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|. Arbeitshypothese und Fragestellung

Die aufRerste Schicht aller Saugetierzellen einschliel3lich der des Menschen besteht aus
einer kohlenhydratreichen Ummantelung namens Glykokalix. Die terminalen
Kohlenhydratreste dieser Glykokalix stellen somit die aul3erste Schicht der Zellen dar,
weshalb diese auch als Anheftungsstellen von Pathogenen benutzt werden kann. Dabei
binden sich die Pathogene mit kohlenhydratbindenden Proteinen, Lektinen, an die
terminalen Kohlenhydratreste der Glykokalix. Obgleich viele Pathogene solche Lektine
benutzen, um sich an menschlichen Zellen zu binden, sind besonders die beiden Lektine
von Pseudomonas aeruginosa von Kklinischem Interesse. Man bezeichnet sie als P.
aeruginosa Lektin | (PA-I oder auch LecA) und P. aeruginosa Lektin Il (PA-Il oder auch
LecB), ersteres ist spezifisch fur D-Galaktose und letzteres fir L-Fukose (Gilboa-Garber,
1982). Mit Hilfe dieser beiden Lektine kbnnen sich Pseudomonaden an humane Epithelien
binden und sie kolonisieren. Durch Gabe von inhibierenden Monosacchariden kénnen die
Pseudomonaden kompetitiv von den Oberflachenepithelien verdrangt werden. Die
Wirksamkeit dieses Ansatzes konnte bereits klinisch bei Pseudomonasinfektion im
Gehdrgang und im Respirationstrakt gezeigt werden (Steuer et al., 1993, von Bismarck et
al., 2001). Die Bindungsstellen fur die beiden Pseudomonas-Lektine sind bisher nur an
wenigen Oberflachenepithelien untersucht worden. Daher ist das Ziel der vorliegenden
Arbeit, die Lektinbindungsstellen von P. aeruginosa an weiteren menschlichen

bedeckenden Epithelien zu untersuchen.

e Welche Bindungsstellen  fur  die beiden Pseudomonas-Lektine und
Oberflachenepithelien lassen sich lektinhistochemisch nachweisen?

e Welche ist die minimale Monosaccharidkonzentration um eine Bindung der
Pseudomonas-Lektine an Oberflachenepithelien im Schnittpraparat und in einem
Zilienschlagassay kompetitiv zu inhibieren?

Bei den Flimmerepithelien des Atemtraktes immobilisieren die beiden Pseudomonaslektine

den Zilienschlag, wodurch ein wichtiger unspezifischer Abwehrmechanismus geblockt wird,

sodass sie leichter die Atemwege kolonisieren kénnen. Da Pseudomonaden haufig die

Atemwege von cystische Fibrosekranken besiedeln und bei dieser Erkrankung das

Glykosaminoglykan Hyaluronan vermehrt in dem Atemwegsflissigkeiten auftritt, soll die

Interaktion von Hyaluronan mit den Pseudomonaslektinen untersucht werden. Die

Pseudomonaden produzieren selbst auch Polysaccharide, sogenannte Alginate, deren

Interaktion mit den beiden Lektinen ebenso untersucht werden soll.



II. Einleitung

1. Aufbau der Zellmembran
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Abbildung 1: Bau der Zellmembran mit Glykokalix an der Aul3enseite
Referenz:URL:https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Cell-membrane_detailed_diagram_de.svg.[Stand:
05.03.2018, 11.43].

Die Glykokalix bildet einen unterschiedlich breiten Kohlenhydratsaum an der
Aul3enseite der Zellmembran aller eukaryotischen Zellen (siehe Abb. 1). Sie besteht
aus Kohlenhydraten, genauer aus Oligosacchariden, die kovalent an die
Membranproteine und Membranlipide gebunden sind. Der Aufbau und damit die
Funktionen der Glykokalix haben im Laufe der Evolution unterschiedliche
Strukturauspragungen erfahren, die je nach Zelltyp unterschiedlich stark
ausgepragt sein konnen. Die Oligosaccharide der Glykokalix sind fur die
Zellerkennung und die Zellwachstumskontrolle sowie fur die interzellulare
Kontaktaufnahme und Zellkommunikation verantwortlich (Buselmaier, 2006). Die
Glykokalix verleiht den Zellen Antigen- und Blutgruppeneigenschaften und ist somit
auch fur Immunreaktionen sehr wichtig. Ferner sichert die Glykokalix die Zellstatik

und bietet Schutz gegen chemische Einwirkungen (Feichter & Dalquen, 2000).


https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Cell-membrane_detailed_diagram_de.svg.%5bStand
http://lexikon.freenet.de/Kohlenhydrat
http://lexikon.freenet.de/Oligosaccharid
http://www.freenet.de/freenet/lexikon/zwischenseite/index.html?artikel=Zellerkennung&woher=Glykokalyx

2. Lektine

2.1. Klassifikation der Lektine

Um die eben beschriebenen Kohlenhydratreste der Zellmembran zu
charakterisieren, bedient man sich unter anderem der Lektine. Lektine sind Proteine
oder Glykoproteine die sich spezifisch an Kohlenhydratreste binden kénnen. Wenn
sie an Kohlenhydratreste der Zelloberflache binden, konnen sie wichtige
extrazellulare Adhasions-, Agglutinations- und Kommunikationsprozesse vermitteln
(Kottgen et al., 2003). Lektine sind phylogenetisch dul3erst alte Proteine nicht-
immunologischen Ursprungs (Sharon & Lis, 1972) und haben weder eine
verwandtschaftliche Beziehung zu Antikbrpern, noch weisen sie eine enzymatische
Aktivitat auf. Lektine besitzen mindestens zwei Zuckerbindungsstellen, sonst wére
ihr Agglutinations-/Préazipitationsvermégen nicht erklarbar (Kocourek & Horejsi,
1981). In der Tat bestehen die meisten von ihnen aus zwei, vier oder sogar mehr,
meist gleichartigen Untereinheiten. Sie binden mit hoher Affinitat an Zucker,
Oligosaccharide sowie an die in Glykoproteinen, Polysacchariden oder Glykolipiden
kovalent gebundenen Oligosaccharidreste. Die Kohlenhydratgruppen, mit denen
die Lektine reagieren, werden oft als Lektinrezeptoren bezeichnet (Uhlenbruck et
al., 1983).

Da Lektine ursprunglich nur aus Pflanzenextrakten isoliert wurden und zur
Agglutination von roten Blutzellen (Erythrozyten) eingesetzt wurden, sprach man
zunachst von Phytohaemagglutininen. Spater stellte sich heraus, dass sie in der
Natur ubiquitéar anzutreffen sind, so zum Beispiel bei Viren, Bakterien, Schwamme,
Algen, Invertebraten und Vertebraten. Dabei binden keineswegs alle Lektine an
Erythrozyten. Boyd und Shapleigh fuhrten daher 1954 den Begriff Lektin (lat. legere
= auswahlen) ein (Boyd & Shapleigh, 1954). 1974 beschrieben Stockert et al.
erstmals ein Lektin welches aus der menschlichen Leber gewonnen wurde und eine
Bindungsspezifitdt gegentiber Galaktose zeigte (Stockert et al., 1974).

Lektine werden ublicherweise nach ihrer Herkunft benannt, entweder nach ihrem
altbekannten trivialen Namen wie z. B. bei der Erdnuss, Erdnuss-Agglutinin
(Peanut-Agglutinin=PNA) oder nach ihrer lateinischen Bezeichnung, dann in diesem
Fall Arachis hypogaea-Agglutinin. Es empfiehlt sich, sie zusatzlich auch nach ihrer
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Zuckerspezifitat zu klassifizieren. Ihre Spezifitdt wird durch jenes Mono- oder
Oligosaccharid definiert, welches das Agglutinationsvermogen kompetitiv inhibiert.
Die grol3e klinische Bedeutung der Lektin-Glykokonjugat-Wechselwirkungen kann
an der Beteiligung folgender Prozesse verdeutlicht werden. Sie sind beteiligt an
Entzindungen, Immundefekten, Autoimmunitatsprozessen, Infektionskrankheiten,
Tumorinvasion und Tumormetastasierung. Durch die Erkenntnis der
Lektinbeteiligung an diesen Vorgéngen ergeben sich Mdaglichkeiten nicht nur fir die
Diagnostik, sondern auch fir erste therapeutische Ansatze und Behandlungen
(Adam et al., 1997), (von Bismarck et al., 2001) und (Hauber et al., 2008).

2.2. Bakterielle Lektine (Adhasine)

Den Bakterien dienen die Lektine in Form von Oberflachenproteinen zur Adhasion
an Epitheloberflichen und werden daher haufig als Adhasine oder Agglutinine
bezeichnet (Ofek & Sharon, 1990). Als spezifische Anlagerungs-Faktoren
(Erkennungsmolekiile) treten die meisten bakteriellen Adhéasine in spezifische
Wechselwirkung mit Glyko-Rezeptoren der Wirtszelle auf, so kdnnen sie z. B. an
die kohlenhydratreichen Oberflachen der Urothelien oder des Bronchialtraktes
binden (Uhlenbruck et al., 1983). Andere Adhéasine interagieren allerdings auch mit
bestimmten Proteinen der extrazellularen Matrix und wiederum andere binden an
Rezeptoren von Mikroorganismen. Bei den Rezeptoren werden prinzipiell die
Zuckerstrukturen erkennenden Lektine von den Proteindomanen erkennenden
Adhasinen abgegrenzt. In der vorliegenden Arbeit sind vor allem die erstgenannten
Lektine von besonderer Bedeutung. Es handelt sich immer um eine Protein-
Kohlenhydrat-Interaktion, dabei sind die Wirtszellenrezeptoren Zuckergruppen von
Glykoproteinen und Glykolipiden (Ganglioside) der Plasmamembran (Bradley,
2003). Die Grundlage flur die Interaktion bzw. Bindung zwischen Lektinen und
Zuckern sind kooperative Wasserstoffbriickenbindung (H-Briicken).

Als einer der ersten Stufen eines Infektionsprozesses und zumeist als
Voraussetzung fir eine Infektion gilt die Adhasion des Erregers an seine Wirtszelle,
die von der Kolonisation und der Dissemination der Keime gefolgt sein kann
(Beachey, 1981). Bei den Bakterien gibt es verschiedene

Anlagerungsmechanismen, auch ,Attachment“-Varianten genannt. Es gibt die
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spezifischen und unspezifischen Anlagerungen. Zur spezifischen Anlagerungsform
zahlen die Adhasion an Zelloberflachen-Kohlenhydrat-Gruppen, Agglutination von
suspendierten Zellen und die Fixation an die Plasmamembran von Wirtszellen,
wobei bei den beiden erstgenannten die Vermittlung Uber Lektine erfolgt. Zu den
unspezifischen Anlagerungsformen zéhlen die Adhérenz und die Aggregation
(Burkart, 2000). Zusatzlich zur Fahigkeit der Adhasion besitzen die bakteriellen
Lektine auch noch eine weitere bedeutsame Fahigkeit. Sie ermoglichen die
intrazellulare Aufnahme metabolisierbaren Mono- und Oligosachariden, die als
Energietrager fungieren (Uhlenbruck et al., 1983). Aufgrund der sich ergebenden
Induktion von Infektionen gewinnen Lektine immer mehr als Pathogenitatsmarker
an Bedeutung. Die Spezifitdt der unterschiedlichen Bakterien zu Glykanstrukturen
kann erheblich voneinander abweichen. Sogar Subspezies besitzen im internen
Vergleich starke Differenzen in Bezug auf ihre Rezeptorspezifitat. Dies ist unter

anderem durch die hohe Variabilitdt der Glykanstrukturen zu erklaren.

3. Pseudomonas aeruginosa

3.1. Die Bedeutung von P. aeruginosa als Krankheitserreger

Pseudomonaden verursachen mannigfaltige, héaufig tddlich verlaufende
Erkrankungen im geschwachten Organismus und haben die hdochste Mortalitat
durch gramnegative Keime verursachten Bakteriamien (Young, 1990). P.
aeruginosa ist ein bedeutsamer Hospitalismus-Erreger mit hoher Umweltpersistenz,
dessen Infektionen im Allgemeinen nur bei kompromittierten Patienten zu
ernsthaften Komplikationen fuihren. Zu dieser Gruppe zahlen Patienten, die auf
Intensivstationen Uber langere Zeit  kunstlich beatmet  werden,
Verbrennungspatienten, Diabetiker, Patienten mit primarer oder erworbener
Immundefizienz (z. B. Aids-erkrankte Patienten) und vor allem Patienten, die an
Cystischer Fibrose (CF) leiden (Bajolet-Laudinat et al., 1994). Etwa 75-90% aller
CF-Patienten weisen eine chronische Besiedelung meist im unteren Atemtrakt auf
(Pier, 2000). Die CF, auch Mukoviszidose genannt, ist eine Erkrankung, die durch
eine Mutation im cystic fibrosis transmembrane conductance regulator Gen (CFTR-
Gen) auf dem Chromosom 7 verursacht wird. Die Folge ist eine Fehlfunktion der
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Chloridkanéle, die dadurch die Zusammensetzung aller exokrinen Drisen
beeinflusst. Es kommt durch die Stérung der epithelialen Chloridsekretion zur
Bildung eines wasserarmen, abnorm zahflussigen Sekrets, mit einhergehender
Funktionsstérung der betroffenen Organe (Koch & Hoiby, 2000). Durch die
Viskositatserhbhung kommt es zu einer verminderten mukoziliaren Clearance des
Atemapparates, die bereits im Jugendalter zu einer chronischen Besiedlung der
Lungen durch Pseudomonaden fiihrt, welche die haufigste Morbiditat- und
Mortalitatsursache bei diesen Patienten darstellen (Emerson et al., 2002). Vor allem
die hohe intrinsische Antibiotikaresistenz sowie die Ausbildung von Biofilmen auf
den Oberflachengewebe des Wirtes erschwert die Therapie und Eradikation des
Problemkeimes (Conway et al., 2003).

Bei den von CF-Patienten gewonnenen Isolaten handelt es sich meist um P.
aeruginosa-Stammen vom schleimigen (mucoiden) Typ (Lyczak et al., 2002).
Dieser bezieht sich auf einen von sechs verschiedenen Kolonietypen: klassisch,

koliformen-&ahnlichen, rauh, runzelig, winzig und mucoiden Typ (Phillips, 1969).

Wahrend eines stationdren Aufenthaltes gibt es zusatzlich zu einer
pradisponierenden Grunderkrankung, Faktoren und operative Eingriffe (vor allem
nach urologischen Operationen), die eine Infektion mit P. aeruginosa erleichtern
konnen. Dazu zahlen Kanulen, Blasenkatheter, Implantate und Tuben jeglicher Art.
Weitere  typische Infektionen mit P. aeruginosa sind chronische
Harnwegsinfektionen und Pyelonephritiden, postoperative Wundinfekte, bakterielle
Meningitiden, schwere Enterokolitiden sowie Septikdmien (Bodey et al., 1983). P.
aeruginosa ist in Europa und Nordamerika fur 16 % der nosokomialen Pneumonien
durch kunstliche Beatmung (Wiblin, 1997; Hidron et al., 2008) und somit der
zweithaufigste isolierter Erreger. P. aeruginosa ist fur 12 % der nosokomialen
Harnwegsinfektionen durch chirurgische Eingriffe am Urogenitaltrakt oder durch
Dauerkatheter (Pollack, 1995), fir 8 % der Wundinfektionen nach chirurgischen
Eingriffen (Kluytmans et al., 1997) und fur 10 % der Sepsisanfélle (Gordon et al.,
1998) verantwortlich. AuBerhalb des Krankenhauses finden sich vor allem
Infektionen bei langer bestehenden Hautdefekten, wie z. B. beim Ulcus cruris und
der akuten Otitis externa, die auch bekannt ist als ,Badeotitis“ oder ,swimmer’s ear”

und haufig wahrend eines Badeurlaub erworben wird (Meyer, 2005).



Bisher wurden hauptséachlich genauere Untersuchungen bezuglich der Bindung von
PA-IL und PA-IIL an den Zilien des Atemapparates untersucht. Es zeigte sich, dass
durch die Bindung von PA-IL und PA-IIL der Zilienschlag beeintrachtigt wird und
somit zu einer Verminderung der mukoziliaren Clearance fuhrt (Adam et al., 1997),
(Mewe et al., 2005), (Gustke et al., 2012). Diese bildet eine wichtige Grundlage des
natlrlichen Selbstreinigungsapparates der Atemwege als eine erste Stufe der
unspezifischen Bakterienabwehr. Erste Erfolge einer lektinbasierten Therapie der
P. aeruginosa-Atemwegsinfektion konnte bereits an einem Patienten verzeichnet
werden. Ein junger immunsupprimierter Patient nach Chemotherapie und
maschineller Langzeitbeatmung, der an einer persistierenden antibiotika-
resistenten Pseudomonasinfektion der oberen Atemwege litt, konnte mit einer
Galaktose- und Fukose-enthaltender Inhalationslésung von der Infektion geheilt
werden (von Bismarck et al., 2001). Ebenso erfolgreich waren Behandlungen von
externen Otitiden, die im Vergleich zur lokalen Therapie mit Antibiotika untersucht
wurden (Steuer et al., 1993).

