeptid und CaMg-

Lsg. zur Aggregation gebracht. Nach 60 s

» Wird der ProzeR durch Hinzugabe von 1,5
ml eiskaltem Glutaraldehyd (2 %)
gestoppt.

BO s

Die Reaktion wurde nach 60 s durch Zugabe von 1,5 ml 2 % Glutaraldehyd-
Lésung (2-4°C) gestoppt. Alternativ wurden Messungen "nativ" durchgefuhrt, d.h.
nach einer definierten Zeit wurden das Ausmal’ der Aggregation ohne vorherige
Fixierung direkt durchflul3zytometrisch bestimmt.

4.4 Durchflu3zytometrie

4.4.1 Bestimmung der L-Selektin-Expression

Zur Bestimmung der L-Selektin-Expression der verwendeten Zellen wurden
Kontrollen der jeweiligen Zellsuspensionen mit eisgektihlter phosphatgepufferter
physiologischer Kochsalzlésung (PBS) in Gegenwart von 0,15 % BSA, 0,1 %
humanem partiell aggregierten Immunglobulin und 0,2% NaN; gewaschen und fur
30 min mit Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)-gekoppeltem Antikoérper (anti-Leu8
bzw. muriner IgG,-Isotyp-Kontrollpraparation) auf Eis inkubiert. Danach erfolgte
eine simultane Fixierung der Leukozyten und Lyse der Erythrozyten durch
zehnminutige Inkubation mit FACS Lysing Solution (Becton Dickinson). Nach
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Zentrifugieren und Waschen der Proben (8 min bei 2100 U/min) wurden den 250
pl Proben ein gleiches Volumen 2 % Paraformaldehyd in 1,5 x PBS zugefiigt. Die
Messung oberflachenreaktiven L-Selektins erfolgte mit einem Durchflul3zytometer
der Fa. Becton Dickinson (FACScan), gegebenenfalls nach Verdinnung der
Proben mit PBS (0,2% NaN3 und 0,15% BSA).

Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten wurden anhand ihres
Vorwarts- und Seitstreulichtverhaltens identifiziert. Da eine Normalverteilung der
Fluoreszenzintensitat zwar angenéhert bei den Kontrollen, nicht aber
notwendigerweise bei den anti-L-Selektin-Antikdrper inkubierten Proben zu
erkennen war (Vgl. Abb. 3), erfolgte die statistische Auswertung durch Vergleich

der Mediane.

G4

Neutrophile Granulozyten Jurkat-Zellen

32

Events
Events

= =
10% 101 10% 10t 10* 10% 107 10% 10* 10*
Fluorezcence 1 Fluorescence 1

Abb. 3: L-Selektin-Expression im FACScan (Fluorescence 1) neutrophiler Granulozyten
(links) und Jurkat-Zellen (rechts) mit (FITC)-gekoppeltem mAb anti-Leu8 (Positivkontrolle -
grau) bzw. Maus- 1gG,a-Isotyp-Kontrollpraparation (Negativkontrolle - weif3).
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4.4.2 Bestimmung der Aggregation

Bei der durchfluRzytometrischen Auswertung wurden Aggregate aufgrund ihres
hoheren Forward-Scatters oder durch ihre starkere Fluoreszenz in Kanal 1 nach
Farbung mit Acridin-Orange (alternativ nach Farbung mit LDS 751 im Kanal 2)
identifiziert und so von nicht-aggregierten Zellen unterschieden. Bei der
Berechnung der Aggregationsrate wurden die Z&hlereignisse im Bereich der
aggregierten und nicht-aggregierten Zellen zueinander ins Verhaltnis gesetzt.
Dazu wurden zu jedem Experiment eine Positivkontrolle mit maximaler Stimulation
der Aggregation (1 pM Formylhexapeptid, 1,8 mM Ca®*, 0,5 mM Mg**, 2 min) und
eine Negativkontrolle mit maximaler Inhibition der Aggregation durchgefihrt. Als
Negativkontrolle diente der Zusatz von Citrat (5,3 mM) beim Neutrophilen-Assay
und von Fucoidin (100 pg/ml) beim Jurkat-Assay. Diese beiden Substanzen hatten
den gunstigsten Einflu® auf die nach Aktivierung der Zellen auftretende
Silhouettenanderung (shape change). Diese Negativkontrollen wurden dann als
Standard-Negativkontrollen betrachtet, auf die sich alle Inhibitoren der
Aggregation bezogen. Mit Hilfe eines Gatingverfahrens wurden die aggregierten
Zellen in einer Population zusammengefal3t und fir die Berechnung der
Aggregationsrate eingesetzt. Das Gatingverfahren orientierte sich in jedem
Experiment an den durchgefihrten Kontrollen und wurde fiir jedes Experiment
separat durchgefihrt.

L Forward Soektor (1] v Side Scottor () = Farveaid Stater (1) «5 Sde Seatter(2)
Maximale Aggregatian Inhibierte Aggregation
g g
s s
5 5 &
c C
: o
- o 01 %
o g
o T T FsC TS fi FSC 1

Abb. 4: Aggregation von neutrophilen Granulozyten nach Aktivierung mit 1 pM
Formylhexapeptid, 1,8 mM Ca?*, 0,5 mM Mg“, 2 min., Links: Postivkontrolle mit
maximaler Aggregation, Rechts:Negativkontrolle bei maximaler Inhibition der Aggregation
(hier mit Citrat 5,3 mM)
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Abb. 5: Aggregation von Jurkat-Zellen im Aggregationsassay, Links: Positivkontrolle mit
maximaler Aggregation, dabei entsprechen die gemessenen Ereignisse in der Region R1
Aggregaten (Doubletten, Tripletts usw.). Rechts: Negativkontrolle bei maximaler Inhibition

der Aggregation (hier mit Fucoidin 100 pg/ml)

Wahrend die manuelle Auszahlung der Aggregate gegenuber der
durchflu3-zytometrischen Quantifizierung aufgrund der Unabhangigkeit gegentber
aktivierungsbedingten Silhouettenanderungen (Reorganisation des Zytosklettes,
shape change) derzeit die exaktere Methode darstellt, ist fir grof3ere
Probendurchsatze im Rahmen eines eventuell notwendig werdenden Up-scalings
einer automatischen Probenmessung der Vorzug zu geben. Entsprechend
standardisierte Gatingverfahren und Auszahlalgorithmen waren damit Teil des

Arbeitsprogrammes.

Abb. 6: Interpretation der Darstellungen im
Durchflu3zytometer (FACScan) im
Fluorescence (FL1)/Side Scatter (SSC)
Modus: Aggregation neutrophiler

s phdu =l

|:|'.|

Granulozyten in Tyrode-Lsg. mit 1 uM
Formylhexapeptid, 1,8 mM Ca?*, 0,5 mM
Mg®"; Differenzierung der Singlets, Doublets,
Triplets usw. im Vergleich der Darstellung der
A Zellen im Lichtmikroskop und im FACScan
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5 Ergebnisse mit Kommentar
5.1 Homotypische Neutrophilenaggregation

Die L-Selektin-abhangige Aggregation neutrophiler Granulozyten ist u.a.
charakterisiert durch Kalzium-Abhangigkeit *28, Fucoidin-Hemmbarkeit (Fucoidin
ist ein naturliches Fucosesulfatpolymer, welches auch als Ligand fir L-Selektin
fungiert)®* 3*2 bzw. Hemmbarkeit durch andere saure polymere
Kohlenhydratstrukturen (z.B. Dextransulfat MW 500 KD) und durch Blockierbarkeit
der Aggregation durch Fab-Fragmente von DREG 200 (monoklonale Antikorper

22426 5der auch durch I6sliches Plasma-s-L-Selektin. Anhand

gegen L-Selektin)
der genannten Parameter war es zunachst notwendig, die in vitro initiierte
Aggregation zu charakterisieren und hinsichtlich ihrer spezifischen L-Selektin-

Abhéangigkeit zu tberprufen.

5.1.1 Kalzium/Magnesiumionen- und Scherkraftabhéngigkeit

Die homotypische Aggregation neutrophiler Granulozyten ist von der Expression
und Regulation von L-Selektin und by-Integrinen (CD11/CD18) abhangig * 2. Wie
auch bei der vorher genannten Leukozyt-Endothelzell-Interaktion geht man von
der Vorstellung aus, dal3 L-Selektin fur die Herstellung des priméren
interzellularen Kontakts benétigt wird, der durch die folgende b,-Integrin-ICAM-
Wechselwirkung unumkehrbar wird. Beide Prozesse erfordern die Anwesenheit
von zweiwertigen Kalzium- und Magnesiumionen im extrazellularen Milieu.

L-Selektin ist ein monomeres Transmembran-Glykoprotein mit
extrazellularer Lage des N-terminalen Proteinanteils (Klasse I). Die ersten 120 N-
terminalen Aminosauren bilden eine Domane, die eine groRe Ahnlichkeit mit dem
Kohlenhydrat-bindenden Anteil verschiedener Ca®*-abhéngiger Lektine aufweist.
Die aus der Struktur der N-terminalen C-Typ-Lektin-Doméne abgeleitete
Annahme, daR L-Selektin in Ca®*-abhéngiger Weise an Kohlenhydratstrukturen
mit negativer Ladung bindet, entspricht mit wenigen Ausnahmen den meisten in
vitro- wie in vivo-Untersuchungen >, bei denen in funktionellen Studien L-
Selektin-abhéngige Adhasionsprozesse durch Komplexierung zweiwertiger lonen
fast komplett inhibiert wurden. Die Alpha-Untereinheit von CD11b enthalt drei
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Bindungs-Domaénen fur zweiwertige lonen in der Nahe vom N-terminalen Ende
des Molekils. Es wird davon ausgegangen, daf3 die Besetzung dieser
Bindungsstellen fur die Bindung des entsprechenden Liganden bei der
Aggregation notwendig sind .

Die Ca®"- und Mg?*-Abhangigkeit der Aggregation laRt sich durch An- oder
Abwesenheit der zweiwertigen lonen im Versuchsansatz des Aggregationsassays
nachweisen. Zur Kontrolle der genannten Abhangigkeit wurden im Experiment
Konzentrationsreihen von Citrat bzw. EDTA als Chelatoren zweiwertiger lonen
eingesetzt und vergleichend mit dem Standardansatz (1,8 mM CacCl,, 0,5 mM
MgCl,) die Aggregationsraten ermittelt. Im Experiment konnte nachgewiesen
werden, daR die Aggregation durch Ca?/Mg?*-Entzug nahezu komplett hemmbar
ist.

35 1
30 +
25 +
20 +

15 +

Aggregation in %

—e— Aggregation in %

4mM 2mM 200pM 20uM 2uM 200nM

[EDTA]
Abb. 7: Bestimmung der EDsp von EDTA im Neutrophilen-Aggregationsassay (die

Auswertung erfolgte vergleichend im Lichtmikroskop und im Durchflul3zytometer)

Ca?*-CHELATOR MAX. INHIBITION DER AGGREGATION
EDTA 2 mM
Citrat 4 mM

Tab. 1: Bestimmung der Aggregations-Inhibition durch Citrat und EDTA im Neutrophilen-
Aggregationsassay nach Aktivierung mit 1 pM Formylhexapeptid, 1,8 mM Ca*",
0,5 mM Mg?*, 2 min
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Die recht hohen Werte fir die maximale Inhibition der Aggregate wurden
mit den in der stark negativ geladenen Glykokalyx der Zellmembran gebundenen
Ca?*-und Mg?*-lonen begriindet. So konnte auch im Ca?*/Mg** freien Medium eine
Aggregation neutrophiler Granulozyten ausgeldst werden, die durch zuséatzliche
Ca?*/Mg**-Zugabe verstarkt und durch EDTA bzw. Citrat inhibiert werden konnte
(Abb. 8).

o2 w
c ﬁ o 4 'Aggregatnnln %
e
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Tyrode TyrodefC ahlg TyrodefiC ablit -HFP TyTl:--:Ia"EDTAEmM

Ansatz

Abb. 8: Nachweis der Ca®*-Abhéngigkeit der Aggregation neutrophiler Granulozyten: Auch
in Ca**/Mg*" freier Tyrode-Lsg. kommt es zu einer basalen Aggregation, die aber durch

Zugabe von EDTA in den Aggregationsansatz nahezu vollstandig aufgehoben wird.