Neben der klinischen Bedeutsamkeit mit z. T. hohem pathogenem Potential, stellt
Pseudomonas aeruginosa durch die Fahigkeit zur Biofilmbildung auf einer Vielzahl
verschiedener Oberflachen, auch ein nicht zu verachtendes industrielles Problem
dar (Costerton, 1995). Da Infektionen, die durch diesen Keim verursacht werden,
aulRerordentlich schwer antibiotisch zu therapieren sind, die zusatzlich durch die
Problematik der Antibiotikaresistenz erschwert wird, ist es dringend erforderlich
neue therapeutische Wege um Alternativen zur antibiotischen Therapie zu finden.
Eine aussichtsreiche Moglichkeit ware die Entwicklung einer lektin-vermitteltenden

Anti-adhasiven Therapie.



3.2. Mikrobiologische Eigenschaften von P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist die am langsten bekannte und fir den Menschen
wichtigste Pseudomonas-Spezies. Sie wurde von Gessard 1882 erstmals in
Reinkultur gezichtet, er nannte sie Bacterium pyocyaneum (,Bakterium des
blaugrinen Eiters®). Es handelt sich um ein nicht fermentatives, opportunistisches
gramnegatives Stabchenbakterium, mit einem fakultativ aeroben Stoffwechsel,
welches aber auch unter anaeroben Bedingungen Nitrat als terminalen
Elektronenakzeptor zu nutzen vermag (Schlegel, 1992). Aufgrund der
Pigmentbildung fluoreszieren die Kolonien vieler Stamme unter UV-Licht.
Charakteristisch ist die Bildung der Pigmente Pyoverdin, Pyocanin und Pyorubin
und der suRlich-aromatischer, lindenblitenartige Geruch, der durch die Bildung von
o-Aminoacetophenon bedingt ist (Bradley, 2003). Das Wachstumsoptimum liegt bei
37°C. Durch den Besitz von jeweils einer polaren Begeil3elung, Fimbrien und Pili,
haben die gramnegativen Stéabchenbakterien die Fahigkeit zur Motilitdt und die
Fahigkeit zur Adhasion an Oberflachen (O Toole et al., 1998) (siehe Abb. 2). Durch
Ausbildung einer Polysaccharidkapsel kénnen sich die Pseudomonaden zusatzlich

vor aulleren Einflissen schitzen.

Abbildung 2: Pseudomonas aeruginosa mit Darstellung der GeiRel und der Pili, die
andeutungsweise umhullt werden vom Biofilm und Alginaten.

Referenz:URL:https: //imww.roche.de/diagnostics/krankheiten-erkennen/infektiologie-virologie/
sepsis/index.html?g=pseudomonas&sid=bd0fc89de5922451b5237a18b9b79d89.[Stand:05.03.201
8, 11.51].



3.3.  Pathomechanismus von P. aeruginosa

Wie viele andere Mikroorganismen auch, produzieren Pseudomonas aeruginosa
Genprodukte, wie z. B. die Lektine PA-I und PA-II, die dem Bakterium eine Adh&sion
an den Zelloberflachen sowie eine Schadigung dieser ermoglichen (Plotkowski et
al., 1994). Der initiierende Schritt fir eine Kolonisation dieser Keime ist bei
Epithelien des Respirationstraktes oder des Gastrointestinal Traktes mittels der
Lektine bekannt (Beachey, 1981), (Prince, 1992).

Pseudomonas aeruginosa synthetisiert neben einigen Oberflachen-gebundenen
Adhasine zwei Lektine, das PA-IL (Gilboa-Garber, 1972) und das PA-IIL (Gilboa-
Garber et al., 1977), deren kodierende Gene auch als LecA und LecB bezeichnet
werden. Daher leitet sich die Bezeichnung LecA-Protein fur das PA-IL und LecB-
Protein fur das PA-IIL ab (Winzer et al., 2000). Die kodierenden Gene fur PA-IL und
PA-IIL liegen im Genom relativ weit auseinander (Gilboa-Garber et al., 2000). Die
Pseudomonas Lektine weisen viele Ahnlichkeiten mit pflanzlichen Lektinen auf, wie
zum Beispiel die relativ hohe Resistenz gegeniiber Proteolysen, Sduren und hohen
Temperaturen (Imberty et al., 2004). Da PA-IL und PA-IIL die Fahigkeit zur
Agglutination von Erythrozyten verschiedener Sdugetiere besitzen, werden sie auch
als Breitsprektrumagglutinine bezeichnet (Gilboa-Garber, 1972).

Das PA-IL ist ein tetrameres Protein, welches aus vier gleichen 12,6 kDa grol3en
Untereinheiten mit je einer Zuckerbindungsstelle besteht, von denen jede jeweils
ein Calcium-lon enthélt, welches fur die Zuckerbindung notwendig ist (Cioci et al.,
2003). Die Zuckerspezifitat fur PA-IL besteht fir Melbiose > Methyl-a-D-Galaktose
> D-Galaktose > Methyl-B-D-Galaktose > N-Acetylgalaktosamin (Chen et al., 1998).
Das PA-I Lektin besteht aus 121 Aminosauren und wird von den 366 bp grol3en
lecA-Gen kodiert (Avichezer et al., 1994).

Das PA-IIL ist ein Homotetramer mit einem Molekulargewicht von 11,73 kDa pro
Untereinheit. Die 114 Aminosauren von PA-IIL werden von den 345 bp grol3en lecB-
Gen kodiert (Gilboa-Garber et al., 2000). Das PA-IIL weist eine Zuckerspezifitat auf
fur p-Nitrophenyl-a-L-Fukose > L-Fukose > Fukosamyl = L-Galaktose > D-Mannose
> D-Fruktose (Garber et al., 1987). Im Vergleich zu anderen Lektinen weist das PA-
[IL eine enorm hohe Affinitat zu L-Fuckose auf (Bindungskonstante von KA= 1,5 x
1076 M) (Gilboa-Garber et al., 2000.)

PA-IL und PA-IIL wurden fast ausschliel3lich im Cytoplasma detektiert (Glick &
9



Garber, 1983). Lediglich geringe Mengen der beiden Lektine wurden in der inneren
und dulReren Membran sowie im Periplasma nachgewiesen. Dabei hangt die Hohe
des extracytoplasmatischen Anteils der Lektine von den jeweiligen
Kulturbedingungen ab (Morimoto et al., 2001), (Tielker et al., 2005).

Das LecA-Protein hat in vitro vor allem zytotoxische Effekte auf die Zellen des
Respirationstraktes, indem es die Wachstumsrate der Epithelzellen sowie die
Anzahl der aktiven Zellen des Flimmerepithels vermindert (Bajolet-Laudinat et al.,
1994). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl PA-IL als auch PA-
lIL den Zilienschlag in vitro gemessen an nasalem Flimmerepithel deutlich reduziert
und somit die mukoziliare Clearance herabsetzt. Dabei zeigte PA-IL einen
schwécheren Abfall der Zilienschlagfrequenz als PA-IIL (Mewe et al.,, 2005),
(Bajolet-Laudinat et al., 1994), (Adam et al., 1997).

Die Affinitat der beiden Lektine fur einfache Zucker konnte sich zu nutzen gemacht
werden, indem Anti-Adhasions-Behandlungen mit den PA-IL und PA-IIL-
spezifischen Zuckern bei Infektionen des Atemtraktes erfolgreich angewendet
worden konnten (Steuer et al., 1993), (von Bismarck et al., 2001).

Fur die Regulationsmechanismen der Genexpression fur lecA und lecB konnten
bislang zwei Quorum Sensing-Systeme identifiziert werden, das LasR/Lasl-System
und das RhIR/RhII-System. Die Expression der Gene lecA und lecB sind
zelldichteabhangig und wird durch diese beiden Systeme und den Stationarphasen-
Sigma-Faktors RpoS reguliert (Winzer et al., 2000). Damit ist die Synthese der
beiden Lektine mit der von weiteren Virulenzfaktoren von P. aeruginosa gekoppelt
(Whiteley et al., 1999).

P. aeruginosa sezerniert zahlreiche extrazellulare Enzyme Uber funf verschiedene
Sekretionswege (Typ I-V und zuséatzlich tber Membranvesikel), von denen viele als
Virulenzfaktoren anzusehen sind und fur die aufRerordentliche Pathogenitéat
verantwortlich sind (Ma et al., 2003). Die Pathogenitat von P. aeruginosa wird
malgeblich durch die Produktion von zahlreichen zellgebundenen und
extrazellularen Virulenzfaktoren bestimmt. Zu diesen rechnet man eine Vielzahl von
extrazellularen Enzymen, Pigmente, Glykolipide und das extrazellulare
Polysaccharid Alginat von mucoiden P. aeruginosa-Stammen (Rehm & Valla,
1997), (van Delden, 2004). Eine Ubersicht der Virulenzfaktoren ist in Tabelle 1
dargestellt.

Weitere wichtige Komponenten, die zur Virulenzsteigerung von P. aeruginosa
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fuhren,

sind die Fahigkeit

zur Ausbildung von

Biofilmen,

genetische

Hypermutabilitat und phanotypische Anpassungsvorgéange wie z. B. die Produktion
von Alginaten (Parsek & Singh, 2003).

Tabelle 1: Virulenzfaktoren von P. aeruginosa modifiziert nach Salyers & Whitt 1994, Heck et al.,
1986, Winzer et al., 2000 (*) nicht erwiesen; EF-2= Elongationsfaktor 2.

Virulenzfaktor

Wirkung

Regulations-
Mechanismen

PA-I Lektin Adhasion der Bakterien an das Quorum Sensing
Wirtsgewebe; zytotoxische Effekte
gegenuber Epithelzellen des
Respirationstraktes

PA-II Lektin Adhasion der Bakterien an das Quorum Sensing

Wirtsgewebe; zytotoxische Effekte
gegenuber Epithelzellen des
Respirationstraktes

Alginat-Synthese

Adhéarenz, Phagozytose-Abwehr,
erhohte Antibiotikaresistenz;
Aktivitatssteigerung der Neutrophilen-
Elastase

Osmolaritat, Stickstoff

Adhasine

Vermitteln die initiale Kolonisierung z. B.
von Atemwege und von Wunden

Stickstoffspiegel

Neuraminidase

verstarkt die Adharenz der Pili; ist
beteiligt an der Biofilmsynthese

Osmolaritat

Exoenzym S

vermittelt durch die ADP-Ribosylierung
der G-Proteine, Beeintrachtigung der
Phagozytoseaktivitat, Apoptosewirksam

Temperatur,
Sauerstoffangebot(*)

Exotoxin A

Hemmung der Proteinbiosynthese durch
ADP-Ribosylierung des EF-2; Folge:

lokale Gewebslasion, Herabsetzung der

Phagozytose-Aktivitat,
Zelltodauslosend; in vitro:
immunsupprimierender Effekt

Eisen

Proteasen:
e Elastase

Spaltet hydrolytisch Elastin und
Kollagen, schadigt dadurch das
Lungengewebe sowie Blutgefalie

Bakterienkonzentration(*)

e Alkalische Gewebsinvasion, systemische Infektion  unbekannt
Protease
e \Weitere Schadigung der Lungenstruktur und unbekannt
Proteasen Gewebe im allgemeinen
Lipopolysaccharide verursacht septischen Schock unbekannt

Antibiotikaresistenz

beeinflusst den Therapieerfolg

nicht reguliert

Pyocyanin
(blaugriines Pigment)

In vitro: Zelluntergang durch oxidativem
Stress bedingt durch die Bildung von
Superoxid und Wasserstoffperoxid

unbekannt
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3.4. Biofilmbildung bei P. aeruginosa

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Biofilmbildung bei P. aeruginosa in finf Phasen.

1) Initiale, reversible Anheftung von planktonischen Zellen an einer Oberflache

2) Irreversible Anheftung der Zellen, Wachstum zu Mikrokolonien zunéchst nur in einer Schicht.

1) + 2) Werden als Induktionsphase bezeichnet.

3) Ubergang zu Makrokolonien in mehreren Zellschichten, Aktivierung des Quorum Sensing,
Expression von extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) mit beginnender Ausbildung der
Biofilmarchitektur, logarithmische Wachstumsphase.

4) Erlangung des reifen Biofilms, Zwischenraume erlauben Stoffzirkulation und beschreibt die
Plateauphase

5) Loslésung einzelner Zellen aus dem Biofilm mit erneuter Anheftung wahrend der Ablésungsphase
(Stoodley et al., 2002), (Flemming & Wingender 2001).

Als Biofilm werden Aggregate von Mikroorganismen bezeichnet, die an einer festen
Oberflache bzw. Grenzflachen angeheftet sind und in einer Matrix von selbst
produzierten extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) eingebettet sind (siehe
Abb. 2). Das gleichzeitige Auftreten von Wasser, verwertbaren Nahrstoffen und den
Mikroorganismen ist ausreichend, um Biofilme entstehen zu lassen. Dieses
funktionell wichtige Zusammenspiel macht deutlich, dass der Biofilm die eigentliche

Lebensweise von Bakterien in der Natur darstellt (Flemming & Wingender, 2001).

Die extrazellularen polymeren Substanzen stellen die Schitisselmolekile fur die
Biofilmbildung dar. Sie sind von besonderer Bedeutung fur Struktur, Funktion und

Zusammensetzung von Biofilmen (Flemming & Wingender, 2001). Die EPS kénnen
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an der Adhéasion von Mikroorganismen an Oberflachen beteiligt sein, sie sind fir die
Kohasion der Biofilmorganismen besonders fur die Entwicklung, Differenzierung
und die dreidimensionale Struktur von Biofilmen wichtig (Wingender & Flemming,
1999), (Wolfaardt et al., 1999). Die EPS bestehen hauptsachlich aus
Polysacchariden, Proteinen, (Phospho)lipiden, Nukleinsauren, Glycoproteinen und
Glycolipiden. Sie kdnnen aktiv von den Zellen ausgeschieden werden oder passiv
durch Zelllyse freigesetzt werden (Wingender & Flemming, 1999). Die
Zusammensetzung der EPS wird vor allem von der Populationszusammensetzung
des Biofilms determiniert. Andererseits ist sie abh&ngig von den
Umweltbedingungen, dem N&hrstoffangebot und dem Biofilmalter (Ombaka et al.,
1983), (Sutherland, 2001).

Biofilme entstehen an Grenzflachen von Wasser und festen Medien sowie an der
Grenze von Feststoffen und Luft. Die Mehrheit aller in der Natur, der medizinischen
Umgebung und der Industrie vorkommenden Bakterien existiert in Form von
Biofilmen (Parsek & Singh, 2003). Sie sind allgegenwartig und ihr Vorkommen kann
sowohl negative als auch positive Auswirkungen haben. So sind Biofilme nicht
selten die Ursache fir persistierende Infektionen. Bei den Infektionen wird vermutet,
dass sie bis zu 65 % als Biofiimphdnomene auftreten (Costerton et al., 1999).
Besonders gefahrdet sind Patienten mit zystischer Fibrose, hospitalisierte
Patienten, Patienten mit einer primaren oder erworbenen Immunschwache,

Verbrennungspatienten und Kontaktlinsentrager.

Andererseits sorgen Biofilme fur ein harmonisches Gleichgewicht zwischen
Bakterien und Dermis sowie zwischen Bakterien im Darm und Darmepithel. Der
Hauptbestandteil eines Biofilmes besteht aus bis zu 98 % Wasser, welches
zusammen mit den extrazellularen polymeren Substanzen eine schleimige Matrix
bildet. Die Mikrokolonien der Mikroorganismen leben im Biofilm in kleinen Enklaven.
Wassergeflllte Kanale, die den Nahrstoff- und Sauerstofftransport und den
Abtransport von Stoffwechselprodukten gewahrleisten, sind zur Aufrechterhaltung
des Biofilmes von existentieller Bedeutung, siehe Punkt 4 in Abb. 2 (Costerton et
al., 1999). Die Fahigkeit zur Biofilmbildung bietet den Mikroorganismen eine Reihe
von Vorteilen. So geniel3en sie einen erhohten Schutz vor Austrocknung und Schutz
vor Bioziden, wie z. B. Desinfektionsmitteln, Chlor oder Antibiotika (Grobe et al.,
2001). Das Greifen einer herkommlichen Antibiotikatherapie ist bei einer Infektion
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mit biofilmbildenden Bakterien erschwert, da sie im sessilem Verband im Vergleich
zu planktonischen Zellen widerstandsféahiger sind. Fir einige Mikroorganismen
konnte eine um den Faktor 10-1000x Fach hohere Antibiotikaresistenzrate in
Biofilmen ermittelt werden (Mah et al., 2003). Hinzu kommt, dass Bakterien sich
innerhalb eines Biofilmes auch der Immunantwort des Wirtes leichter entziehen
konnen als ohne Biofilm (Meluleni et al., 1995). Opsonierende Antikérper und
Phagozyten finden weniger Angriffsflache und konnen dadurch eine chronische
Entzindung auslosen, die den Krankheitsverlauf verlangern bzw. zu weiteren

Komplikationen fiihren kdnnen (Hoiby et al., 2001).