Zur Stimulation von Leukozyten wurden als Aktivatoren Formylhexapeptid
(CHO-NIe-Leu-Phe-Nle-Tyr-Lys, Endkonzentration 1 uM) oder Formyltripeptid
(CHO-Met-Leu-Phe, Endkonzentration 1 uM) eingesetzt, welche Uber spezifische
Bindung an G-Proteine gekoppelte Rezeptoren zu einem kurzfristigen Anstieg der
zytosolischen Ca®*-Konzentration fiihren und im Aggregationsexperiment zu einer
Zunahme der Aggregation gegeniiber der rein Ca**/Mg**-vermittelten Aggregation
fuhren. Der Effekt wurde durch einen Affinitatsanstieg des L-Selektins fur seine
Liganden erklart

Neutrophile Granulozyten aggregierten nach Stimulation mit
chemotaktischen Aktivatoren, wie Formylhexapeptid, innerhalb von 30 s
reversibel, 2 min nach Stimulation kam es zum Zerfall der Aggregate, der 5-7 min
nach Aggregationseinleitung abgeschlossen war. Es wurde beobachtet, dal3
Dithiotreitol (DTT) die Disaggregation der Aggregate verhindert bzw. signifikant
verzogert, ohne selbst eine Aggregation zu induzieren. Dadurch liel3en sich Uber
den MeRzeitraum gréRere Aggregate darstellen %°

Dithiotreitol hat keinen Einflu® auf die Funktionalitat oder Expression von L-
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Selektin auf Leukozyten, sondern stimuliert b,-Integrine, sich an ICAM zu binden.
Dabei geht man von der Vorstellung aus, daf3 Oxidantien und Antioxidantien
EinfluR auf die Konformation der b,-Integrine haben %°. Zur weiteren Erhthung der
MelRempfindlichkeit des Aggregationsassays wurde daher Dithiotreitol dem Ansatz
(1 mM) zugefugt, um den vermittelten interzellularen Kontakt langer
aufrechtzuerhalten (Abb. 9 und 10).
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Abb. 9: Einflul® von 1 mM

éﬁ* j Dithiotreitol (DTT) auf die
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Die homotypische Aggregation neutrophiler Granulozyten, also die
Rekrutierung weiter lumenwaérts schwimmender Granulozyten durch bereits
adherente Granulozyten, findet in vivo unter dynamischen Flu3bedingungen statt.
Die Funktionalitat der Adhasionsmolekule, die am schrittweisen Abbremsen der
Leukozyten sequentiell beteiligt sind, ist an unterschiedliche
Geschwindigkeitsbereiche (oder auch Scherkréfte) gebunden 22444 Fir die
initiale Ankopplung des Leukozyten an die Endothelwand, die bei hoher
Geschwindigkeit stattfinden muR, spielt L-Selektin eine herausragende Rolle *°*.
L-Selektin scheint seine Wirkung tberhaupt nur in Gegenwart von héheren
Scherkréften entfalten zu kénnen “°. Die Zelladhasion unter hydrodynamischen
Scherkraftverhaltnissen in vivo erfordert, daf? die Rezeptoren (L-Selektin) die
Liganden suffizient Gber die Dauer des Kontakts binden, um den Scherkréaften zu

widerstehen *°. Somit sollte die Interaktion von L-Selektin und Ligandenstrukturen
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in vitro unter dynamischen Bedingungen durchgefiihrt werden und eine deutliche,
reproduzierbare Scherkraftabh&ngigkeit zeigen.

Die dynamischen in vivo FluRverhaltnisse wurden mit Hilfe eines 2 x 5 mm
Ruhrmagneten simuliert. Dabei wurden die in Suspension befindlichen Zellen in
sterilen 12 x 75 mm-Polysterol-Réhrchen unter Verwendung des 2 x 5 mm
Ruhrmagneten beschleunigt. Die Umdrehungszahl des Rihrmagneten wurde
mittels eines Magnetriihrers mit justierbarer Drehgeschwindigkeit eingestellt. Es
war nicht moglich, die in vivo herrschenden dynamischen
FluRBverhaltnisse/Scherkréafte mit dem im Aggregationsexperiment festgestellten
Optimum rechnerisch zu vergleichen. Als Optimum fiur die adhasive L-Selektin-
Funktion gilt ein relativ enger Bereich ,shear stress* von 4-7 dyn/m? >, Bei der
Aggregation neutrophiler Granulozyten stellte sich ein Rihroptimum von 400-500
U/min ein, wenn man als Mal3 fir die Aggregation den Anteil grof3er Aggregate (n
3 5, Pentupletten) festlegt (Abb. 10). Ferner zeigt die Abb. 10 den
aggregationsfordernden Effekt von DTT.

600 +
500 +

—+—1mM DTT
OmM DTT

400 +
300 +
200 +
100 +

5

mit n >/

Anteil von Aggregaten

200 400 500 600 700 800 1000 1200
Rihrgeschwindigkeit (U/min)

Abb. 10: Scherkraftabhangigkeit der Aggregation, Bildung von Aggregaten mit n 3
Pentupletten in An- und Abwesenheit von 1 mM Dithiotreitol (DTT)

Betrachtet man dagegen die Bildung aller Aggregate (n 3 2, Doubletten),
dann zeigt sich ein Optimum der Ruhrgeschwindigkeit bei 600 U/min (Abb.11), das
bei weiteren Experimenten als Standard benutzt wurde. Offensichtlich ist die
Bildung grél3erer Aggregate scherkraftempfindlicher als die der kleineren. Der
Aggregationsassay ist damit durch reproduzierbare, deutliche
Scherkraftabhangigkeit gekennzeichnet.
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Abb. 11: Darstellung der Scherkraftabhangigeit der Aggregation mit einem
Aggregationsoptimum bei 600 U/min (Aktivierung mit 1 uM Formylhexapeptid, 1,8 mM
Ca®*, 0,5 mM Mg?, 2 min)

5.1.2 Saure Kohlenhydratpolymere als Inhibitoren der Aggregation

In funktionellen Studien kénnen L-Selektin-abhangige Adh&sionsprozesse
entweder durch Komplexierung zweiwertiger Kationen oder durch das aus Algen
gewonnene Fucose-/Fucose-4-Sulfat-Polymer Fucoidin komplett inhibiert werden
34,3942 Als Kandidaten fiir physiologische Liganden gelten zwei unterschiedliche
Klassen saurer Kohlenhydrat-Polymere:

(1) Lineare Heparansulfatglykosaminoglykane

(2) Glykoproteine mit verzweigten O-glykosidisch verkniupften fucosylierten
Laktosamin-Oligosaccharidstrukturen, die Sulfat- und Neuraminséurereste
tragen und daher im physiologischen pH-Bereich ebenfalls negativ geladen
sind.

Alle bisher vorliegenden Daten haben die aus der Lektinstruktur abgeleitete
Vermutung einer Bindung von L-Selektin an Kohlenhydratstrukturen bestatigt. Die
speziellen Anforderungen an eine L-Selektin-Bindung beztglich Sterik und
Ladungsverteilung werden offensichtlich von chemisch sehr unterschiedlichen
Molekilen (Glykoproteinen, Glykolipiden, Proteoglykanen) realisiert, die
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gewebsspezifisch von mit L-Selektin interagierenden Zellen (HEV-Endothel von
Lymphknoten, HEV-Endothel von Mukosa-assoziiertem lymphatischem Gewebe,

Endothel in Entzindungsarealen, Thrombozyten, Leukozyten) expremiert werden
52

Ahnlich wie eine L-Selektin-Blockade durch monoklonale Antikdrper wirken
sich L-Selektin-bindende saure Kohlenhydratpolymere wie Fucoidin bzw.
Dextransulfat (MW 500 KD) negativ auf die Fahigkeit neutrophiler Granulozyten
zur homotypischen Aggregation aus. Wie aus bereits veroffentlichten Arbeiten
hervorgeht, hemmen schon nanomolare Konzentrationen von diesen
phosphorilierten Polysacchariden die Aggregation. Sie haben dabei aber keinen
EinfluR auf die Regulation von L-Selektin nach Stimulation, auch wird kein Einfluf3
auf die Bindung von Formyl-Peptiden an den Rezeptor beobachtet. Dextransulfat
und Fucoidin kompetitieren hingegen mit den natirlichen Liganden um die L-
Selektin-Bindungsstellen. Dies unterstutzt die Auffassung, daf? der

Aggregationsprozel3 durch die Interaktion von Kohlenhydratstrukturen (Lektin-
artigen Rezeptoren) vermittelt wird **.

120 T | ,

S 100 g 100

£ £ 80

2 9 2

S 60 S 60 -

2 Aggregate 2

S a0 =40 4 —+— Aggregate

=) Kontrolle 3

< 20 < 20+ Kontrolle
0+ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ |
555uM 185uM 62nM 20nM nM 10 pM 1pM 100 nM 10 nM 1nM

Dextransulfat Fucoidin

Abb. 12: Konzentrationsabhangigkeit der Inhibition der homotypischen Aggregation von

Granulozyten durch Dextransulfat und Fucoidin (Aktivierung mit 1 uM Formylhexapeptid,
1,8 mM Ca?**, 0,5 mM Mg*, 2 min)

Fucoidin und Dextransulfat ergaben die erwartete sigmoide Abh&ngigkeit
der Hemmung vom Logarithmus der Konzentration, auf3erdem hemmt
Dextransulfat starker als Fucoidin. Dies stimmt qualitativ mit schon publizierten
Angaben (iberein (Fucoidin EDso > 21 nM, Dextransulfat EDsq > 8 nM) 3.

Analog der Blockade durch Fucoidin und Dextransulfat wirken sich

Heparine negativ auf die Fahigkeit neutrophiler Granulozyten zur homotypischen
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Aggregation aus. Kultivierte periphere Endothelzellen enthalten heparinartige
Strukturen, an die L-Selektin Ca®*-abhangig bindet. Intravendse Verabreichung
von Heparin-Tetrasacchariden bewirkt &hnlich einer L-Selektin-Blockade durch
monoklonale Antikoérper eine deutliche Reduktion der Extravasation neutrophiler
Granulozyten in Peritonealexsudat. Dies hat eine Entsprechung in der
antiinflammatorischen Wirkung bestimmter Heparinpraparationen in
verschiedenen Tiermodellen (Transplantatabstof3ung, Adjuvansarthritis,
experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis) °* >*. Es kamen verschiedene
Heparine, sowohl von Schweinedarmmukosa (Fa. Sigma H 3393) als auch von
Rinderlunge (Fa. Sigma H 9133) zum Einsatz. Die Aggregation wird zu 50-80 %
durch Heparin (300 pg/ml Endkonzentration) gehemmt. Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Préaparationen festgestellt
werden. Die EDsg lag in beiden Féllen zwischen 300 pg/ml und 30 pg/ml Heparin
im Aggregationsansatz.
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Abb. 13: Inhibition der homotypischen Aggregation durch Heparin (Fa. Sigma H 3393)
nach Aktivierung mit 1 pM Formylhexapeptid, 1,8 mM Ca**, 0,5 mM Mg, 2 min (m + SD,
n=3).
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Saure Kohlenhydratpolymere EDso IM AGGREGATIONSEXPERIMENT

Fucoidin (MW= 100 KD) ca. 64 nM
(Fa. Sigma)
Dextransulfat (MW=500 KD) ca. 40 nM

(Fa.Pharmacia)

Heparin zw. 300 - 30 pg/ml

(Fa. Sigma) H-9133

Tab. 2: Bestimmung der EDsg von Fucoidin, Dextransulfat (MW 500 KD) und Heparin im

Neutrophilen-Aggregationsassay

5.1.3 Monoklonale Anti-CD62L- und Anti-CD18-Antikdrper als Inhibitoren

Entsprechend der Blockade durch saure Kohlenhydrate wie Fucoidin oder
Dextransulfat wirken sich spezifische monoklonale Antikorper gegen L-Selektin
und CD18 negativ auf die Fahigkeit der Neutrophilen-Aggregation aus 2%,
Sowohl das Rollen der Granulozyten an der Endothelwand 3, als auch das Rollen
von Granulozyten an bereits wandstandig arretierten Granulozyten und die damit
verbundene Granulozytenaggregatbildung kann durch Antikdrper gegen das
Adhasionsmolekiil L-Selectin (CD62L) weitgehend bzw. vollstandig gehemmt
werden 28, In verschiedenen Tiermodellen sind Anti-L-Selektin-Antikérper
eingesetzt worden, etwa zur Reduzierung des Ischamie-Reperfusion-Schadens >

*5 und zur Prophylaxe gegen die Entwicklung einer Schocklunge *'.

Die homotypische Aggregation von neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten wird sowohl durch blockierende Antikdrper gegen L-Selectin als

auch gegen R2-Integrine vermindert > 2+%°

, aus diesem Grunde wurden folgende
funktionsblockierende monoklonale Antikorper verwendet: DREG 200-Fab-
Fragmente (Anti-CD62L-mADb) und IB4-Antikdrper (Anti-CD18-mAb). Die
Aggregation konnte durch den Einsatz von sattigenden Konzentrationen an DREG
200 Fab (8 pg/ml) um 31 % (= 10 %) und durch I1B4 (12 pg/ml) um 94 % (+ 3 %),
verglichen mit der Positivkontrolle (1uM Formylhexapeptid, 1,8 mM Ca®*, 0,5 mM
Mg*"), reduziert werden.
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Abb. 14: Hemmung der Neutrophilenaggregation durch monoklonale Antikbrper: Anti-
CD62L mAb DREG 200 Fab (8ug/ml) um 31 % (£ 10 %) und Anti-CD18 mAb IB4
(22pug/ml) um 94 % (£ 3%)