3.5. Alginate von P. aeruginosa

Alginate sind Polysaccharide, die in der Natur weit verbreitet sind. Sie dienen als
Energielieferant (Glykane, Starke) und bilden stabilisierende Gerilste von Pflanzen
und Tieren (Glykogen, Starke). In Biofilmen sind Alginate wiederum wichtige
Bestandteile der EPS und sind somit bei der Bildung von Biofilmen essentiell
beteiligt und gewahrleisten deren mechanische Stabilitdt (Wingender et al., 1999).
Zwischen mucoiden und nicht-mucoiden P. aeruginosa-Stammen gibt es beziglich
der Produktion der extrazellularen polymeren Substanzen bedeutende
Unterschiede. Mucoide Stamme zeichnen sich durch eine Uberexpression des
extrazellularen Polysaccharids Alginat aus und sind somit Hauptbestandteil der
EPS.

Bei Alginaten handelt es sich um Polysaccharide mit einem relativ hohen
Molekulargewicht (ca. 2 x 10% bis 7 x 10°). Sie bestehen bei den mucoiden Stammen
vom P. aeruginosa hauptsachlich aus den Uronsaurecopolymer aus B-D-
Mannuronsaure und seinem C-5-Epimer a-L-Guluronsaure, welche 1,4-

glykosidisch miteinander verbunden sind (Evans & Linker, 1973).

Bei nicht-mucoiden Stammen sind dagegen Glucose, Mannose und Rhamnose die
primaren Zuckerbestandteile der EPS (Wozniak et al., 2003), (Matsukawa &

Greenberg, 2004). Charakteristisch fur die Bakterienalginate ist eine partielle O-
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Acetylierung am C2 und/oder am C3-Atom der B-D-Mannuronséure. Die Anzahl der
O-Acetylierung des Alginates kann bei P. aeruginosa abhangig sein vom jeweiligen
Bakterienstamm, dem Nahrmedium und der Wachstumsphase sein (Marty et al.,
1992), (Evans & Linker, 1973). Die Acetylgruppen spielen eine grof3e Rolle bei der
Empfindlichkeit der Bakterien gegeniber Desinfektionsmittel (Grobe et al., 2001).
Neuere Studien zeigen, dass acetylierungsdefekte Mutanten eine herabgesetzte
Anheftungs- und Biofilmbildungsfahigkeit besitzen (Nivens et al., 2001), (Tielen et
al., 2005).

Mucoide P. aeruginosa-Stdamme, wie zum Beispiel der FRD1-Stamm (Ohman &
Chakrabarty, 1981), kommen hauptséchlich als Keimbesiedlung in Lungen von CF-
Patienten vor und werden in geringerer Haufigkeit bei Patienten mit anderen
chronischen Lungenerkrankungen (z. B. Bronchiektasien), chronischen
Harnwegsinfektionen und chronischen Mittelohrenziindungen  nachgewiesen
(McAvoy et al., 1989). Aul3erhalb der Besiedlung von Lungen bei CF-Patienten
machen die klinischen Isolate von anderen Infektionen nur 1 % vom mucoiden Typ
aus (Doggett et al., 1971). Bei CF-Patienten ist eine Konversion eines initial nicht-
mucoiden-Stammes in einen mucoiden-Stamm nicht selten und mit einer
zunehmenden Resistenz gegenuber der Antibiotika (vor allem gegeniber
Tobramycin) vergesellschaftet und somit oft mit einer schlechteren Prognose
assoziiert (Hentzer et al., 2001), (Costerton et al., 1999). Alginat hat neben den
Pseudomonas-Lektine auch eine wichtige Adhasionsfunktion an Oberflachen.
Gacesa zeigte, das mucoide Stamme im Vergleich zu nicht-mucoiden Stammen

sich 10 bis 1000-mal besser an Lungenepithelien anheften kénnen (Gacesa, 1998).
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3.6. Quorum Sensing in P. aeruginosa

Die Fahigkeit von verschiedenen Bakterienarten untereinander zu kommunizieren
und sich somit nicht nur individuell sondern auch als Gemeinschaft auf wechselnde
aul3ere Veranderung zu reagieren, nennt man Quorum Sensing (QS) (Fuqua et al.,
2001). Als Quorum wird per Definition die kleinste Populationseinheit bezeichnet,
die zu einer koordinierten Aktion befahigt ist. Es existiert ein Schwellenwert an
Zelldichte, bei dessen Erreichen erst die QS-Regulation einsetzt (Swift et al., 1996).
QS wird von Bakterien benutzt, um ineffiziente Prozesse zu koordinieren, wenn sie
nur von einzelnen Zellen durchgefuhrt wirden. Beispiele fur solche Aktionen sind
die Entwicklung von Biolumineszenz, Synthese von Virulenzfaktoren oder die
Biofilmbildung. Quorum Sensing erméglicht den Zellen innerhalb einer Suspension
durch Autoinduktion Uber Expression bestimmter Gene und niedermolekulare
Signalmolekile, wie zum Beispiel den Homoserinlactonen, die Zelldichte der
Population zu messen und zu regulieren (Parsek & Greenberg, 2000), (Flemming &
Wingender, 2002). Als Signalmolekile (sog. autoinducer) dienen zum Beispiel bei
P. aeruginosa eine Gruppe verschiedener N-Acyl-L-Homoserinlactone (AHL), die
von ihnen selbst produziert werden und mittels Diffusion in die Umgebung
freigesetzt werden. Ab einen bestimmten Schwellenwert fungieren sie als
Effektormolekile in genregulierenden Systemen, die in Abhangigkeit von der
Zelldichte wirken, welches als Quorum Sensing bezeichnet wird (Whitehead et al.,
2001).

Durch den amphiphilen Charakter kdnnen die Signalmolekile durch die Membran
diffundieren sowie Uber aktiven Transport exportiert werden und kommen somit in
der Regel intra- als auch extrazellular in gleicher Konzentration vor (Pearson et al.,
1999).

Bei P. aeruginosa sind zwei Quorum Sensing-Regulationssysteme des LUxR/I-Tpys
bekannt, das LasRI- und das RhIRI-System (Winzer et al., 2000), (Pesci et al.,
1999). Bei P. aeruginosa werden unmittelbar nach der Anheftung auf Oberflachen
bestimmte Gene aktiviert, die zur Bildung der EPS erforderlich sind. Diesem
Prozess geht die Synthese und Abgabe von Acyl-Homoserinlactonen voraus,
welches wiederum das Quorum-Sensing aktiviert und somit die Biofilmbildung
ermdoglicht (Costerton & Stewart, 2001).
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Die Expression zahlreicher Virulenzfaktoren wie zum Beispiel der Lektinproduktion
von PA-1 und PA-Il bei Pseudomonas aeruginosa und einen Grof3teil der
Entwicklungs-Regulation zum reifen Biofilm sind QS-abhangig (Toder et al., 1994),
(Passador et al., 1993), (Winzer et al.,, 2000). Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass QS das Verhalten und die Koordination von P. aeruginosa auf engem
Raum optimiert.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Interaktion der Pseudomonaslektine an der Anheftung
an Wirtsoberflachen und der Biofilmbildung (Imberty et al., 2004).
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4. Zilien

4.1. Zilienstruktur und Vorkommen

Zilien sind feine bewegliche Zellfortsatze mit einer Lange von 7 -10 um und einem
Durchmesser von 0,1 — 0,3 pum. Sie treten einzeln als Monozilie oder in bischel-
und rasenférmigen Verbanden als Ziliensaum auf. Das innere Faserbundel einer
Zilie, das Axonem, wird aus Mikrotubuli gebildet, welche die typische 9x2+2 Struktur
aufweisen (siehe Abb. 5). Zentral gelegen befinden sich zwei voneinander getrennte
Zentraltubuli, welche von neun peripheren Mikrotubuluspaaren umgeben sind, die
aus einem A-Tubulus mit daran angelagerten B-Tubulus bestehen. An jedem A-
Tubulus befinden sich ein auf3erer und ein innerer Dyneinarm, die zum B-Tubulus
des benachbarten Mikrotubuluspaares zeigen. Die aul3eren Mikrotubuluspaare sind
durch eine Nexin-Briicke untereinander und durch radiale Speichen mit den zwei
zentralen Tubuli verbunden. Der Bewegungsmechanismus erfolgt unter ATP-
Verbrauch und ist auf die Verschiebung der &ufReren Mikrotubuluspaare
gegeneinander zurlckzufihren (Pan et al., 2005).

Man unterscheidet motile Zilien von den immotilen Zilien. Die motilen Zilien, auch
Kinozilien genannt, weisen eine klassische 9x2+2 Struktur auf, die sich aktiv unter
Energieverbrauch bewegen. Dazu zahlen z. B. die Zilien des Respirationstraktes,
welche die mukoziliare Clearance erméglichen, die Zilien des Ventrikelsystems,
welche den ependymalen Fluss gewahrleisten sowie die Zilien der Spermien,
welche die Grundlage ihrer Mobilitat darstellen (Satir & Christensen, 2007), (Satir &
Christensen, 2008). Zilien ohne zentrale Mikrotubuli mit dem Bauplan 9x2+0 sind in
der Regel nicht beweglich und werden als nichtmotile Zilien oder auch als primare
Zilien bezeichnet.

Fast alle Zellen der Vertebraten besitzen eine einzelne nichtmotile Zilie, welche sich
oft zu spezialisierte Strukturen weiterentwickelt hat, wie zum Beispiel das
AulRensegment von Photorezeptoren im Auge oder auch das Ende der

olfaktorischen Nervenzellen mit den Geruchsrezeptoren (Davenport et al. 2005).
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Abbildung 5: Querschnitt durch eine gesunde Zilie mit der 9x2+2-Struktur. Links als Skizze mit der
Darstellung der Ultrastruktur der ziliaren Architektur, rechts als elektronenmikroskopische Aufnahme.
Referenz: URL: http://www.uniklinik-freiburg. de/kinderklinik/live/forschung/omran.html. [Stand
26.03.2015, 14.38].

4.2. Mukoziliare Clearance

Die Grundlage des naturlichen Selbstreinigungsapparates der Atemwege als eine
erste wichtige Stufe der Erregerabwehr stellt die mukozilidre Clearance dar. Die
Zilien des respiratorischen Epithels filhren unter Energieverbrauch eine
peitschenartige Bewegung aus, die aus einer schnellen Bewegung der hoch
aufgerichteten Zilien in Richtung des Oropharynx besteht und so den
Flassigkeitsfilm in Richtung des Pharynx tiber den Ziliensaum bewegt (Abb. 6). Auf
diese Weise werden im Schleim gefangene Partikel oralwarts transportiert.

Ist die mukoziliare Clearance vermindert, haben pathogene Keime eine langere
Verweildauer im Respirationstrakt und entziehen sich dadurch dem
Selbstreinigungsmechanismus. Dadurch haben die pathogenen Keime die
Maoglichkeit sich durch weitere Virulenzfaktoren im Respirationstrakt auszubreiten
und ggf. eine Infektion zu initiieren. In der Literatur wurde bereits die Interaktion der
Pseudomonas Lektine PA-I und PA-II mit dem humanen respiratorischen Epithel
beschrieben (Adam et al., 1997), (Mewe et al., 2005), wobei es zu einer reversiblen
Bindung der Pseudomonas Lektine an das Flimmerepithel des Respirationstraktes

kommt und dadurch die mukozilidre Clearance herabsetzt.
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Abbildung 6: Schlagzyklus der Zilien. Phase 1 (helle Zilie): Die eigentliche schnelle
Schlagbewegung der hoch aufgerichteten Zilie. Phase 2 (dunkle Zilie): Besteht aus einer
langsameren Rickholbewegung zuriick zur Startposition. Der gestrichelte Pfeil gibt die
oralgerichtete Flussrichtung der periziliaren Fllssigkeit an, welche durch den Zilienschlag verursacht
wird (Osores et al. 2008)

5. Anti-Adhasive Therapie

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Infektionen die durch P.
aeruginosa verursacht werden, oft langwierige und nicht selten sehr
schwerwiegende Krankheitsverlaufe verursachen konnen. Weitere Probleme
stellen die zum Teil nur unzureichenden therapierbaren Infektionen dar und die
zunehmende Resistenzbildung gegeniber den herkémmlichen Antibiotika. Dieses
erfordert die Entwicklung neuartiger Medikamente beziehungsweise neuer
Behandlungsansatze. Ein hoffnungsvoller neuer therapeutischer Ansatz stellt die
Anti-adhasive Therapie mittels der Blockade von Lektin-Kohlenhydrat-Interaktion
durch antiadhasive Substanzen dar (Irvin & Bautista, 1999), (Mulvey et al., 2001).
Die Vorteile der antiadhasiven Substanzen gegentber den herkdmmlichen
Antibiotika liegen darin, dass die Ausbildung von Resistenzen sehr
unwahrscheinlich sind, da sie lediglich die Bindung der pathogenen Keimen an die
Glykokalix des Wirtes unterbinden und somit den ersten ausschlaggebenden Schritt
einer entstehenden Infektion verhindern (Ofek et al., 2003). Die Bakterien kénnen
sich also nicht vermehren und Mutationen, die wahrend der Replikation auftreten
und zu Resistenzen fuhren konnten, kdnnen sich nicht entwickeln. Weitere Vorteile
der antiadhasiven Therapie sind, dass sie nicht bakterizid wirken, dadurch fihren

sie weder zum Absterben der Bakterien noch beeinflussen sie das
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Wachstumsverhalten der Bakterien. Zudem wird die natirliche Flora und das
umliegende Milieu durch die Spezifitat der Blockade durch die antiadhasive
Therapie geschont (Mulvey et al., 2001).

Als antiadh&sive Substanzen kdonnen zum Beispiel Rezeptor-Analoga, Adhé&sin-
Analoga oder Anti-Lektin-Antikdrper fungieren (Gabius, 2000). Hierzu eignen sich
Substanzen, die eine Analogie zum Lektin oder zum Rezeptor sowie Anti-Lektin-
Antikorper, welches die Bindungsstellen des Lektins blockieren (Irvin & Bautista,
1999). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Monosaccharide die
Adhasion einiger pathogenen Erreger an das Oberflachengewebe der Wirtszelle
hemmt. Thomas & Brooks zeigten 2004 in ihrer Studie, dass der Einsatz von
Zuckern die Adhasion mehrerer Bakterienspezies (unter anderem Pseudomonas
aeruginosa) an alveolare Epithelzellen inhibieren kann (Thomas & Brooks, 2004).
Durch Gabe von den inhibierenden Monosacchariden der D-Galaktose und L-
Fukose konnten bereits klinisch erfolgreiche Behandlungen der Pseudomonas
aeruginosa-Infektion im Gehérgang und im Respirationstrakt erzielt werden (Steuer
et al., 1993), (von Bismarck et al., 2001) und (Hauber et al., 2008).

Ein Nachteil bei der Hemmung der bakteriellen Adhasion durch Zucker besteht
darin, dass bedingt durch die niedrige Bindungskonstante hohe Konzentrationen
der Zucker notwendig sind, um eine wirkungsvolle Inhibition der Anbindung der
Bakterien zu erreichen. Durch den Einsatz von multivalenter Kohlenhydrat-
Liganden (Autar et al., 2003) oder durch die Verwendung von Glykomimetika (Ofek

et al., 2003) kénnte dieses Problem umgangen werden
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Lektin-vermittelten Erkennungsmechanismus
zwischen Bakterien und den Zellen des Wirtsorganismus und schematische Darstellung des Prinzips
der Anti-Adhasiven Therapie (Gabius, 2000).
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[ll. Material

1. Histologisches Material

Die routineméaf3ig entnommenen Gewebeproben, die in 10% Phosphat gepufferten
Formalin fixiert und danach in Paraffin eingebettet wurden, stammen aus der
Gemeinschaftspraxis der Facharzte fur Pathologie von Prof. Dr. med. Andreas
Gocht und Dr. med. Andreas Turzynski, aus Lubeck. Das Material der
Nasenmuscheln stammt aus der Klinik fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, welche intraoperativ entnommen wurden
und ebenfalls in Formalin fixiert und anschlie3end in Paraffin eingebettet wurden.
Die menschlichen Gewebeproben wurden von unterschiedlichen Patienten
entnommen und zeigten zum gréf3ten Teil gesundes Gewebe, zum geringeren Tell
handelte es sich um pathologisch-verandertes Gewebe, das aber stets auf ein
kleines Areal begrenzt war. Zur Auswertung des Bindungsverhaltens der Lektine

wurden nur die nicht pathologisch veranderten Areale untersucht und dokumentiert.

2. Humane Nasenmuscheln mit Flimmerepithel

Das nasale Flimmerepithel wurde von Nasenmuscheln (siehe Abb. 1) gewonnen,
die intraoperativ aus der Klinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des
Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf enthommen wurden. Die Nasenmuscheln
wurden in Form von Stanzen mit Hilfe einer Hautstanze (BIOPSY PUNCH von
STIEFEL ® Laboratories UK LTD, 6 mm Durchmesser) prapariert und bei 37,0°C
im Brutschrank angezichtet. Als Nahrmedium dient das RPMI-1640 Medium
(versetzt mit 10 % FCS (fetal calf serum), 1 % Penicillin-Streptomycin, 0,9 %
Amphotericin B). Das Nahrmedium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt.
Zwischen 20 bis zu 30 % der Nasenstanzen zeigte innerhalb von sieben Tagen ein
erfolgreiches Wachstum des Flimmerepithels, so dass diese Stanzen fur die

folgenden Versuche verwendet werden konnten.
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Abbildung 8: a Humane Nasenmuschel b + ¢ Humanes respiratorisches Epithel: b HE-Féarbung mit
Ziliensaum (Pfeil). Lichtmikroskop 40x0,75 VergroRerung ¢ Raster Elektronen Mikroskopie Bild,
5000fache Vergré3erung.