Es wurden vor allem groR3e Aggregate (Quadrupletts und Pentupletten)
durch eine reproduzierbare spezifische Inhibition durch DREG 200-Fab gehemmt
(44,1 % Inhibition). Kleine Aggregate (Doubletts-Quadrupletts), die bei weitem
Uberwiegen, wurden mit 23,2 % Inhibition deutlich weniger betroffen. Der Anti-
CD18-mAbD (IB4) dagegen unterbindet die Neutrophilen Aggregation der kleinen
Aggregate in erheblich groRerem Umfang (Abb. 16). Eine genaue Identifizierung
der Aggregate gelang im DurchfluRzytometer im Fluoreszenz 2-Kanal nach
Farbung mit LDS 751 und Darstellung im FL2/SSC-Dot-Plot (gutes Signal-
/Hintergrundsverhaltnis, Abb. 15) und sofortiger Messung (nativ) ohne Fixierung
der Zellen mit Glutaraldehyd.
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Abb. 15: Inhibition der Neutrophilen-Aggregation durch DREG 200 Fab: Links:
Positivkontrolle nach Aktivierung (1 uM fHP, 1,8 mM Ca*, 0,5 mM Mg?*, 2 min), Rechts:
DREG 200 Fab 20 pg/ml (Inkubation 30 min) nach Aktivierung (siehe bevor), deutliche
Hemmung der Bildung gré3erer Aggregate im Dotplot (FL2/SSC nach LDS 751-Farbung)
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Abb. 16: Inhibitorische Wirkung der monoklonalen Antikdrper 1B4 (Anti-CD18-mAb) und
DREG 200 Fab (Anti-CD62L-mAb) im Neutrophilen Aggregationsassay: IB4 hemmt
deutlich stéarker die Bildung kleinerer und gré3erer Aggregate nach Aktivierung (1 pM fHP,
1,8 mM Ca?*, 0,5 mM Mg**, 2 min).

5.2 Einsatz von Jurkat-Zellen im Aggregationsassay

Zur weiteren Vereinfachung des Aggregationsassays wurden die
Aggregationsexperimente auch mit Zellen der L-Selektin-exprimierenden T-Zell-
Leukamielinie Jurkat anstelle mit frisch praparierten Granulozyten durchgefihrt.
Die Verwendung von Jurkat-Zellen stellte insofern eine Vereinfachung dar, als
dadurch die recht zeitaufwendige Reinigungsprozedur entfiel und eine
Unabhangigkeit von der Blutbank bzw. von Spendern erzielt werden konnte.
AulRerdem bestand die Annahme, daf?3 somit eine Konstanz hinsichtlich des
Zustands der Zellen (Voraktivierung, L-Selektin-Expression) erzielt werden kdnnte
und als Storgrol3e entfiele. Dazu wurden vergleichende Experimente mit Jurkat-
Zellen durchgefihrt.

Es zeigte sich, dal3 Jurkat-Zellen in vergleichbarer Weise aggregieren und
prinzipiell einer durchfluRzytometrischen Quantifizierung (Anwendung des
Gatingverfahrens im FACScan) zugéanglich sind. Wie auch bei neutrophilen
Granulozyten, wurde allen Aggregationsexperimenten eine L-Selektin-
Expressionskontrolle vorangestellt. Es galt, einen Parameter zu finden, der mit
dem qualitativen Zustand bzw. der Giite der Zellen korreliert.
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Abb. 17: L-Selektinexpressions-Kontrolle vor
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jedem Aggregationsexperiment mit Zellen der

T-Zell-Leukamielinie Jurkat: (FITC)-

gekoppeltem mAb Anti-Leu8 (Positivkontrolle -
grau) bzw. Maus- IgG.a-Isotyp-

Eventz

Kontrollpraparation (Negativkontrolle - weil3).
Die statistische Auswertung erfolgte durch

Vergleich der Mediane im Fluoreszenz 1

L 107 10° 10* Histogramm und Berechnung des Netto-

Fluorescence 1

Medians (Differenz Positiv-/Negativkontrolle).

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen maximal erzielter
Aggregation und dem Netto-Median der L-Selektin-Expression festgestellt werden
(p > 0,1, Spearman's Rangordnungs-Test). Aul3erdem zeigte sich, daf3 die L-
Selektin-Expression wie auch die L-Selektin-abh&ngige Aggregation starken
Schwankungen im Rahmen der Kultur unterworfen war. Im Vergleich zu
neutrophilen Granulozyten kam es durchschnittlich zu einer um 36,2 % (x 11,6 %)
geringeren maximalen Aggregation und zu einer erheblichen Inkoh&renz innerhalb
der Kontrollen, was einen entscheidenden Einflul3 auf die Guite der Ergebnisse bei
der Bestimmung von Dosis-Wirkungsbeziehungen von potentiellen Inhibitoren
bzw. Kompetitoren der L-Selektin-abh&ngigen homotypischen Aggregation hatte
(Abb. 18).

maximale Aggregation
in %

B pgareqation in %

Jurkats Granulozyten
Zellart

Abb. 18: Vergleich der maximalen Aggregationsraten von Jurkat-Zellen und Granulozyten
nach Aktivierung (1uM fHP, 1,8 mM Ca**, 0,5 mM Mg?*, 2 min): Die durchschnittliche
maximale Aggregation bei Jurkat-Zellen betrug 23,8 % (+ 11,6 %) und bei neutrophilen
Granulozyten 37,3 % (+ 3,5 %), (m £ SD, n=8)
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Infolge der hier gezeigten Ergebnisse wurde bei weiteren Experimenten zu
jeder getesteten Probe separat eine Positivkontrolle durchgefiihrt, wodurch der
maximale Probendurchsatz erheblich eingeschrankt wurde. Analog der
Positivkontrolle im Aggregationsassay mit neutrophilen Granulozyten wurden die
Jurkat-Zellen mit Formylhexapeptid bzw. Formyltripeptid (Endkonzentration 1uM,
1,8 mM Ca?*, 0,5 mM Mg?") aktiviert (Abb. 19).
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Abb. 19: Aktivierung der Jurkat-Zellen analog der Granulozyten im Neutrophilenassay (1
UM fHP, 1,8 mM Ca?*, 0,5 mM Mg?*, 2 min); die Aggregation konnte durch den Zusatz von

Citrat (5,3 mM) nahezu komplett inhibiert werden.

Die L-Selektin-abhangige Aggregation ist u.a. charakterisiert durch Kalzium-
Abhéangigkeit, Scherkraftabhangigkeit, Fucoidin-Hemmbarkeit bzw. Hemmbarkeit
durch andere saure polymere Kohlenhydratstrukturen (z.B. Dextransulfat MW 500
KD, Heparin) und Blockierbarkeit der Aggregation durch andere spezifische
Kompetitoren, wie l8sliches Plasma-s-L-Selektin **. Anhand der genannten
Parameter war es zunéchst notwendig, die initiierte Aggregation der Jurkat-Zellen
zu charakterisieren und hinsichtlich ihrer spezifischen L-Selektin-Abh&angigkeit zu
Uberprifen. Weiterhin stellte sich die Frage der Vergleichbarkeit der gewonnenen
Ergebnisse mit denen aus der Neutrophilen-Aggregation.

Die Aggregation von Jurkat-Zellen ist durch reproduzierbare, deutliche
Scherkraftabhangigkeit gekennzeichnet. Betrachtet man die
Scherkraftabhangigkeit der Aggregation von Jurkat-Zellen, zeigt sich ein Maximum
der Aggregation bei ca. 600 U/min, wenn man die Bildung aller Aggregate (n 3 2,
Doubletten) beriicksichtigt. Das Ruhroptimum wurde bei weiteren Experimenten
als Standard benutzt.
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Abb. 20: Jurkat-Zellen: Nachweis der scherkraftabhdngigen Aggregation mit einem

Rihroptimum bei ca. 600 U/min nach Aktivierung (1 pM fHP, 1,8 mM Ca**, 0,5 mM Mg?,

2 min)

Durch Komplexierung von Ca** und Mg?* konnte auch die Aggregation von
Jurkat-Zellen inhibiert werden: Zur Kontrolle der genannten Abh&ngigkeit wurden
im Aggregationsansatz Konzentrationsreihen von Citrat durchgefihrt und
vergleichend mit dem Standardansatz (1,8 mM CacCl,, 0,5 mM MgCl,) die
Aggregationsraten ermittelt (Abb. 21). Im Experiment konnte nachgewiesen

werden, daR die Aggregation durch Ca?/Mg?*-Entzug nahezu komplett hemmbar
ist.

Aggregation in %

0 - 1 1 ‘ ‘ !

40 mM 13,34 mM 4,44 mM 1,48 mM 490 pM 165 uM

Citrat-Konzentration

Abb. 21: Bestimmung der EDsg von Citrat im Jurkat-Aggregationsassay (Aktivierung mit 1
UM fHP, 1,8 mM Ca**, 0,5 mM Mg*, 2 min), (O + SD, n=3)
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Die Messung der EDso-Werte fur eine Reihe von L-Selektin-Antagonisten
zeigte aber fur frisch isolierte Granulozyten und Jurkat-Zellen im Rahmen einer
Zehnerpotenz éhnliche Werte. Auch das aus Algen gewonnene Fucose-/Fucose-
4-Sulfat-Polymer Fucoidin zeigt im Jurkat-Aggregationsassay die sigmoide
Abhangigkeit der Hemmung vom Logarithmus der Konzentration (Abb. 22). Die
halbmaximale Hemmkonzentration entsprach mit ca. 52 nM in etwa der im
Neutrophilen-Aggregationsassay gemessenen EDs fur Fucoidin (64 nM).
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Abb. 22: Konzentrationsabhangigkeit der Inhibition der homotypischen Aggregation von
Jurkat-Zellen durch Fucodin nach Aktivierung (1 pM fHP, 1,8 mM Ca*, 0,5 mM Mg?*, 2
min), (m = SD, n=3)

Auch die im Neutrophilen-Aggregationsassay nachgewiesene Inhibition der
Aggregation durch saure Kohlenhydratpolymere wie Heparin bzw. Dextransulfat
(MW 500 KD) konnte bei Jurkat-Zellen reproduziert werden.
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Abb. 23: Inhibition der Aggregation im Jurkat-Aggregationsassay durch saure
Kohlenhydrat-polymere: Fucoidin (100pg/ml), Dextransulfat MW 500 KD (55 pM) und
Heparin (300 pg/ml) nach Aktivierung (1 uM fHP, 1,8 mM Ca*, 0,5 mM Mg?*, 2 min),
Negativkontrolle Citrat (5,3 mM)

Interessanterweise liel3 sich die Aggregation von Granulozyten durch
Antikorper gegen CD11/CD18-Integrine (IB4, 12 pg/ml) um 94 % (+ 3 %) nahezu
vollstandig hemmen, nicht jedoch die von Jurkat-Zellen (Abb. 24). Der Anti-CD18
mADb IB4 hatte keinen Einflul3 auf das Ausmal} der Aggregation.
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Abb. 24: Einsatz von Anti-CD18 mAb I1B4 (12pg/ml) im Jurkat-Aggregationsassay: Keine

Inhibition der Aggregation verglichen mit der Positivkontrolle (1 uM fHP, 1,8 mM Ca*",
0,5 mM Mg?*, 2 min)
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Aul3er durch den Verlust der L-Selektin-Expression fiir die aktivierte Zelle ist
die L-Selektin-Abspaltung funktionell bedeutsam durch die Entstehung von
I6slichem L-Selektin (sCD62L), welches mit L-Selektin-abhangigen
Adhasionsprozessen anderer Zellen interferieren kann *°. In &hnlicher Weise
interferiert so z.B. sCD62L mit der Bindung zwischen Leukozyten oder Blasten an
aktiviertes Endothel *® . In dieser Weise zeigte sich auch experimentell 18sliches
L-Selektin (sCD62L) als kompetitiver Antagonist der adh&sionsvermittelnden

Wirkung von L-Selektin -2,

Zur Uberprifung der funktionellen Aktivitat von sCD62L wurde aus Griinden
der Menge und Reinheit zunachst rekombinantes sCD62L (SLP-4) eingesetzt (zur
Verfligung gestellt von Prof. Dr. R. Tauber u. Mitarbeiterinnen, Abt. Klinische
Chemie und Biochemie des Virchow-Klinikums). Im homotypischen
Aggregationsassay mit Jurkat-Zellen kam es dosisabhangig zu einer deutlichen
Hemmung der L-Selektin-abh&ngigen Aggregation (Abb. 25), mit einem
Konzentrationsbereich halomaximaler Hemmung (EDsp) von etwa 107 M.
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Abb. 25: Funktionelle Aktivitat von Ioslichem rekombinanten L-Selektin (rsCD62L).
Aggregation kultivierter Zellen der L-Selektin-exprimierenden T-Lymphoblastischen
Jurkat-Linie unter Scherkraftbedingungen, Mittelwert + SD von 6 unabhangigen
Experimenten, normiert auf die Positivkontrolle (ohne Inhibitor = 100 %). Die Verringerung

der Aggregation durch rsCD62L und Citrat, bezogen auf die Positivkontrolle, ist jeweils
signifikant.