IV. Methoden

1. Anfertigen von Paraffinschnitten

Von dem routinemaRig in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebe
wurden 5 um dicke Paraffinschnitte angefertigt. Diese wurden auf silanbeschichtete
Objekttrager (Histo Bond®, Marienfeld, Deutschland) aufgebracht und tber Nacht
bei 37°C im Brutschrank getrocknet. AnschlieRend wurden die Schnitte in Xylol
entparaffiniert und tber eine absteigende Alkoholreihe fur die folgenden Farbungen
und Reaktionen rehydriert. Bevor mit den angefertigten Paraffinschnitten gearbeitet
wurde, erfolgte ein Vergleich beztglich der Anfarbbarkeit mit P.aeruginosa-Lektine
PA-1 und PA-Il zwischen Paraffinschnitten die ca. drei Jahre zuvor geschnitten
worden sind, (gelagert in Praparatekdsten bei Raumtemperatur), mit frisch
angefertigten Paraffinschnitten. Dabei wurden jeweils die gleichen Organ-Blécke
verwendet die ebenfalls bei Raumtemperatur in lichtundurchlassigen

Aufbewahrungstiten gelagert wurden.
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2. Hamatoxylin-Eosin Farbung

Zur Ubersicht wurde eine Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung durchgefiihrt. Die HE-
Farbung wurde in einem Farbeautomaten (Varistain, Shandon, Frankfurt,
Deutschland) nach einem Standardprotokoll durchgefiihrt. Hierfir wurden die
Schnitte in Xylol entparaffiniert und Gber eine absteigende Alkoholreihe rehydriert.
Anschliel3end folgten Inkubationen in destilliertem Wasser fur 2 Minuten, Hamalaun
fur 1 Minute, destilliertem Wasser fur 2 Minuten, Leitungswasser fir 5 Minuten,
Eosin fur 3 Minuten und wiederum in destilliertem Wasser fur 30 Sekunden.
Abschliel3end wurden die Schnitte tUber eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert,
dreimal fur je 5 Minuten in Xylol inkubiert und mit Eukitt (Kindler, Freiburg,
Deutschland) eingedeckelt.

3. Immunhistochemische Farbungen

3.1. Lektin-Histochemie

Alle Inkubationen wurden, soweit es nicht anders beschrieben ist, bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer durchgeftuhrt. Die rehydrierten Schnitte
wurden 15 Minuten mit 0,1 % Trypsin (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), geldst in
Lektinpuffer (LP bestehend aus: 50 mM Trizma Base, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl>
und 1 mM CacCl: (alle Reagenzien Sigma, Deisenhofen, Deutschland); pH 7,6), in
einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde unter flieRendem
Leitungswasser gestoppt, die Schnitte in LP aquilibriert (dreimal funf Minuten) und
anschlieBend mit 10 pg/ml des jeweiligen biotinylierten Lektins eine Stunde
inkubiert.

An Lektinen wurden biotiniliertes PA-I und PA-II Lektin verwendet. Das PA-I Lektin
wurde von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen, wahrend das PA-II Lektin
von dem Institut fur Molekulare Enzymtechnologie, Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf, Forschungszentrum Juelich, Deutschland von Herrn Dr. D. Tielker zur
Verfigung gestellt wurde. Fur das PA-l Lektin gilt eine Zuckerspezifitat fir D-

Galaktose und fur das PA-II Lektin Fukose> Mannose. Nach dreimaligem Spiilen
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in Trispuffer (TBS: 50 mM Trizma Base (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), 150
mM NaCl; pH 7,6), wurden die Schnitte mit einem Avidin-alkalische-Phosphatase-
Komplex (Vectastain, ABC kit, Vektor, Burlingame, Kalifornien, USA) fir 30 Minuten
inkubiert. Anschlieend wurden die Praparate wiederum in TBS gespult und die
Farbreaktion durchgefiihrt: 10 ml einer 4 %igen Natrumnitrittdsung wurden mit 400
ul Neufuchsin-Stammloésung (5 g Neufuchsin geldst in 100 ml 2 n HCI) vermischt.
Darauf erfolgt die rasche Zugabe von 200 ml Trispuffer (TBS: 50 mM Trizma Base
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland), 150 mM NacCl; pH 8,24). Anschlie3end wurden
sofort 40 mg Naphthol-AS-Bisphosphat in 1000 pl DMF geldst und als Substrat fur
die alkalische Phosphatase hinzugegeben. Die Schnitte wurden in dieser Lésung
20 Minuten unter Lichtausschluss belassen. Die Reaktion wurde unter flieRendem
Leitungswasser (10 Minuten) gestoppt, daraufhin fir weitere funf Minuten in Aqua
dest. belassen. Abschliel3end wurden die Praparate in 50 %igem Mayers Hamalaun
8 Sekunden gegengefarbt, 5 Minuten unter flieRendem Leitungswasser geblaut.
Abschliel3end wurden die Schnitte tber eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert,
dreimal fur je 5 Minuten in Xylol inkubiert und mit Eukitt (Kindler, Freiburg,
Deutschland) eingedeckelt. Mit Kontrollschnitten fir jedes Lektin wurde auf die
gleiche Weise verfahren, nur wurde statt des jeweiligen Lektins mit reinem
Lektinpuffer inkubiert. In jeder Serie wurde jeweils ein Schnitt eines Falles, der zuvor
positiv fur das jeweilige Lektin war, zur Kontrolle der Intensitat der

Enzymfarbreaktion mitgefarbt.

3.2. Lektin-Histochemie und spezifische Zuckerhemmung mit

inhibitorischen Monosacchariden (Fukose und Galaktose)

Alle Inkubationen wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
durchgefiihrt. Die rehydrierten Schnitte wurden 15 Minuten mit 0,1% Trypsin
(Sigma, St. Louis, Missouri, USA), geldst in Lektinpuffer (LP bestehend aus: 50 mM
Trizma Base, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl> und 1 mM CacCl: (alle Reagenzien Sigma,
Deisenhofen, Deutschland); pH 7,6), in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde unter flieRendem Leitungswasser gestoppt, die Schnitte in LP
aquilibriert (dreimal funf Minuten). Als spezifische Zuckerhemmung wurde flr das
PA |-Lektin eine Galaktose-Ldsung (D-Galactose von Serva) und fir das PA II-
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Lektin eine Fukose-Losung (D (+)-Fucose von Fluka) angesetzt, die eine Stunde
lang mit dem entsprechenden Lektin inkubiert wurden, wobei das Gemisch aus
Lektin und Zuckerlésung alle 15 Minuten kraftig geschuttelt wurde. Erst daraufhin
wurden die Gewebeproben mit 10 pg/ml des jeweiligen biotinylierten Lektins plus
entsprechender Zuckerldsung in den Konzentrationen (fur jeweils Galaktose und
Fukoselosungen gleich 0,05M, 0,1 M, 0,2 M, und 0,3 M) eine Stunde inkubiert.
Anschlieend wurden die Schnitte genauso wie in der zuvor beschriebenen
Lektinhistochemie behandelt. Dabei wurde durch den Zusatz des hemmenden

Zuckers die inhibitorische Konzentration des Zuckers quantitativ ermittelt.

3.3. Lektin-Histochemie mit Zusatz von Hyaluronsdure-Oligosacchariden

und Hyaluronséaure Viscoseal®

Die Hyaluronséure-Oligosaccharide wurden in getrocknetem Zustand von Herrn
Prof. Dr. P. Prehm aus dem Institut fir Physiologische Chemie und Pathobiochemie
am Universitatsklinikum Munster zur Verfiigung gestellt. Die Fraktionierung erfolgte
Uber eine HPLC Trennung. Es wurden Hyaluronan-Oligosaccharide mit
unterschiedlich langen Oligosachharidseitenketten verwendet, in folgendem
aufgelistet HA4, HA6, HA8, HA10, HA12, HA14, HA16, HA18. Somit variiert die
Anzahl der Oligosaccharidseitenketten des Hyaluronan von minimal vier bis zu
maximal sechzehn Seitenketten. Fur die Versuchsreihe wurden alle
Einzelkomponenten in einer Konzentration von 100 pl pro 1,5 ml Lektinpuffer
(Stammlésung) geldst und gepoolt Gber 24 h im Kihlschrank bei ca. 6 °C inkubiert
und dabei alle 6 Stunden kraftig geschuttelt. Auch hier wurde, analog der zuvor
beschriebenen Versuchsreihe mit drei Konzentrationen gearbeitet. Fir die erste
Konzentration erfolgte keine weitere Verdinnung, somit wurde mit einer
Konzentration von 10 pl pro 1,5 ml Lektinpuffer gearbeitet. Fir die zweite
Konzentration wurde eine 1:10-Verdinnung mit RPMI-1640 Medium der
Stammldsung und fir die dritte Konzentration eine 1:100-Verdlinnung ebenfalls mit
RPMI-1640 Medium erstellt.

Die Hyaluronsaure stammt von dem Hersteller TRB CHEMEDICA, Rheuma Line,
unter dem Handelsnamen Viscoseal®. Die Zusammensetzung setzt sich

zusammen aus 1 ml isotonische Losung, die 5,0 mg Hyaluronsédure enthalt,
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Natriumsalz sowie Natriumchlorid, Natriummonohydrogen-phosphat,
Natriumdihydrogenphosphat und Wasser. Die Hyaluronsaure wurde aliquotiert und
im Kihlschrank bei minus 20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Das
Auftauen erfolgte, ebenso wie die Lektine PA-I und PA-II, langsam auf Eiswasser.
Auch fur das Viscoseal® wurden drei Konzentrationen gewahlt. Die erste
unverdunnte und etwas z&h wirkende LOsung, dann eine 1:10 und eine 1:100
Verdinnung, als Verdunner dienten wie zuvor beschrieben die RPMI-1640
Nahrmedien.

Alle Inkubationen wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
durchgefuihrt. Die rehydrierten Schnitte wurden 15 Minuten mit 0,1% Trypsin
(Sigma, St. Louis, Missouri, USA), gelost in Lektinpuffer (LP bestehend aus: 50 mM
Trizma Base, 150 mM NacCl, 1 mM MgCl, und 1 mM CacCl; (alle Reagenzien Sigma,
Deisenhofen, Deutschland); pH 7,6), in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde unter flielendem Leitungswasser gestoppt, die Schnitte in LP
aquilibriert (dreimal funf Minuten). FUr die Versuchsreihe wurden drei
Konzentrationen ausgetestet. Die erste Konzentration bestand aus unverdinnter
handelsiblicher Hyaluronsaure, bei der zweiten Konzentration wurde die
Hyaluronsaure in einem Verhéltnis von 1:10 mit Lektinpuffer verdinnt und die dritte
Konzentration im Verhéltnis von 1:100 verdiinnt. Die Reaktionslésungen aus PA-IL
und PA-IIL zusatzlich der Hyaluronsaure wurden eine Stunde lang auf dem Roller
inkubiert, wobei sie alle 15 Minuten kraftig geschuttelt wurden. Daraufhin wurden
die Gewebeschnitten mit 10 pg/ml des jeweiligen biotinylierten Lektins plus
Hyaluronsaure eine Stunde inkubiert. Anschlielend wurden die Schnitte genauso

wie in der zuvor beschriebenen Lektinhistochemie behandelt.

3.4. Lektin-Histochemie mit Zusatz von P. aeruginosa-Alginaten und

Algenalginat Manucol LB

Alle Inkubationen wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
durchgefiihrt. Die rehydrierten Schnitte wurden 15 Minuten mit 0,1 % Trypsin
(Sigma, St. Louis, Missouri, USA), gel6st in Lektinpuffer (LP bestehend aus: 50 mM
Trizma Base, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl> und 1 mM CacCl: (alle Reagenzien Sigma,
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Deisenhofen, Deutschland); pH 7,6), in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde unter flieRendem Leitungswasser gestoppt, die Schnitte in LP
aquilibriert (dreimal funf Minuten). Die Alginate wurden freundlicherweise von Herrn
Dr. Jost Wingender der Gerhard-Mercator-Universitat in Duisburg, aus dem
Fachgebiet Aquatische Mikrobiologie, zur Verfigung gestellt. Es handelt sich dabei
um gereinigte Alginate, die von unterschiedlichen P. aeruginosa-Stamme
gewonnen wurden (siehe Tabelle 1) und um das Algenalginat Manucol LB, welches

aus Braunalgen gewonnen wurde.

Die Alginate wurden zuvor in Lektinpuffer im Verhaltnis 1:1 aufgel6st, d. h. 1mg
Alginat in 1ml Lektinpuffer gelost und dann mindestens fir 24 h im Kihlschrank bei
6°C aufbewahrt und alle 6 Stunden kraftig geschittelt. AnschlieRend wurden die
Alginate aliquotiert und im Kuhlschrank bei minus 20°C bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt. Das Auftauen erfolgte, ebenso wie die Lektine PA-I und
PA-II, langsam auf Eiswasser. Das Gemisch aus PA-I Lektin mit den jeweiligen
Alginaten Nr. 1-4 sowie das Gemisch aus PA-IlI Lektin mit den Alginaten Nr. 1-4
wurden eine Stunde lang inkubiert, wobei sie alle 15 Minuten kréaftig geschittelt
wurden. Erst daraufhin wurden die Gewebsschnitte mit 10 pug/ml des jeweiligen
biotinylierten Lektins plus entsprechender Alginatiésung eine Stunde inkubiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte genauso wie in der zuvor beschriebenen

Lektinhistochemie behandelt.

Tabelle 2: Bakterienalginate, gewonnen auf Kulturen.

Bakterium Stamm Besonderheit Referenz

P. aeruginosa | SG81 Mucoides Umweltisolat aus einem  (Grobe, 1995)
Aufwuchs eines Abflusses in

einem Fleischzerlegebetrieb

P. aeruginosa | FRD1 Mucoides Isolat aus dem Sputum (Ohmann &

eines CF Patienten Chakrabarty, 1981)
P. aeruginosa | FRD1153 Mutation im algJ3-Gen des FRD1- (Franklin & Ohmann,
Stammes, fuhrt zu einem Defekt in  1993)

der O-Acetylierung von Alginat

4. Zilienschlagmessung am inversen Phasenkontrastmikroskop
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Die Zilienfunktionsanalyse ermoglicht die Messung der Zilienschlagfrequenz in Herz
[Hz]. Die Methode lasst damit eine quantitative als auch eine qualitative
(Koordination und Amplitude der Zilien) Beurteilung der Zilien zu (NUBlein et al.,
2001). Die normale Schlagfrequenz des respiratorischen und nasalen
Flimmerepithels liegt zwischen 10 und 16 Hz (NdRlein et al., 2001), die je nach
Ausstattung und Technik leicht variieren kann. Die Zilienfunktionsanalyse wird an
einem inversen Phasenkontrastmikroskop (Leica DM IRB, von Leica Microsystems
Wetzlar GmbH, Wetzlar, Deutschland, ausgestattet mit Heiztisch und Photometer,
siehe Abb. 2) mit eingegliederter Software durchgefuhrt. Zunachst werden das
Phasenkontrastmikroskop und der Heiztisch eingeschaltet, der eine Temperatur
von 37,0°C entsprechend der physiologischen Kdrpertemperatur erreichen soll. Vor
Zugabe der zu testenden Substanzen, erfolgt zur Uberprifung der
Funktionsfahigkeit der Zilien, die als erste Zilienschlagfrequenzmessung
dokumentiert wird. Wenn der Zilienschlag der einzelnen Stanzen sich im oben
genannten Referenzbereich befand, wurden sie fur die weiteren Versuche

verwendet.

Die zu testenden Substanzen wurden einzeln auf jeweils eine Nasenstanze in einem
eigenen 1,5 ml fassenden Reaktionsgefald appliziert. Unmittelbar nach Hinzugabe
erfolgte die erste Messung, die als Zeitpunkt O h festgelegt wurde. Fir jede Messung
gilt, dass zehn verschiedene Messstellen ausgesucht wurden, davon wird jede
zweite Messung ausgedruckt und archiviert. Fur die Negativ-Kontrolle werden 1000
Ul RPMI-1640 Medium auf die Nasenstanze gegeben und ebenfalls unmittelbar
nach Hinzugabe die Messung zum Zeitpunkt O h durchgefuhrt und dokumentiert.
Bei jedem Versuchsdurchgang lauft neben der Negativkontrolle mit RPMI-1640
Medium eine positiv Kontrolle mit entweder PA-I Lektin mit 10 pug/ml oder PA-II
Lektin 10pg/ml mit, um differenzieren zu kénnen, welchen Effekt durch Hinzugabe
von weiteren Substanzen in der Interaktion mit den Pseudomonaslektinen zu
beobachten ist. Danach erfolgen die Messung des Zilienschlages zum Zeitpunkt
nachOh,1h,2h,3h,4h,6hund8h und 24 h nach Inkubation. Die Nasenstanzen
werden wahrend des Intervalls bis zur nachsten Messung im Brutschrank (37° C, 5
% CO2) aufbewahrt und nur zu den Messungen auf dem Heiztisch bei

Raumtemperatur aus dem Brutschrank genommen.
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Abbildung 9: Phasenkontrastmikroskop Messplatz zur lichtmikroskopischen
Zilienfunktionsmessung.