38



6 Diskussion

Zielsetzung dieses Promotionsvorhabens war es, ein Assayverfahren zu
etablieren, mit dem sich die L-Selektin-abhangige homotypische Aggregation von
humanen neutrophilen Granulozyten in vitro quantifizieren laf3t. Diese
homotypische Aggregation sollte dem L-Selektin vermittelten "Rolling" Gber bereits
endothelgebundene bzw. auf dem Endothel rollenden Granulozyten entsprechen.
Dieser Teilschritt ist mal3geblich verantwortlich fir die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten beim Migrationsvorgang im Rahmen von Entziindungsreaktionen
2, Grundlage war die Beobachtung, daR die homotypische Aggregation im
Reagenzglas unter dynamischen Bedingungen simuliert werden kann und
durchfluRzytometrisch quantifizierbar ist. Dabei wurde in der Eingangs gefaldten
Fragestellung nach einem Verfahren gesucht, dessen Einsatz in verhaltnismalfig
kurzer Zeit die Bearbeitung einer grol3eren Anzahl von Proben zulaf3t und dabei
moglichst auch mit kleinen Mengen in Lésung befindlicher Substanzen unter
physiologischen Pufferbedingungen auskommt. Auf3erdem sollte es méglich sein,
detaillierte Dosis-Wirkungskurven von potentiellen Inhibitoren der L-Selektin-
abhangigen Aggregation aufzustellen und qualitativ zu beurteilen, um den Assay
zur routinemaRigen Uberprifung derselben einsetzen zu kénnen. Bei der
Fragestellung wurde sich an einem bereits publizierten Assayverfahren ? orientiert,
welches mit z.T. erheblichen Modifikationen zur Anwendung kam, um den
genannten Forderungen zu entsprechen.

Wahrend sich die gestellte Anforderung eines geringen Probenvolumens fir
die Beurteilung von Substanzen, die derzeit nur in kleinen Mengen aufgereinigt zur
Verfugung stehen, im verwendeten Versuchsaufbau verwirklichen liel3, gestaltete
sich der Aggregationsassay mit humanen neutrophilen Granulozyten und mit
Zellen der humanen T-Zell-Leukamielinie problematisch und als sehr
arbeitsaufwendig. Die Verwendung von neutrophilen Granulozyten im
Aggregationsassay hatte den Vorteil, daf? man dadurch den in vivo-Verhaltnissen
recht nahe kam. Daflr muf3te allerdings eine aufwendige Aufreinigungs-prozedur
und eine starke Spenderabhéngigkeit der jeweiligen Granulozytenpréparation
hingenommen werden, was den Arbeitsaufwand vergrof3erte und auf diese Weise
den maximalen Probendurchsatz bedeutend einschrankte. Aus diesem Grunde
wurden zur Vereinfachung alternativ Versuchsreihen mit der artifiziellen L-
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Selektin-exprimierenden T-Zell-Leukamie-Linie Jurkat durchgefihrt.

Sowohl neutrophile Granulozyten als auch Jurkat-Zellen zeigten nach
Zugabe von 1pM Formyl-Hexapeptid in Gegenwart von 1,8 mM Ca?* und 0,5 mM
Mg** scherkraftabhangig (Rithroptimum 600 U/min) eine Aggregation, die sich
jedoch in Ausmal3 und Bestandigkeit im Verlauf von Mel3reihen erheblich
unterschied. Mit neutrophilen Granulozyten konnte eine durchschnittliche
Aggregationsrate von 37 % (£ 3,5 %) und mit Jurkat-Zellen eine Rate von nur 23,8
% (+ 11,6 %) erzielt werden. Die mit der niedrigeren Aggregationsrate der Jurkat-
Zellen verbundene grof3ere Inkoh&renz innerhalb der Kontrollen im
Aggregationsassay hatte einen entscheidenden Einfluf3 auf die Gite der
Ergebnisse bei der Bestimmung von Dosis-Wirkungsbeziehungen von potentiellen
Inhibitoren mit der Konsequenz, daf3 bei Experimenten mit Jurkat-Zellen zu jeder
gemessenen Probe separat eine Positivkontrolle mitgefiihrt werden muf3te. Der
maximale Probendurchsatz wurde dadurch massiv eingeschrankt. Damit wurde
der Vorteil, der durch die vereinfachte Aufarbeitung der Jurkat-Zellen gegentber
der der Granulozyten (Wegfall der zeitaufwendigen Reinigungsprozedur) erzielt
wurde, wieder ausgeglichen. Die Erwartung, daf3 mit der Verwendung von Jurkat-
Zellen eine Konstanz hinsichtlich des Zustands der Zellen (Voraktivierung, L-
Selektin-Expression) erzielt werden kdnne und damit als Stérgréf3e entfiele,
erfullte sich nicht. So zeigte sich, dal3 die L-Selektin-Expression wie auch die L-
Selektin-abhangige Aggregation starken Schwankungen im Rahmen der Zellkultur
unterworfen war. Ferner konnte auch keine signifikante Korrelation zwischen
maximal erzielter Aggregation und dem Netto-Median der L-Selektin-Expression
festgestellt werden (p > 0,1, Spearman's Rangordnungs-Test). Es fehlt somit ein
Parameter, mit dem es mdoglich ist, eine Aussage Uber die Qualitat der Jurkat-
Zellen in Bezug auf die Verwendung im Aggregationsassay zu treffen bzw.
Veranderungen, die die Zellen im Rahmen der Zellkultur unterworfen sind, zu

dokumentieren.

Die aus der Struktur der N-terminalen C-Typ-Lektin-Domé&ne von L-Selektin
abgeleitete Annahme, daR L-Selektin in Ca**-abhéngiger Weise an
Kohlenhydratstrukturen mit negativer Ladung bindet, entspricht den Ergebnissen
der meisten in vitro- wie in vivo-Untersuchungen *>*, bei denen in funktionellen
Studien L-Selektin-abhangige Adhasionsprozesse durch Komplexierung
zweiwertiger lonen fast komplett inhibiert wurden. Folgerichtig lief3 sich die
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Aggregation der neutrophilen Granulozyten und der Jurkat-Zellen durch
Komplexbildner fur zweiwertige Metall-lonen (2 mM EDTA, 4 mM Citrat) nahezu
komplett inhibieren.

Ebenso liel sich die Aggregation der Granulozyten und der Jurkat-Zellen
durch Dextransulfat (MW 500 KD) und Fucoidin (MW 100 KD) hemmen. Fucoidin
und Dextransulfat ergaben die erwartete sigmoide Abhangigkeit der Inhibition vom
Logarithmus der Konzentration.