4.1. Zilienschlagmessung mit Zusatz von Hyaluronséure-Oligosacchariden

und Hyaluronsaure (Viscoseal®)

Das Auftauen erfolgte, ebenso wie die Lektine PA-I und PA-II, langsam auf
Eiswasser. Fiur diese Versuchsreihe wurden drei Konzentrationen ausgetestet. Die
erste Konzentration bestand aus unverdinnter handelsublicher Hyaluronséure
Viscoseal®, bei der zweiten Konzentration wurde die Hyaluronsaure Viscoseal® in
einem Verhaltnis von 1:10 mit RPMI-1640 Medium verdinnt und die dritte

Konzentration im Verhaltnis von 1:100 mit dem RPMI-1640 Medium verdinnt.

Die Reaktionssubstanzen aus PA-IL beziehungsweise PA-IIL (mit jeweils 10ug/ml)
zusatzlich der Hyaluronsdure Viscoseal® beziehungsweise dem Pool der
Hyaluronan-Oligosaccharide in den drei unterschiedlichen Konzentrationen wurden
30 Minuten lang auf dem Roller inkubiert, bevor sie dem Reaktionsgefald mit jeweils
einer Nasenschleimhautstanze zugefihrt wurden.

Anschlieend wurden die Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten genauso
wie in dem zuvor beschriebenen Ablauf der Zilienschlagmessung am inversen

Phasenkontrastmikroskop durchgefihrt.
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4.2. Zilienschlagmessung mit Zusatz von P. aeruginosa-Alginaten und

Algenalginat Manucol LB

Die Alginate wurden in Lektinpuffer im Verhaltnis 1:1 aufgeldst, d. h. 1mg Alginat in
1ml Lektinpuffer geldst und dann mindestens fur 24 h im Kdhlschrank bei 6° C
aufbewahrt und alle 8 Stunden kraftig geschuttelt. Anschlieend wurden die
Alginate aliquotiert und im Kuhlschrank bei minus 20°C bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt. Das Auftauen erfolgte, ebenso wie die Lektine PA-I und
PA-II, langsam auf Eiswasser. Das Gemisch aus PA-I Lektin bzw. PA-II Lektin(
jeweils mit 10pug/ml) mit den jeweiligen Alginaten Nr. 1-4 wurden 30 Minuten lang
auf dem Roller bei Zimmertemperatur inkubiert, bevor sie zu dem Reaktionsgefald
mit jeweils einer Nasenschleimhautstanze gegeben wurden.

AnschlieRend wurden die Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten genauso
wie in dem zuvor beschriebenen Ablauf der Zilienschlagmessung am inversen

Phasenkontrastmikroskop durchgefiihrt.

5. Auswertung

5.1. Histologische Auswertung der Immunhistochemie

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurden alle mikroskopischen
Auswertungen zweimal, unabhdngig voneinander, durchgefihrt und diese
Ergebnisse miteinander verglichen. Stimmten die Ergebnisse der ersten und
zweiten Beurteilung nicht Uberein, wurden die fraglichen Praparate von einem
zweiten, unabhangigen Untersucher beurteilt und die Ergebnisse diskutiert. Die
lektinhistochemisch gefarbten Praparate wurden unter einem Axioplan
Fotomikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ausgewertet und zur
Befunddokumentation mit einer Zeiss Axio Cam MRc5 (Kodak, Stuttgart,
Deutschland) fotografiert. Die Farbintensitat wurde in einer Abstufung von nicht
angefarbt (-), schwach (+), Uber mittelgradig (++) bis intensiv (+++) dokumentiert
und die Lokalisation der positiven Farbreaktion bezlglich der einzelnen

Gewebeabschnitte, bzw. den Zellstrukturen ausgewertet.
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5.2. Statistische Auswertung der Zilienschlagmessungen

Die Zilienschlagfrequenz wurde unter dem Einfluss von 10ug/ml PA-IL und 10pg/ml
PA-IIL unter dem Zusatz von Hyaluronsauren (Hyaluronsaure Oligosaccharide und
Hyaluronsaure Viscoseal®) und Alginaten untersucht. Die Hyaluronsauren wurden
jeweils in drei verschiedenen Konzentrationen untersucht. Als Negativkontrolle
diente bei jedem Versuch RPMI-Nahrmedium, welches keinen signifikanten Einfluss
auf die Zilienschlagfrequenz hat, die Frequenz der Zilien betrug stets zwischen 9,3
bis 10,14 Hz, siehe Abbildung 20. Die Negativkontrolle wurde als Bezugsgrofie zu
den untersuchten Wirkstoffen genommen. Als Programm fur die statistische
Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism 5 verwendet und die Daten in
Form von Liniendiagrammen dargestellt. Zwischen den untersuchten Gruppen von
einer Normalverteilung ausgegangen wurde, wurde der One way Anova angewandt
und als multipler Vergleichstest kam der Dunnett-Test zur Anwendung. Die
Signifikanz wurde wie folgt festgelegt: p<0,05 = *, p<0,001=** und p<0,0001=***,
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V. Ergebnisse

5.1. Ergebnisse der histologischen Auswertung

5.1.1. Ergebnisse fur PA-IL und PA-IIL mit Fukose und Galaktose

In der folgenden histologischen Auswertung werden die Ergebnisse der PA-IL und
PA-IIL Farbungen allein und nach Zugabe der jeweiligen spezifischen
inhibitorischen Monosaccharide beschrieben. Dabei gilt Galaktose als spezifisches
inhibitorisches Monosaccharid fir PA-IL und Fukose fur PA-IIL. Die Versuche
wurden in jeweils vier aufsteigenden Konzentrationen mit jeweils 0,05 M, 0,1 M, 0,2
M und 0,3 M durchgefihrt.

Hautabschnitte (siehe Tabelle 3)

Gehdorgang

Das Lektin PA-IL farbt das mehrschichtige verhornte Plattenepithel des
Gehorganges in einer mittleren Intensitat (++) an, die unverandert durch die Zugabe
einer 0,05 M
Galaktoseldsung sich an Intensitat verstarkt (+++). Bei der 0,1 M Galaktosel6sung
zeigt sich eine leichte Abschwéachung auf eine mittlere Intensitat (++), die sich bei
der nachsthoheren Konzentration von 0,2 M auf eine leichte Anfarbbarkeit (+)
abmildert. Durch Zusatz der 0,3 M Galaktosel6sung bindet sich das PA-IL nicht
mehr an das Epithel (-). Das Farbeverhalten der apokrinen Ceruminaldriisen gleicht
dem der Dermis. Durch PA-IL und PA-IL plus einer 0,05 M Galaktosel6sung kommt
es zu einer mittleren Anfarbung (++). Bei Zusatz einer 0,1 M Galaktosel6sung
kommt es zu einer leichten Anfarbung (+), die ab der Konzentration von 0,3 M nicht
mehr nachweisbar ist (-). Das Bindegewebe zeigt eine insgesamt schwachere
Anfarbung, das PA-IL erreicht eine leichte Anfarbung vor allem der Kollagenfaser
(+), die durch Zugabe der 0,05 und 0,1 M Galaktosel6sung bestehen bleibt. Durch
Zugabe der 0,2 und 0,3 M L6sung zeigt sich keine Anfarbung mehr (-).

Das PA-IIL allein zeigt eine mittlere Anfarbung des mehrschichtigen, verhornten

Plattenepithel des Gehbérganges (++), welches durch Zugabe einer 0,05 M
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Fukoseldsung nicht verandert wird. Durch Zugabe von einer 0,1 und 0,2 M
FukoselOsung zeigt sich eine Abschwachung der PA-IIL Bindung (+). Durch Zugabe
der 0,3 M Lo6sung wird die Interaktion des Lektins mit dem Epithel vollstandig
gehemmt (-). Die Dermis zeigt eine mittelgradige Anfarbung durch PA-IIL (++), die
durch die 0,05 und 0,1 M Fukoseldsung auf eine leichte Anfarbung abgeschwacht
wird (+). Durch Zugabe der 0,2 und 0,3 M Fukoseldsung kann keine Anfarbung mehr
detektiert werden (-). Ahnlich verhalt es sich mit den Ceruminaldriisen, die durch
PA-IIL mittelgradig angefarbt werden (++), durch Zugabe der 0,05 M Fukoseldsung
zeigt sich eine Abschwachung auf eine leichte Anfarbung (+). Ab einer
Konzentration von 0,1 M Fukoseldsung, kann keine Anfarbung mehr nachgewiesen
werden (-). Das Bindegewebe wird insgesamt nur schwach durch PA-IIL angefarbt
(+), wobei hauptsachlich die Kollagenfaser eine positive Farbung zeigen. Das
gleiche Farbeverhalten zeigt sich durch Zugabe einer 0,05 M Fukoseldsung. Ab der

Konzentration von 0,1 M Fukoselésung, zeigt sich keine Farbbindung (-) mehr.

Mundschleimhaut

PA-IL farbt das mehrschichtige unverhornte Plattenepithel nur leicht an (+), dabei
treten keine merklichen Unterschiede in den verschiedenen Strata auf (Stratum
superficiale, spinosum et basale). Es tritt keine Anderung des Farbeverhaltens
durch Zugabe einer 0,05 M Galaktoseléosung auf (+). Ab einer
Galaktosekonzentration von 0,1 M zeigt sich keine Anfarbung des Epithels mehr (-
). Fur alle tiefer gelegenen Strukturen, wie dem subkutanem Fettgewebe, dem
Bindegewebe, den Muskelfaserbiindeln und der Submukosa mit den Drlisen zeigt
sich ein identisches Farbeverhalten. PA-IL alleine farbt die genannten Strukturen
schwach an (+), die bereits durch Zugabe der am niedrigsten getesteten
Galaktoseldsung ab einer Konzentration von 0,05 M keine Anfarbung mehr zeigen
().

PA-IIL farbt das mehrschichtige unverhornte Plattenepithel mittelgradig stark an
(++), dabei treten keine merklichen Unterschiede in den verschieden Strata auf
(Stratum superficiale, spinosum et basale). Die Farbung wird durch Zugabe einer

0,05 M Fukoselésung abgeschwacht (+) und ab einer Konzentration von 0,1 M
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zeigt sich keine Anfarbung mehr (-). Das Bindegewebe und die Muskelfaserbiindel
werden Durch PA-IIL und ebenso durch PA-IIL plus der 0,05 M Galaktoseldsung
leichtgradig angefarbt (+). Die Anfarbung wir ab der nachsthdheren
Galaktosekonzentration von 0,1 M aufwarts nicht mehr detektiert (-). Die
Submukosa mit den darin enthaltenen Drisen und das subkutane Fettgewebe
werden durch PA-IIL leicht angefarbt (+), durch Zugabe der am niedrigste
getesteten Fukosekonzentration zeigt sich keine weitere Anfarbung (-).

Bauchhaut

Die Epidermis wird durch PA-IL intensiv angefarbt (+++), dabei werden vor allem
die duRRerste Schicht des verhornenden Plattenepithels, das Stratum corneum und
zusatzlich die Basalmembran angefarbt. Es ergibt sich keine Anderung der
Farbintensitat durch Zugabe einer 0,05 M Galaktosel6sung. Durch die Anwendung
einer 0,1 M Galaktoselésung wird eine mittelgradige Farbung (++) erreicht, die
durch eine 0,2 M L6sung weiter auf eine schwache Farbung (+) reduziert wird.
Durch Zugabe einer 0,3 M Galaktoselésung kommt es zu keiner Anfarbung mehr (-
). Die Dermis weist in seiner Anfarbbarkeit keine Unterschiede bezuglich des
Sratum papillare und Stratum reticulare auf. Die Dermis und die
Bindegewebsfasern, sowie die Myoepithelzellen zeigen eine mittelgradige
Anfarbbarkeit (++) durch PA-IL, die durch eine 0,05 und 0,1 M Galaktoselésung
abgeschwacht wird auf eine leichte Anfarbung (+). Durch Zugabe jeweils einer 0,2
und 0,3 M Galaktoselosung zeigt sich keine weitere Anfarbung der genannten
Strukturen (-). Die in der Dermis liegenden ekkrinen SchweilR3driisen werden durch
PA-IL mittelgradig angefarbt (++), die durch Zugabe einer 0,05 M Galaktosel6sung
bestehen bleibt (++). Durch Zugabe einer 0,1 M Lésung wird diese auf eine leichte
Anfarbung (+) abgeschwacht und ab einer 0,2 M Konzentration zeigt sich keine
Anfarbung mehr (-). Das subkutane Fettgewebe zeigt durch PA-IL und durch Zusatz
einer 0,05 M Galaktosel6sung, jeweils eine mittelgradige Anfarbbarkeit auf (++). Bei
der nachst hoheren Galaktosekonzentration von 0,1 M mildert sich diese ab auf eine

leichte Anfarbung (+), die ab der Konzentration von 0,2 M nicht mehr nachweisbar

ist (-).
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PA-IIL farbt die Epidermis in einer starken Intensitat an (+++), auch hier werden das
Stratum corneum und die Basalmembran insbesondere stark angefarbt. Bei Zugabe
einer 0,05 und 0,1 M Fukoselosung erfolgt eine Reduktion der Anfarbung (++). Bei
einer Konzentration von einer 0,2 M Fukoselésung kommt es zu einer weiteren
Abschwachung auf eine leichte Anfarbung (+), bei einer Konzentration von 0,3 M
wird die Lektinbindung vollstandig inhibiert. Die Dermis wird durch PA-IIL
mittelgradig stark angefarbt (++), die auch durch Zugabe einer 0,05 M Fukosel6sung
nicht abgemildert wird (++). Bei Fukoseldsungen in den Konzentrationen von 0,1
und 0,2 M, weist die Dermis eine leichte Anfarbung auf (+), die bei der Konzentration
von 0,3 M nicht mehr nachweisbar ist (-). Die ekkrinen Schwei3drisen und das
Bindegewebe werden durch PA-IIL und bei Zugabe einer 0,05 M Fukosel6sung
mittelstark angeféarbt (++), die bei einer Konzentration von 0,1 M auf eine leichte
Anfarbung abschwécht (+). Ab der Konzentration von 0,2 M werden die
Schweil3driisen nicht mehr angefarbt (-). Das subkutane Fettgewebe wird durch PA-
lIL mittelstark angefarbt (++), es kommt zu keiner Anderung der Farbintensitat durch
Zugabe von 0,05 und 0,1 M Fukoseldsungen (++). Bei der Konzentration von 0,2 M,
wird eine Abschwéachung auf eine leichte Anfarbung nachgewiesen (+), die ab der

Konzentration von 0,3 M nicht mehr nachgewiesen werden kann (-).

Achselhaut

Die Epidermis lasst sich von ihren verschiedenen Schichten regelméaR3ig durch PA-
IL in mittlerer Intensitat anfarben (++). Durch Zugabe drei aufsteigender
Konzentrationen von Galaktoselésungen (0,05, 0,1 und 0,2 M) wird die Epidermis
nur noch schwach angefarbt (+) und bei einer 0,3 M Konzentration wird die
Epidermis nicht mehr angefarbt (-). Das gleiche Farbeverhalten zeigt die Dermis,
wobei die darin liegenden Schweil3- und Talgdrusen leicht davon abweichen. Die

Holokrinen Schweil3driisen werden durch PA-IL leicht angefarbt (+), die nach
Zugabe einer 0,05 M Galaktoseldsung bestehen bleibt (+). Ab der Konzentration
einer 0,1 M Galaktoselésung kommt es zu keiner Anfarbung mehr (-). Das gleiche
Farbeverhalten zeigen die Myoepithelzellen und das Bindegewebe. Die ekkrinen

Schweil3driisen werden ebenfalls durch PA-IL leicht angefarbt (+), die jedoch
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bereits nach Zugabe einer 0,05 M Galaktoseldsung nicht mehr darstellbar sind
und auch bei den hdher konzentrierten Losungen nicht mehr auftreten (-). Das
subkutane Fettgewebe wird durch PA-IL mittelstark angefarbt (++), durch Zugabe
einer 0,05 M Galaktoseldsung kommt es zur Abmilderung auf eine leichte Anfarbung
(+), die ab der nachst hoheren Konzentration nicht mehr nachweisbar ist (-).

PA-IIL farbt die Epidermis und das subkutane Fettgewebe mittelstark an (++), es
kommt zu keiner Anderung durch Zugabe einer 0,05 M FukoselGsung (++). Bei einer
Konzentration von 0,1 M schwacht das Signal auf eine leichte Anfarbung ab (+). Ab
einer Konzentration von 0,2 M kommt es zu keiner Anfarbung mehr (-). Die Dermis
im Allgemeinen und die darin gelegenen Myoepithelzellen, welche die
Schweil3drisen umgeben, weisen wie das Bindegewebe ein identisches
Farbeverhalten auf. Durch PA-IIL werden die genannten Strukturen leicht angefarbt
(+). Es kommt zu keiner Anderung durch Zugabe einer 0,05 oder 0,1 M
Fukosel6sung (+). Bei Konzentrationen von 0,2 und 0,3 M wird kommt es zu keiner
weiteren Anfarbung mehr (-). Die Schweil3- und Talgdriisen werden durch PA-IIL
leicht angefarbt (+), es kommt zu keiner Anderung durch eine 0,05 M Fukoseldsung.