Aggregationsassay mit: |- neutrophilen - Jurkat-Zellen

Granulozyten

Fucoidin EDsg ca. 64 nM ca. 52 nM

Tab. 3: Experimentell gemessene EDsp von Fucoidin im Aggregationsassay

AulRerdem zeigte sich im Neutrophilenassay, dal3 Dextransulfat die
Aggregation starker hemmt als Fucoidin (Dextransulfatepsp ca. 40 nM, Fucoidingpso
ca. 64 nM), was mit bereits publizierten Angaben tibereinstimmt **. Nach
allgemeiner Auffassung hemmen schon nanomolare Konzentrationen von
phosphorilierten Polysacchariden, wie Fucoidin und Dextransulfat (MW 500 KD)
die Fahigkeit neutrophiler Granulozyten zur homotypischen Aggregation. Dabei
konkurrieren Dextransulfat und Fucoidin wahrscheinlich mit den natdrlichen
Liganden um die L-Selektin-Bindungsstellen **. Durch den Aggregationsassay mit
neutrophilen Granulozyten und mit Jurkat-Zellen konnten folglich recht genaue
Ergebnisse hinsichtlich der EDsp von bekannten L-Selektin-Inhibitoren und
Kompetitoren erzielt werden.

An der Zellaggregation neutrophiler Granulozyten unter
Scherkraftbedingungen sind auf3er L-Selektin-Liganden-Interaktionen noch andere
Liganden-Rezeptor-Interaktionen beteiligt* 2. Zwar gelang im Aggregationsassay
der Nachweis der Beteiligung von L-Selektin an der Aggregation neutrophiler
Granulozyten mit reproduzierbarer Sicherheit durch die spezifische Inhibition der
Aggregation durch monoklonale Anti-L-Selektin-Antikorper Fab-DREG 200
(8ug/ml) um 31 % (£ 10 %). Dagegen konnte jedoch eine fast komplette
Hemmung der Aggregation um 94 % (= 3 %) durch den Einsatz von monoklonalen
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Anti-CD18-Antikorpern-1B4 (12ug/ml) erreicht werden. Die gezeigten Ergebnisse
mit monoklonalen Antikérpern sprechen daher auch fiir eine ablaufende Integrin-
abhéangige Aggregation. Beim Neutrophilen-Aggregationsassay sind die
sekundaren und stabileren Integrin (CD11/CD18)-vermittelten Wechselwirkungen
fur das Ergebnis entscheidender als die primaren L-Selektin-abhangigen.
Wabhrscheinlich a3t sich jedoch die folgende Hochregulation bzw. Aktivierung der
Integrine mit der Folge der Bildung stabilerer Aggregate durch Anti-L-Selektin-mAb
(DREG 200-Fab) inhibieren. Somit lieRe sich erklaren, daf? vor allem grol3e
Aggregate (n 3 5) durch DREG 200-Fab (44,1 % Inhibition) betroffen sind. Die bei
weitem Uberwiegenden kleinen Aggregate (2 £ n £ 5) wurden mit 23,2 % Inhibition
deutlich weniger gehemmt. Interessanterweise liel3 sich dagegen die Aggregation
von Jurkat-Zellen nicht durch monokonale Antikorper gegen CD18 (mAb-IB4)
hemmen. Die Aggregation der Jurkat-Zellen liel3 sich hingegen spezifisch durch
rekombinantes lésliches L-Selektin (SLP 4, 10" M) um ca. 56,5 % (+ 20,5 %)
inhibieren.

Die hier aufgezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, daf} auch der Prozel}
der homotypischen Aggregation im Rahmen der Extravasation von Leukozyten in
vivo erheblich komplexer ist als zundchst angenommmen. Die beteiligten
Prozesse der homotypischen Aggregation laufen keinesfalls ausschlief3lich
sequentiell ab, sondern auch parallel und sind daher mit Hilfe des entwickelten
Assaysystems nicht strikt voneinander zu trennen. Bei neutrophilen Granulozyten
spielen sowohl L-Selektin- als auch Integrin-Wechselwirkungen eine maf3gebliche
Rolle. Die Messung der EDso-Werte fiir eine Reihe von L-Selektin-Antagonisten
zeigte aber fur frisch isolierte Granulozyten und Jurkat-Zellen im Rahmen einer
Zehnerpotenz ahnliche Werte. Die einleitend dargestellten in vitro-Experimente
zeigen, dal’ es mdglich ist, ein derartiges Assayverfahren fir die Messung L-
Selektin-abhangiger Aggregationsvorgange zu verwenden. Wahrend insgesamt
das Verfahren der homotypischen Aggregation sowohl mit frisch isolierten
humanen Granulozyten als auch mit Jurkat-Zellen fiir ausgewdahlte experimentelle
Fragestellungen einsetzbar ist, mul3 seine Brauchbarkeit fir umfangreiche
systematische Serienuntersuchungen verneint werden.
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7 Verwendetes Material

Acridin-Orange Fa. Fluka

0,5 mg/ml

CaMg-Stamml6sung:

18 mM CaCl,, 5 mM MgCl; in H,0

Citrat (Nas-Citrat+H,0)

5,3 mM in H,0 mit NaOH gepuffert pH 7.3 (MW 294 ,1

g/mol)
Dextransulfat Fa.Pharmacia (MW= 500 5 uM in PBS
KD)
DREG 200 mAb 50 ng/10 pl
Fab DREG 200 mAb 17 ng/10 pl

(Hybridoma-Zellen freundlicherweise zur
Verfuigung gestellt von Prof. E. Butcher,
San Francisco, USA)

EDTA

4 mM (Stammldsung)

FACS-Lysing Solution

Fa. Becton Dickinson

Ficoll Paque Fa. Pharmacia

Formyl-Hexapeptid

(CHO-Nle-Leu-Phe-Nle-Tyr-Lys) Fa.

Bachem

2 mM geldst in 80% AcOH und gepuffert mit NaOH

Formyl-Tripeptide FMLP

(CHO-Met-Leu-Phe) Fa. Bachem

10 puM in 5% Dimethylformamid

Fucoidin Fa.Sigma MW 100 KD

10 pM in PBS

Glutaraldehyd 25 % Fa. Sigma

Heparin Fa. Sigma H 3393

(Schweinedarmmukosa)

Stammisg. 10.000 U/ml

Heparin Fa. Sigma H 9133 (Rinderlunge)

Stammisg. 10.000 U/ml

IB4 mAb Fa. Ancell
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IgG2a-FITC mAb Fa. Becton Dickinson

Leu8-FITC mAb Fa. Becton Dickinson

PBS-IgG+BSA+Azid (1000 ml):

PBS-Salze (Fa. Seromed) 9,55 g

0,2 % NaNjs, 0,15 % BSA; 0,1% h-1gG

pH 7.3

rekombinantes l6sliches-L-Selektin
(SLP4) MW= 65 KD aus BHK-Zellen

(freundlicherweise zur Verfigung gestellt
vom Institut fir Diagnostikforschung,
Berlin)

0,33 pMol/10 p

RPMI 1680 with L-Glutamine Fa. Gibco

Tyrode-Ldsung

110 mM NacCl, 10 mM KCI, 10 mM, NaH,PO,x H,0 56

mg, Glucose, 30 mM HEPES, pH 7.35
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