Ab einer Konzentration von 0,1 M kommt es zu keiner Anfarbung (-).

Atemtrakt (siehe Tabelle 4)

Nasenschleimhaut

Das mehrreihige Flimmerepithel zeigt durch PA-IL eine zweifach positive Farbung
(++), dabei farben sich insbesondere die Becherzellen apikal an. Durch Zugabe
einer 0,05 M Galaktoselosung kommt es zu keiner Anderung der Farbung (++). Bei
den Galaktosekonzentrationen von 0,1 und 0,2 M kommt es in diesen Arealen nur
noch zu einer leichten Anfarbung (+), die ab einer Konzentration von 0,3 M
Galaktoseldsung nicht mehr nachweisbar ist (-). Die Basalmembran und die Tunica
submucosa werden durch PA-IL schwach gefarbt (+), diese schwache Farbung
bleibt unveréandert b durch Zugabe von Galaktoseldsungen in den Konzentrationen
0,05, 0,1 und 0,2 M. Erst durch Zugabe einer 0,3 M
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Galaktoseldsung wird keine Anfarbung der genannten Strukturen erreicht (-).Das
gleiche Farbeverhalten liegt fur die intraepithelialen seromukdsen Glandulae
nasales vor. Das Bindegewebe féarbt sich durch PA-IL mittelstark an (++), durch
Zusatz von 0,05 bis 0,2 M Galaktoseldsungen wird es leichtgradig angefarbt (+) und
durch den Zusatz einer 0,3 M Galaktosel6ésung wird das Bindegewebe nicht mehr
angefarbt (-).

Das mehrreihige respiratorische Flimmerepithel wird durch PA-IIL intensiv angefarbt
(+++), wobei insbesondere die Becherzellen sich stark anfarben. Durch Zugabe
einer 0,05 M Fukoselosung kommt es zu einer mittelgradigen Anfarbung (++), die
beim Zusatz einer 0,1 und 0,2 M Fukoseldsung sich auf eine leichte Anfarbung
abmildert (+). Bei Zugabe einer 0,3 M Fukoseldsung kommt es zu keiner Anfarbung
des respiratorischen Epithels mehr (-). Es ergibt sich fir folgende Strukturen das
identische Farbeverhalten: Basalmembran, Glandulae nasales, Tunica submucosa
und Bindegewebe werden durch PA-IIL sowie durch Zusatz einer 0,05 M
Fukosel6sung mittelgradig angefarbt (++). Bei den Konzentrationen 0,1 und 0,2 M
Fukoselosung werden die genannten Strukturen leichtgradig angefarbt (+) und bei

der 0,3 M Fukosel6sung kann keine Anfarbung mehr detektiert werden (-).

Trachea

Das Flimmerepithel mit den darin liegenden Becherzellen werden durch PA-I Lektin
mittelgradig intensiv angefarbt (++). Durch Zugabe einer 0,05 M Galaktosel6sung
schwacht sich die Anfarbung auf eine leichte ab (+) und ab der nachst héheren
konzentrierten Galaktoselésung werden die Strukturen nicht mehr angefarbt (-).
Folgende Gewebeabschnitte zeigen ein identisches Farbeverhalten auf und werden
im Folgenden zusammengefasst: L. propria mucosae, Glandulae nasales, Tela
submucosa, Tunica fibromusculocartilaginea und die Tuncia adventitia werden
durch PA-l Lektin schwach angefarbt (+), ab einer 0,05 M Kkonzentrierten
Galaktoseldsung werden die genannten Gewebe nicht mehr angefarbt (-).

Fur PA-IIL liegt ein insgesamt sehr einheitliches Farberverhalten vor. Die gesamten

Strukturen der Trachea werden durch PA-IIL leichtgradig angefarbt (+),
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die nach Zugabe einer 0,05 M Fukoseldsung nicht mehr vorliegt und auch bei den
héheren Konzentrationen nicht mehr auftreten (-). Die einzige Ausnahme stellt das
Flimmerepithel mit den Becherzellen auf, sie weisen durch PA-IIL eine mittlere
Intensitat der Anfarbung auf (++), die durch Zugabe einer 0,05 M Fukoseldsung auf
eine leicht Anfarbung abgemildert wird. Ab der Konzentration einer 0,1 M

Fukoseldsung werden weder Flimmerepithel, noch die Becherzellen mehr angefarbt

().

Lunge

Das Flimmerepithel der Tunica mucosa wird durch PA-IL mittelgradig intensiv
angefarbt (++), das unverdndert durch Zugabe einer 0,05 M Galaktosel6sung
erhalten bleibt (++). Nach Zusatz einer 0,1 und 0,2 M Galaktoseldsung kommt es
zu einer leichten Anfarbung (+), die durch eine 0,3 M Ldsung nicht mehr dargestellt
werden kann (-). Die Becherzellen werden durch PA-IL nur leicht angefarbt (+),
ebenso bei Zusatz von einer 0,05 M Galaktoselosung (+). Ab einer Konzentration
von 0,1 M kommt es zu keiner weiteren Anfarbung der Becherzellen (-). Das gleiche
Farbeverhalten liegt fur die Lamina propria mucusae, den seromukésen
Bronchialdrisen und den glatten Muskelfasern vor. Die Tunica
fioromusculocartilaginea wird weder durch PA-IL, noch durch zusatzlich
Galaktoseltésungen angefarbt.

PA-IIL farbt das respiratorische Epithel (Flimmerepithel und Becherzellen) der
Tunica mucosa mittelgradig intensiv an (++). Es kommt zu keiner Anderung durch
Zugabe einer 0,05 M Fukoselésung (++). Durch Zugabe von 0,1 und 0,2 M
Fukoselésungen kommt es zu einer Signalabschwéchung auf eine schwache
Anfarbbarkeit (+), die ab einer Konzentration von 0,3 M vollstandig ist (-). Alle
tbrigen Strukturen der untersuchten Bronchien weisen das gleiche Farbeverhalten
auf. Es kommt durch PA-IIL zu einer schwachen Anfarbung (+), die nach Zugabe
einer 0,05 M Fukoseldsung nicht mehr darstellbar ist (-) und auch bei den hdéheren
Fukosekonzentrationen nicht zur Darstellung kommen (-). Ausnahme ist auch hier
wie bereits zuvor beschrieben, dass die Tunica fibromusculocartilaginea weder
durch PA-IIL, noch durch zusatzliche Fukoselésungen in verschiedenen

Konzentrationen, anfarben lasst (-).
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Geschlechtsorgane (siehe Tabelle 5)

Mamma

Das zweischichtige Epithel der Ducti lacteferi wird durch PA-IL intensiv angefarbt
(+++). Eine Abschwachung auf eine mittelstarke Anfarbung erfolgt durch Zugabe
von 0,05 und 0,1 M Galaktoselosung (++). Bei einer 0,2 M Galaktosel6sung erfolgt
eine Abschwéchung auf ein leichtes Farbsignal (+), welches bei einer Konzentration
von 0,3 M nicht mehr nachweisbar ist (-). Das Stroma und das Myoepithel werden
durch das PA-IL intensiv angefarbt (++), es ist keine Anderung zu beobachten durch
Zugabe durch einer 0,05 M Galaktoseldsung (++). Durch Zusatz einer 0,1 M L6sung
kommt es zu einer Abschwadchung auf eine leichte Anfarbung (+). Bei den
Konzentrationen von 0,2 und 0,3 M Galaktoseldsungen wird das Epithel nicht weiter
angefarbt (-). Die dargestellten Fettzellen werden intensiv durch PA-IL angefarbt
(+++), leichte Abschwachung durch Zugabe einer 0,05 und 0,1 mM
Galaktoseldsung (++). Ab einer Konzentration von 0,2 M Galaktosel6sung ist keine
Anfarbung mehr nachweisbar (-). Das intralobulare Bindegewebe wird durch PA-IL
und durch zusatzlicher Gabe einer 0,05 M Galaktoselésung mittelgradig stark
angefarbt (++). Durch Zusatz einer 0,1 und 0,2 M Galaktoselésung kommt es zu
einer leichten Anfarbung (+), die bei der nachst héheren Konzentration nicht mehr
nachweisbar ist (-).

Durch PA-IIL werden das Epithel der Ausfilhrungsgange und das intralobulare
Bindegewebe mittelgradig intensiv angefarbt (++). Bei Fukoseldsungs-
konzentrationen von 0,05 und 0,1 M kommt es nur noch zu einer leichten Anféarbung
(+), die bei der Konzentration von 0,2 M nicht mehr nachweisbar ist (-). Durch PA-
IIL werden das Stroma und die Ausfiihrungsgange umgebenden Myoepithelzellen
leichtgradig angefarbt (+). Nach Zugabe einer 0,05 und 0,1 M Fukoseldsung bleibt
diese unverandert angefarbt (+). Ab der Konzentration einer 0,2 M Fukoseldsung
kommt es zu keiner Anfarbung der genannten Strukturen mehr (-). Die Fettzellen
werden durch PA-IIL mittelstark angefarbt (++), die durch Zugabe der
Fukosekonzentrationen von 0,05, 0,1 und 0,2 M auf eine leichte Anfarbung
abgeschwacht wird (+). Bei einer 0,3 M Fukosel6sung werden die Fettzellen nicht

mehr angefarbt (-).
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Uterus

Das einschichtige prismatische Oberflachenepithel des Endometriums wird durch
PA-IL mittelgradig stark angefarbt (++), durch Zusatz einer 0,05 und 0,1 M
Galaktoselosung zu einer leichten Anfarbung des Epithels (+). Ab der 0,2 M
Konzentration werden die Zellen nicht mehr angefarbt (-). Das Endometrium wird
durch PA-IL alleine und durch Zugabe einer 0,05 M Galaktoselésung zu einer
leichten Anfarbung (+). Ab einer 0,1 M Galaktosel6sung wird das Endometrium nicht
mehr angefarbt (-). Das Myometrium wird nur alleine durch PA-IL angefarbt, nach
Zusatz der Galaktoselésungen in verschiedenen Konzentrationen kommen die
glatten Muskelzellen nicht mehr zur Anfarbung. Das Perimetrium wird weder durch
PA-IL noch durch Zugabe von Galaktoseléosungen in den getesteten
Konzentrationen angefarbt.

Das Oberflachenepithel des Endometriums wird durch PA-IIL mittelgradig angefarbt
(++), nach Zugabe einer 0,05 und 0,1 M Fukosel6ésung kommt es zu einer leichten
Anfarbung (+), die Lektinbindung wird ab der nachst héheren Fukosekonzentration
von 0,2 M vollstadndig gehemmt (-). Das Stroma der Tunica mucosa (Endometrium)
und das Myometrium weisen das gleiche Farbeverhalten auf. Durch PA-IIL kommt
es zu einer leichten Anfarbung der genannten Strukturen (+), welches bereits nach
Zugabe der am niedrig konzentrierten Fukoselésung von 0,05 M, nicht mehr
angefarbt werden (-). Das Perimetrium wird weder durch PA-IIL noch durch Zugabe

von Fukoseldsungen in den getesteten Konzentrationen, angefarbt (-).

Prostata

Das zweireihige Drusenepithel wird durch PA-IL intensiv angefarbt (+++). Nach
Zugabe der 0,05 M Galaktoseldsung zeigt sich eine mittlere Intensitat der Anfarbung
(++), die bei einer Konzentration von 0,1 M sich abschwécht auf einer leichte
Anfarbung (+). Nach Zugabe einer 0,2 und 0,3 M Galaktosel6sung wird das Epithel
nicht mehr angefarbt (-). Das Stroma und die zahlreiche glatte Muskulatur werden
gleichermalRen durch PA-IL angefarbt. Durch PA-IL alleine kommt es zu einer

mittleren Intensitat der Anfarbung (++), nach Zugabe einer 0,05 M
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Galaktoseldosung wird eine leichte Anfarbbarkeit dokumentiert (+), die auch nicht
durch Zugabe von 0,1 und 0,2 M Galaktoseldsung verandert wird (+). Nach Zugabe
einer 0,3 M Galaktoseldsung werden die genannten Strukturen nicht mehr angefarbt
(-). Die tubuloalveolaren Driisen werden durch PA-Mittelgradig stark angefarbt (++),
nach Zugabe einer 0,05 M Galaktoselésung wird diese auf eine leichte Intensitét
abgeschwacht (+). Ab einer Konzentration von 0,1 M Galaktoselésung werden die
Drusen nicht mehr angefarbt (-).

Das Drusenepithel wird durch PA-IIL ebenfalls intensiv angefarbt (+++), ebenso
nach Zugabe einer 0,05 M Fukoseltsung (+++). Bei der Konzentration einer 0,1 M
Losung kommt es zur mittleren Anfarbbarkeit (++), die bei der 0,2 M Konzentration
weiter auf eine leichte Anfarbbarkeit (+) vermindert wird. Bei der 0,3 M
Fukosekonzentration kommt es zu keiner Anfarbung der Epithelzellen mehr (-). Das
fiboromuskulare Stroma zeigt durch PA-IIL eine geringe Anfarbung (+), die durch
zusatzliche Fukoselosungen in den Konzentrationen von 0,05 und 0,1 M nicht
verandert wird. Bei der 0,2 M Fukosekonzentration werden weder das Stroma, noch
die glatten Muskelzellen mehr angefarbt (-). Die tubuloalveolaren Drisen werden
durch PA-IIL mittelgradig stark angefarbt (++), diese bleibt unverdndert nach
Zugabe einer 0,05 M Fukosel6sung. Ab einer 0,1 M LOésung schwacht sich die
Anfarbung der Drisen auf eine leichte Intensitat an (+), die ab der nachst héheren

Fukosekonzentration inhibiert wird (-).

Gastrointestinaltrakt (siehe Tabelle 6)

Osophagus

Die Tunica mucosa weist in ihrem Aufbau mit ihrem mehrschichtig unverhornten
Plattenepithel der Lamina epithelialis, sowie der Lamina propria und der Lamina
muscularis mucosae, keine Unterschiede beziglich des Farbeverhalten auf. Die
Tunica mucosa wird durch PA-IL leichtgradig angefarbt (+). Ab der Zugabe der
niedrig dosierten Galaktosekonzentration von 0,05 M, werden die genannten
Strukturen nicht mehr angefarbt (-). Das gleiche Bild zeigt sich durch Zugabe der

Galaktoseldésungen in den Konzentrationen von 0,1-0,3 M. Weder die Glandulae
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O0sophageales, noch die Tunica muscularis werden durch PA-IL oder PA-IL plus
Zugabe von Galaktosel6ésungen angefarbt.

Die Tunica mucosa wird wie zuvor beschrieben, auch gleichmafdig durch PA-IIL
leichtgradig angefarbt (+). Nach Zugabe einer 0,05 M Fukosel6sung kommt es
ebenfalls zur leichten Anfarbung (+). Ab der nachst hoherer Konzentration von 0,1
M, wird die Tunica mucosa nicht mehr angefarbt. Weder die Tela submucosa
inklusiver der Oesophagealdriisen, noch die Tunica muscularis werden durch PA-
lIL/getesteter Fukoselésungen angefarbt (-).

Magen

Das hochprismatische Oberflachenepithel der Tunica mucosa wird durch PA-IL
leichtgradig angefarbt (+), keine Anderung der Anfarbung erfolgt durch Zugabe
einer 0,05 M Galaktoseldsung (+). Ab einer Konzentration von 0,1 M Galaktose wird
die Lektinbindung gehemmt. Das identische Farbeverhalten gilt fir die Tela
submucosa und der Tunica muscularis. Die Zellen der Glandulae gastricae mit ihren
unterschiedlichen Abschnitten mit dem Driisenhals und sekretorischen Endstiicken
werden durch PA-IL leicht angefarbt (+), die durch Zugabe einer 0,05 und 0,1 M
Galaktosel6sung erhalten bleibt (+). Ab einer Konzentration von 0,2 M wird die
Lektinbindung vollstandig inhibiert. Die Lamina propria mucosae und die Serosa
werden ausschlie8lich nur durch PA-IL schwach angefarbt (+). Die Lamina
muscularis der Tunica mucosa wird nicht durch PA-IL angefarbt, auch nach
zusatzlicher Gabe von den getesteten Galaktoselésungen kommt es zu keiner
Anfarbung.

Das hochprismatische Oberflachenepithel farbt sich leicht durch PA-IIL an (+). Die
Anfarbbarkeit bleibt nach Zugabe einer 0,05, 0,1 und 0,2 M Fukoselésung
unverandert (+). Ab einer Konzentration von 0,3 M, wird keine Anfarbung des
Magenepithel mehr detektiert (-). Die Glandulae gastricae der Tunica mucosa
werden gleichmaRig mittelgradig (++) stark angefarbt. Durch Zugabe einer 0,05 und
0,1 M Fukoseldsung wird die Farbung abgeschwacht (+), die ab der nachst héheren
Konzentration von 0,2 M ungefarbt bleibt. Die Lamina propria mucosae, die Tela
submucosa und die Tunica muscularis werden durch PA-IIL leichtgradig angefarbt

(+), dieses andert sich nicht durch Zugabe einer 0,05 M Fukosel6sung.
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Ab Zugabe einer 0,1 M Fukosel6sung bleiben die genannten Gewebsstrukturen
ungefarbt (-). Die Serosa und die Lamina muscularis mucosae werden
ausschlief3lich nur durch PA-IIL alleine leichtgradig angefarbt (+). Nach Zugabe von
Fukoseldsungen in verschiedenen Konzentrationen, kommt es zu keiner Anfarbung

mehr (-).

Duodenum

Die Enterozyten bilden zusammen mit den Becherzellen die Epithelschicht der
Tunica mucosa, die gleichermafig leichtgradig durch PA-IL angefarbt wird (+).
Keine Anderung der Farbintensitat nach Zugabe einer 0,05 M Galaktoseldsung (+).
Ab einer 0,1 M Galaktosekonzentration wird die Mukosa nicht mehr angeféarbt. Das
identische Farbeverhalten liegt fir die Serosa vor. Im Folgenden verhalten sich die
aufgelisteten Strukturen in Bezug auf ihr Lektinbindungsverhalten gleich. Die
Submukosa mit dem lockeren Bindegewebe und den Glandulae duodenales
werden nur durch PA-IL leicht angefarbt (+), die nach Zugabe von
Galaktosel6sungen in verschiedenen Konzentrationen nicht mehr angefarbt werden
()-

Die Mucosa wird mittelgradig durch PA-IIL angeféarbt (++). Durch Zugabe von jeweils
0,05, 0,1 und 0,2 M Fukoselésungen kommt es zu einer leichten Anfarbung (+), ab
einer Konzentration von 0,3 M wird die Lektinbindung aufgehoben. Im Folgenden
verhalten sich die aufgelisteten Strukturen in Bezug auf ihr Lektinbindungsverhalten
gleich. Die Submukosa mit dem lockeren Bindegewebe und den Glandulae
duodenales werden nur durch PA-IIL leicht angefarbt (+), die nach Zugabe von
Fukoselosungen in verschiedenen Konzentrationen nicht mehr angefarbt werden (-
). Die Serosa wird durch PA-IIL mittelstark angefarbt (++), nach Zugabe einer 0,05
M Fukosel6sung, kommt es nur noch zu einer leichtgradigen Anfarbung (+), die ab

der nachsthéheren Konzentration, nicht mehr zur Darstellung kommt (-).

Jejunum

Die Tunica mucosa mit ihren einzelnen Bestandteilen zeigen fur PA-IL und PA-IIL

das gleiche Farbeverhalten. Sie werden durch PA-IL und PA-IIL jeweils mittelstark
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angefarbt (++), durch die jeweils spezifischen Zuckerldsungen in den
Konzentrationen 0,05, 0,1 und 0,2 M kommt es zu keiner Abschwéchung der
mittelgradigen Anfarbung (++). Bei einer Konzentration von 0,3 M werden die
Enterozyten nicht mehr angefarbt (-). Auch die Becherzellen zeigen ein identisches
Farberhalten, sie werden durch PA-I und -IIL mittelgradig stark angefarbt (++), es
kommt zu keiner Abschwachung durch die spezifischen Zuckerldsungen in den
Konzentrationen 0,05 und 0,1 M. Bei der Konzentration von der 0,2 M
Zuckerlésungen werden die Becherzellen nur noch leicht angefarbt (+) und ab der
nachst héheren Konzentration von 0,3 M Zuckerlésung, wird die Anbindung der
Lektine komplett inhibiert und die Becherzellen lassen sich nicht mehr anfarben (-).
Die Lamina propria mucosae wird durch PA-IL leichtgradig angeféarbt (+). Durch
Zugabe von Galaktoselosungen in vier Konzentrationen, wird diese nicht mehr
angefarbt (-). Die Lamina propria mucosae wird nur durch PA-IL leicht angefarbt (+).
Weder die Lamina muscularis mucosae, die Tela submucosa mit ihrem
Bindegewebe, noch die Tunica muscularis werden durch PA-IL oder durch PA-IIL
angefarbt (-). Die genannten Strukturen werden ebenfalls nicht durch zusatzliche
Galaktoseldésungen/Fukoseldsungen angefarbt (-). Die Serosa wird jeweils nur
durch PA-IL und PA-IIL leicht angefarbt (+). Die Bindegewebssepten werden nur
durch PA-IL angefarbt, im Gegensatz zu PA-IIL. Hierbei wird das Bindegewebe
durch PA-IIL und durch PA-IIL plus 0,05 M Fukoseltsung leichtgradig angefarbt (+).
Ab einer Konzentration von 0,1 M Fukoselésung werden das Bindegewebe nicht
mehr angefarbt (-). Das Fettgewebe wird durch PA-IL und PA-IIL leicht angefarbt
(+), dies bleibt unverandert nach Zugabe der jeweils spezifischen 0,05 M
Zuckerlésung (+). Ab der Konzentration von 0,1 M Zuckerldsungen wird das

Fettgewebe nicht mehr angefarbt (-).

lleum

PA-IL farbt die Enterozyten der Mucosa mittelgradig intensiv an (++), nach Zusatz
von 0,05, 0,1 und 0,2 M Galaktoseldsung kommt es zu einer leichtgradigen
Anfarbung (+). Bei der Konzentration von 0,3 M farben sich die Enterozyten nicht

mehr an (-). Die Becherzellen, die neben den Enterozyten die Epithelschicht der
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Mucosa bilden und die bindegewebige Lamina propria mucosae, werden durch PA-
IL leicht angefarbt (+), ebenso durch Zusatz einer 0,05 und 0,1 M Galaktoseldsung
(+). Ab der Konzentration von 0,2 M werden die genannten Strukturen nicht mehr
angefarbt (-). Ein identisches Farbeverhalten liegt vor fur die Lamina propria
mucosae, der Tela submucosa, mit in ihr lokalisierten Peyer-Plaques, die Tunica
muscularis, der Serosa und das Bindegewebe. Die Lamina muscularis mucosae
wird durch keine der durchgefuhrten Farbungen mit PA-IL angefarbt (-). Das
Fettgewebe wird leicht angefarbt durch PA-IL und durch PA-IL plus 0,05 M
Galaktoseldsung (+). Ab einer Konzentration von 0,1 M, wird das Fettgewebe nicht
mehr angefarbt (-).

Die Enterozyten werden durch PA-IIL mittel stark angefarbt (++), ohne Anderung
durch Zusatz einer 0,05 M Fukosel6sung (++). Bei Konzentrationen von 0,1 und 0,2
M Fukoselosungen kommt es zu einer Abschwéchung auf eine leichte Anfarbung
(+). Bei einer Konzentration von 0,3 M werden die Enterozyten nicht weiter
angefarbt (-). Die folgenden Strukturen weisen das gleiche Farbeverhalten auf und
werden daher zusammengefasst: Becherzellen der Mucosa und die Lamina propria
mucosae, Tela submucosa mit in ihr liegenden Peyer-Plaques, Tunica muscularis,
Binde- und Fettgewebe werden durch PA-IIL leicht angefarbt (+). Durch Zugabe
einer 0,05 M Fukoseldsung bleibt das Farbeverhalten (+) unverandert. Ab einer
Konzentration von 0,1 M Fukoseldsung werden die genannten Strukturen nicht
mehr angefarbt (-). Die Lamina muscularis mucosae wird nicht durch PA-IIL bzw.
PA-IIL und Fukosel6sung angefarbt. Die Serosa farbt sich durch PA-IIL und durch
PA-IIL plus Fukoselosungen in den Konzentrationen 0,05 und 0,1 M leichtgradig an

(+). Ab der 0,2 M spezifischen Zuckerldsung wird die Serosa nicht mehr angefarbt.

Colon

Die Mucosa zeigt mit den Enterozyten und den Becherzellen fir PA-IL und PA-IIL
das gleiche Farbeverhalten, es erfolgt eine mittelgradige Anfarbung durch die
Lektine (++). Durch Zusatz einer 0,05 M Zuckerlésung wird die Epithelschicht der
Mucosa leicht angefarbt (+) und bei der nachst héheren Konzentration von 0,1 M
wird sie nicht mehr angefarbt (-). Die Becherzellen werden durch das jeweilige

Lektin leichtgradig angefarbt (+), die auch nach Zusatz der 0,05 M jeweils
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spezifischen Zuckerlésung nicht verandert wird. Ab der Konzentration von 0,1 M
Zuckerlésung werden die Becherzellen nicht mehr angefarbt.

Die Lamina propria mucosae, die Lieberkihn-Krypten bildenden Zellen, das
umliegende Bindegewebe und Fettgewebe werden nur durch PA-IL leicht angefarbt
(+), durch Zusatz von Galaktoseldsungen in den getesteten Konzentrationen
kommen diese nicht weiter zur Anfarbung (-). Weder die Lamina muscularis, noch
die Tela submukosa werden durch die Farbungen angefarbt (-). Weder die Lamina
propriae mucosae, Lamina muscularis mucosae noch die Submucosa werden
ausschlief3lich durch die PA-IIL angeféarbt. Nur die in der Submucosa lokalisierten

Fettzellen und das Bindegewebe werden durch PA-IIL leichtgradig angefarbt (+).

5.1.2. Histologische Auswertung fur PA-IL und PA-lIIL mit den HA-

Oligosachhariden

Histologische Auswertung der Lektinfarbungen mittels PA-IL und PA-IIL und
Zugabe von Oligosachhariden in drei Konzentrationen (unverdinnt, 1:10- und
1:100-Verdinnung). (Siehe Tabelle 8).

Gehdorgang

Das Lektin PA-I farbt das mehrschichtige, verhornte Plattenepithel des
Gehorganges in einer mittleren Intensitat an (++), dabei kommt es zur
gleichmafigen Anfarbung des Stratum corneum, granulosum und basale. Das
gleiche Ergebnis zeigt sich durch Zugabe einer unverdiinnten Hyaluronséure
Oligosaccharid-Losung (HOS-L6sung). Durch Zugabe einer 1:10 verdiinnten HOS-
Ldsung, kommt es zu einer Steigerung der Farbung, das Epithel farbt sich intensiv
an (+++). In der 1:100 verdinnten HO-L6sung zeigt sich eine mittelgradige
Anfarbung (++). Das Farbeverhalten der Dermis mit der in ihr lokalisierten
Ceruminaldrisen zeigt sich im Folgenden gleich. Durch PA-IL kommt es zu einer

mittleren Anfarbung (++), durch die unverdinnte HOS-L6sung kommt es zu einer
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intensiven Anfarbung (+++). Ebenfalls kann eine intensive Anfarbung durch Zugabe
einer 1:10 verdinnten HOS-LOsung dokumentiert werden (+++). Bei der 1:100
verdinnten HOS-L6sung werden die Dermis mit den Ceruminaldriisen wieder
mittelstark angefarbt (++). Das Bindegewebe zeigt durchweg durch alle Farbungen
eine mittelstarke Anfarbbarkeit (++).

Das Lektin PA-II farbt die Epidermis einheitlich mittelgradig intensiv an (++). Durch
Zugaben von HOS-L6sungen in den drei getesteten Konzentrationen, zeigt sich das
gleiche Bild. Es kommt jeweils zu einer leichten Anfarbung der Epidermis (+).
Genauso wie die Epidermis zeigt das darunterliegende Bindegewebe das gleiche
Farbeverhalten. Die Dermis mit ihren Ceruminaldriisen farben sich einheitlich in
allen durchgefuhrten Farbungen leichtgradig an (+).

Nasenschleimhaut

Das mehrreihige Flimmerepithel der Tunica mucosa zeigt durch PA-IL eine
mittelstarke Farbung (++). Durch Zugabe einer unverdinnten HOS-L6sung kommt
es nur zu einer leichten Anfarbung des respiratorischen Epithels (+). Bei der 1:10
und 1:100 verdunnte HOS-L6sung wird das respiratorische Epithel mittelgradig
stark angefarbt (++). Die seromukdsen Glandulae nasales und die Basalmembran
werden durch PA-IL und durch PA-IL plus einer unverdinnten HOS-L6sung
leichtgradig anfarben (+). Durch Zugabe einer 1:10 und 1:100 verdinnten HOS-
Losung werden die genannten Strukturen mittelstark angefarbt. Die Tunica
submucosa wird durch PA-IL und durch Zugaben von der unverdiinnten und der
1:100 verdunnten OS-Ldsung jeweils leicht angefarbt (+). Bei der 1:10 verdiinnten
Losung kommt es zu einem mittelstarken Farbsignal (++). Das Bindegewebe zeigt
durch PA-IL und durch zusatzlicher 1:10 verdinnten HOS-L6sung eine
mittelgradige Anfarbung auf (++). Durch Zugabe einer unverdinnten und einer
1:100 verdunnten HOS-L6sung farbt sich das Bindegewebe leichtgradig an (+).

Das respiratorische Epithel wird im Folgenden gleichmaRig angefarbt, es zeigt sich
dabei kein Unterschied zwischen dem Flimmerepithel und den schleimbildenden
Becherzellen auf. Durch PA-IIL und bei Zusatz einer 1:10 und einer 1:100
verdinnten HOS-L6sung wird das respiratorische Epithel mittelstark angefarbt (++).

Bei der unverdinnten LOsung tritt eine leichte Anfarbbarkeit auf (+). Das gleiche
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Farbeverhalten gilt fir die Glandulae nasales. Die Basalmembran, die Tunica
submucosa und das Bindegewebe, werden durch PA-IIL mittelgradig angefarbt
(++). Bei Zusatz von HOS-LOosungen in den drei analysierte Konzentrationen,
werden die genannten Strukturen leichtgradig angefarbt (+).

Lunge

Das Flimmerepithel wird durch das Lektin PA-I mittelstark angefarbt (++). Auch
durch Zusatz der verschieden konzentrierten HOS-LOsungen &andert sich die
mittelstarke Anfarbung des Flimmerepithels nicht. Die Becherzellen der Tunica
mucosa werden durch PA-IL mittelgradig angefarbt (+). Durch Zugabe der drei
verschieden konzentrierten HOS-LOsungen werden die Becherzellen mittelstark
angefarbt (++). Die in der Lamina propria mucosae befindlichen seromukésen
Bronchialdrisen farben sich einheitlich schwach durch PA-IL und zuséatzlichen
HOS-Losungen an (+). Die Bronchialdrisen umgebenden glatten Muskelfasern
werden durch PA-IL und der unverdinnten HOS-L6sung mittelstark angefarbt (++),
dagegen kommt es bei der 1:10 und 1:100 verdinnten HOS-LAsung zu einer
leichten Anfarbung (+). Keiner der Strukturen der Tunica fibromusculocartilaginea
werden durch PA-IL angeféarbt. Durch Zugabe von HOS-Lésungen kommt es
ebenfalls nicht zur Anfarbung.

PA-IIL farbt das respiratorische Epithel (Flimmerepithel und Becherzellen) der
Tunica mucosa mittelgradig intensiv an (++). Es kommt zu keiner Anderung durch
Zugabe einer 1:10 oder 1:100 verdinnten HOS-L6sung (++). Bei der 1:10
verdinnten HOS-LAsung wird das respiratorische Epithel leichtgradig angefarbt (+).
Die Lamina propria mucosae wird durch PA-IIL und durch den Zusatz der
unverdinnten HOS-Lo6sung jeweils leichtgradig angefarbt (+). Bei der 1:10 und
1:100 verdunnten LAsung zeigt sich eine mittelstarke Anfarbbarkeit (++). Die in der
Lamina propria lokalisierten Bronchialdrisen zeigen ein einheitliches
Farbeverhalten. In allen Konstellationen mit PA-lIIL und HOS-L6sungen werden
diese leichtgradig angefarbt (+). Die glatten Muskelzellen farben sich durch PA-IIL
und in den HOS-Konzentrationen: unverdinnt und 1:10 Verdlinnung mittelstark an
(++). In der 1:100 verdinnten HOS-LOsung werden die glatten Muskelzellen nur

leicht angefarbt (+). Keiner der Strukturen der Tunica fibromusculocartilaginea
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werden durch PA-IIL angefarbt. Durch Zugabe von HOS-LOosungen kommt es

ebenfalls nicht zur Anfarbung.

5.1.3. Ergebnisse fur PA-IL und PA-IIL mit Viscoseal®

Histologische Auswertung der Lektinfarbungen mittels PA-IL und PA-IIL und
Zugabe von Viscoseal® in drei Konzentrationen (unverdinnt, 1:10- und 1:100-
Verdinnung).

(Siehe Tabelle 9)

Gehdorgang

Das Lektin PA-I farbt das mehrschichtige, verhornte Plattenepithel des
Gehdrganges in einer mittleren Intensitat an (++), dabei wird vor allem das Stratum
corneum stark angefarbt. Das Stratum granulosum und basale werden ebenfalls
deutlich angefarbt. Durch Zugabe einer unverdinnten Viscoseal®-Losung farbt sich
die Epidermis gleichmafiig intensiv an (+++), in der Viscoseal® 1:10-verdiinnten
Ldsung, schwéacht die Anfarbung deutlich ab (+). Bei der 1:100-Verdinnung, nimmt
die Farbintensitat wieder auf eine mittlere Intensitat zu (++). Das Farbeverhalten der
Dermis mit der in ihr lokalisierten apokrinen Ceruminaldrisen, zeigt sich im
Folgenden gleich. Durch PA-IL kommt es zu einer mittleren Anfarbung (++), durch
die unverdinnte Viscoseal®-Losung kommt es wie zuvor schon die Epidermis, zu
einer intensiven Anfarbung (+++). Bei einer 1:10- und 1:100 verdinnten Viscoseal®-
Losung wird die Dermis und die Ceruminaldrisen jeweils schwach angefarbt (+).
Die Basalmembran wird durch PA-IL und durch Zugabe der Viscoseal®-L6sungen
in den Konzentrationen 1:10 und 1:100 schwach angefarbt (+). Nur durch Zusatz
der unverdinnten Viscoseal®-Losung kommt es zu einer mittelgradig starken
Anfarbung des Bindegewebes (++).

Das Lektin PA-1I farbt die Epidermis gleichmal3ig mittelstark an (++), die unverandert
durch Zugabe einer unverdinnten Viscoseal®-Losung sowie in der Verdinnung
1:10 bestehen bleibt (++). Bei der 1:100-Verdinnung wird die Epidermis nur
schwach angefarbt (+). Die Dermis mit den Ceruminaldrisen und dem

Bindegewebe, zeigen ein gleichméliiges Farbeverhalten. Durch PA-IIL und Zugabe
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einer 1:10 und 1:100 verdinnten Viscoseal®-Losung kommt es zu einer schwachen
Anfarbung der zuvor genannten Strukturen (+). Bei Zugabe der unverdinnten

Viscoseal®-Losung kommt es zu einer mittelgradigen Anfarbung (++).

Nasenschleimhaut

Das mehrreihige Flimmerepithel zeigt eine mittlere Farbung auf(+). Durch Zugabe
einer unverdinnten Viscoseal®-Loésung kommt es zu einer intensiven Anfarbung
des respiratorischen Epithels (+++). Bei der 1:10 verdiinnten Viscoseal®-L6sung
wird das respiratorische Epithel schwach angeféarbt (+), dagegen kommt es bei der
1:100-verdinnten LAosung zu einem mittleren Farbsignal (++). Die intraepithelialen
seromukdsen Glandulae nasales zeigen eine leichte Anfarbung durch PA-IL (+),
ebenso bei Zugabe einer 1:10 verdinnten Viscoseal®-Losung (+). Bei der
unverdinnten und bei der 1:100 verdinnten Viscoseal®-Losung tritt ein
mittelstarkes Signal auf (++). Die darunter liegende Basalmembran wird durch PA-
IL, und bei Zusatz einer 1:10 und 1:100 verdinnten Viscoseal®-Losung schwach
angefarbt(+). Nur bei der unverdinnten Viscoseal®-L6sung wird die Basalmembran
mittelstark angeféarbt (++). Die Tunica submucosa mit dem Bindegewebe und den
elastischen Fasern, zeigt eine schwache Farbung auf (+), ebenso bei den 1:10 und
1:100 verdiinnten Viscoseal®-Losungen (+). Nur bei der unverdinnten Losung tritt
ein intensives Farbsignal auf (+++). Die Glandulae nasales farben sich durch PA-
[IL und durch Zugabe einer unverdinnten Viscoseal®-Losung mittelstark an (++),
bei der 1:10 Verdinnung weisen die Driisen eine leichte Anfarbung auf (+), die bei
der 1:100 Verdunnung nicht mehr nachweisbar ist (-). Durch PA-IIL und bei Zusatz
einer unverdinnten und 1:10 verdinnten Viscoseal®-Losung wird das
respiratorische Epithel intensiv angefarbt (+++). Bei der 1:100 verdinnten Losung
tritt eine mittlere Anfarbung auf (++). Die Basalmembran farbt sich durch PA-IIL und
durch Zusatz einer 1:10 und 1:100 verdinnten Viscoseal®-Ldsung leichtgradig an
(+). Nach Zugabe einer unverdiinnten Viscoseal®-Losung, kann eine mittlere
Anfarbung (++) dokumentiert werden. Ein identisches Farbeverhalten kann fur die

Tunica submucosa und das Bindegewebe verzeichnet werden.
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Lunge

Das Flimmerepithel wird durch PA-IL mittelstark angefarbt (++). Ebenso durch
Zugabe unverdinnten Viscoseal®-Losung (+). Bei der 1:10 und 1:100 verdinnten
Viscoseal®-Losung wird das respiratorische Epithel leichtgradig angefarbt (+). Die
Becherzellen und die in der Lamina propria mucosae befindlichen seromukdsen
Bronchialdrisen farben sich einheitlich schwach durch PA-IL an (+). Bei Zusatz der
unverdinnten Viscoseal®-Losung kommt es zu einem mittelstarken Farbsignal
(++). Bei der 1:10 und 1:100 verdiinnten Losung werden die genannten Strukturen
nur schwach angefarbt (+). Die Bronchialdriisen umgebenden glatten Muskelfasern
werden durch PA-IL und der 1:10 verdinnten Viscoseal®-Losung mittelstark
angefarbt (++), dagegen kommt es bei der unverdiinnten Losung zu einer intensiven
Anfarbung (+++). Bei der 1:100 verdinnten Viscoseal®-Losung farben sich die
Muskelfasern nur schwach an (+). Keiner der Strukturen der Tunica
fiboromusculocartilaginea werden durch PA-IL angefarbt. Durch Zugabe von
Viscoseal®-Ldsungen in den drei Konzentrationen, kommt es jeweils zur leichten
Anfarbung der drei Bestandteile (+). Das identische Farbeverhalten liegt bei PA-IIL
und Viscoseal®-Zugaben vor. PA-lIIL farbt das respiratorische Epithel
(Flimmerepithel und Becherzellen) der Tunica mucosa mittelgradig intensiv an (++).
Es kommt zu keiner Anderung durch Zugabe einer unverdiinnten oder 1:10
verdinnten Viscoseal®-Losung (++). Bei der 1:100 verdinnten Losung wird das
respiratorische Epithel leichtgradig angefarbt (+). Die Lamina propria mucosae,
Bronchialdrisen und die umgebenden glatten Muskelfasern weisen das gleiche
Farbeverhalten auf. Die aufgezéahlten Strukturen werden durch PA-IIL und durch
Zusatz einer 1:100 verdinnten Viscoseal®-Losung leicht angefarbt (+). In den
unverdinnten und 1:10 verdinnte Viscoseal®-Losung werde sie mittelstark

angefarbt (++).
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5.1.4. Ergebnisse der fur PA-IL und PA-IIL und Alginaten

Gehdorgang (Tabelle 10)

Das Lektin PA-I farbt das mehrschichtige, verhornte Plattenepithel des
Gehdrganges in einer mittleren Intensitat an (++). Das gleiche Ergebnis zeigt sich
durch Zugabe der vier unverdiinnten Alginate (++). Das Farbeverhalten der Dermis
mit der in ihr lokalisierten apokrinen Ceruminaldrisen zeigt sich im Folgenden
gleich. Durch PA-IL kommt es zu einer mittleren Anfarbung (++), durch die
unverdinnten Alginat-Losungen kommt es ebenfalls zu einer mittleren Anfarbung
(++). Das Bindegewebe zeigt durchweg durch alle Farbungen eine leichte
Anfarbbarkeit (+).

Das Lektin PA-II farbt die Epidermis einheitlich mittelgradig intensiv an (++). Durch
Zugaben von den Alginatlésungen in der unverdiinnten Konzentration, wird die
Epidermis mit seinen Schichten gleichmafiig jeweils leichtgradig gefarbt (+).

Das Lektin PA-IIL farbt die Epidermis des Gehdrganges mittelstark an (++). Es zeigt
sich das gleiche Ergebnis durch zusatzliche Gabe der vier verschiedenen Alginate.
Die Dermis, die Ceruminaldriisen und das Bindegewebe werden durch PA-IIL und

durch zusatzliche Applikation der Alginate nur schwach angefarbt (+)

Nasenschleimhaut

Das mehrreihige Flimmerepithel und das Bindegewebe werden durch PA-IL und
nach Zugabe der Alginate durchweg mittelstark angefarbt (++). Die Glandulae
nasales, die Basalmembran und die Tunica submucosa werden durch PA-IL
schwach angefarbt (+). Keine Anderung des Farbeverhaltens der aufgezahlten

Strukturen nach Applikation der vier verschiedenen Alginaten.

Das Lektin PA-IIL farbt das mehrreihige Flimmerepithel auch durch Zugabe der
getesteten Alginat durchweg intensiv an (+++). Die Glandulae nasales weisen nach
Farbung mit PA-IIL und Alginate ein mittleres Farbsignal auf (++). Basalmembran,
Tunica submucosa und Bindegewebe werden durch PA-IIL und Zugabe der Alginate

schwach angefarbt (+).
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Lunge

Das Flimmerepithel der Lunge und die glatten Muskelfasern werde durch das Lektin
PA-I mittelstark angefarbt (+). Keine Anderung nach Zugabe der vorliegenden
Alginate. Die Becherzellen, Lamina propria und die Bronchialdriisen werden durch
PA-IL schwach angefarbt (+). Dieses Farbeverhalten der Strukturen verandert sich
nicht nach Zugabe der Alginate. Nur die Tunica fibromusculocartilaginea wird weder
durch PA-IL, noch durch die zuséatzliche Applikation der Alginate angefarbt (-).

Das Flimmerepithel mit den schleimbildenen Becherzellen zeigt ein einheitliches
Farbeverhalten. Es wird durch PA-IIL mittelstark gefarbt (++). Durch Zugabe der
Alginate kommt es zu keiner Anderung der Farbintensitat. Lamina propria,
Bronchialdrisen und glatte Muskelfasern werden durch PA-IIL und Zugabe der
Alginate einheitlich schwach angefarbt (+). Auch hier wird die Tunica
fibromusculocartilaginea weder durch PA-IL, noch durch die zusatzliche Applikation
der Alginate angefarbt (-).

Auf den folgenden Seiten wird die histologische Auswertung in Tabellenform
dargestellt, gefolgt von der exemplarischen Fotodokumentation der
Immunhistochemischen  Farbungen, dargestellt an dem Beispiel des
Lungengewebes in Interaktion mit PA-IL/PA-IIL und deren jeweiligen spezifischen

inhibitorischen Monosacchariden in den Konzenrationen 0,05, 0,1, 0,2 und 0,3 M.
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5.2. Histologische Auswertung der Immunhistochemie in Tabellenform

Tabelle 3: Hautabschnitte unter Zusatz von Pseudomaslektinen PA-IL und PA-IIL und den inhibitorischen Zuckerlésungen in vier Konzentrationen.

Histologische Auswertung: (-) keine Anfarbung, (+) schwache Anfarbung, (++) mittelgradige Anférbung, (+++) intensive Anfarbung.

Hautabschnitte

PA-IL PA-IL + Galaktoselésung PA-IIL PA-IIL + Fukoseldsung

- 005M |0,1M 0,2M 0,3M - 0,05 M 0,1 M 0,2M 0,3M
Haut des duRReren Gehdrganges
Epidermis ++ +++ ++ + - ++ ++ + + -
Dermis ++ ++ + - - ++ + + . -
Ceruminaldriisen ++ ++ + - - + + - i _
Bindegewebe + + + - - + + - i _
Mundschleimhaut
Unverhorntes Plattenepithel + + - - - ++ + - _ _
Subkutanes Fettgewebe + - - - - + B i - _
Bindegewebe + - - - - + + _ _ 3
Muskelfaserbiindel + - - - R + + _ _ _
Submucosa mit Drisen + - - - - + R - _ _
Bauchhaut
Epidermis +++ +++ ++ + - +++ ++ ++ + -
Dermis ++ + + - - ++ ++ + + -
Subkutanes Fettgewebe ++ ++ + + - ++ ++ ++ + -
Myoepithelzellen ++ + + - - ++ ++ + - -
Ekkrine Schwei3driisen ++ ++ + - - ++ ++ + _ _
Bindegewebe ++ + + - - ++ + + - -
Achselhaut
Epidermis ++ + + + - ++ ++ + - -
Dermis ++ + + + - + + + . _
Subkutanes Fettgewebe ++ + - - - ++ ++ + - -
Holokrine Talgdriisen + + - - - + + - _ _
Ekkrine Schwei3driisen + - - - _ + + _ _ _
Myoepithelzellen + + - - - + + + - _
Bindegewebe + + - - - + + + - ;
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Tabelle 4: Atemtrakt unter Zusatz von Pseudomaslektinen PA-IL und PA-IIL und den inhibitorischen Zuckerlésungen in vier Konzentrationen.
Histologische Auswertung: (-) keine Anfarbung, (+) schwache Anfarbung, (++) mittelgradige Anfarbung, (+++) intensive Anfarbung.

Atemtrakt

PA-IL PA-IL + Galaktoselésung PA-IIL PA-IIL + Fukoselésung

- 0,05 M 01M 02M 0,3M - 0,05 M 01M 02M 0,3M
Nasenschleimhaut
Mehrreihige Flimmerepithel ++ ++ + + - +++ ++ + + -
Glandulae nasales + + + + - ++ ++ + + -
Basalmembran + + + + - ++ ++ + + -
Tunica submucosa + + + + - ++ ++ + + -
Bindegewebe ++ + + + - ++ ++ + + -
Trachea
Flimmerepithel ++ + - - - ++ + - - .
Becherzellen ++ + - - - 4+ + . _ _
L. propria mucosae + - - - - + - . _ _
Glandulae tracheales + - - - - + - - - -
Tela submucosa + - - - - + - - _ _
Tunica fibromusculocartilaginea + - - - - + - - - -
Tunica adventitia + - - - - + . i i _
Lunge
Flimmerepithel ++ ++ + + - ++ ++ + + -
Becherzellen + + - - - ++ ++ + + -
L. propria mucosae + + - - - + - B - -
Bronchialdriisen + + - - - + - . . j
Glatte Muskelfasern + + - - - + - - - -
Tunica fibromusculocartilaginea - - - - - - - - - -
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Tabelle 5: Geschlechtsorgane unter Zusatz von Pseudomaslektinen PA-IL und PA-IIL und den inhibitorischen Zuckerlésungen in vier Konzentrationen.

Histologische Auswertung: (-) keine Anfarbung, (+) schwache Anfarbung, (++) mittelgradige Anfarbung, (+++) intensive Anfarbung.

Geschlechtsorgane

PA-IL PA-IL + Galaktoselésung PA-IIL PA-IIL + Fukoselésung

- 0,05 M 0,1M 0,2m 0,3M - 0,05 M 0,1 M 0,2 M 0,3M
Mamma
Stroma ++ ++ + - - + + + . _
Fettzellen +++ ++ ++ - - ++ + + + -
Ductus lacteferi +++ ++ ++ + - ++ + + - .
Myoepithelzellen ++ ++ + - - + + + . i
Intralobulédres Bindegewebe ++ ++ + + - ++ + + - -
Uterus
Epithel ++ + + - - ++ + + - .
Myometrium + - - - R + ) _ _ )
Perimetrium - - - - - R - . i _
Endometrium + + - - - + i . i _
Prostata
Epithel +++ ++ + - - +++ +++ ++ + -
Fibromuskulares Stroma ++ + + + - + + + i i
Tubuloalveolare Driisen ++ + - - - ++ ++ + j j
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Tabelle 6: Verdauungstrakt Teil lunter Zusatz von Pseudomaslektinen PA-IL und PA-IIL und den inhibitorischen Zuckerlésungen in vier Konzentrationen.

Histologische Auswertung: (-) keine Anfarbung, (+) schwache Anfarbung, (++) mittelgradige Anfarbung, (+++) intensive Anfarbung.

Verdauungstrakt Teil 1

PA-IL PA-IL + Galaktoselésung PA-IIL PA-IIL + Fukosel6sung

- 0,05 M 01M 02M 0,3M - 0,05 M 01M 02M 0,3M
Osophagus
Tunica mucosa mit unverhorntem PE + - - - - + + - - -
Tela submucosa mit Gl. oesophageales | - - - - - - - - - -
Tunica muscularis - - - - - - - - - -
Magencorpus
Hochprismatisches Epithel + + - - - + + + _ i
Glandulae gastricae + + + - - ++ + + B i
L. propria mucosae + - - - - + + i j _
L. muscularis mucosae - - - - - + - - - -
Tela submucosa + + - - - + + - . _
Tunica muscularis + + - - - + + . - _
Serosa + - - - - + - - - -
Duodenum
Mukosa + + - - - ++ + + + _
Submukosa + - - - - + - - - .
Glandulae duodenales + - - - - + - - - -
Bindegewebe + - - - - + - - . _
Serosa + + - - - ++ + . . i
Jejunum
Enterozyten ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ -
Becherzellen ++ ++ ++ + - ++ ++ ++ + -
L. propria mucosae + - - - - - - - - -
L. muscularis mucosae - - - - - - - - - -
Tela submucosa - - - - - - - - - -
Tunica muscularis - - - - - - - - - -
Serosa + - - - - + - - - .
Bindegewebssepten + - - - - + + - _ _
Fettgewebe + + - - - + . _ j
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Tabelle 7: Verdauungstrakt Teil 2 unter Zusatz von Pseudomaslektinen PA-IL und PA-IIL und den inhibitorischen Zuckerl6sungen in vier Konzentrationen.

Histologische Auswertung: (-) keine Anfarbung, (+) schwache Anfarbung, (++) mittelgradige Anfarbung, (+++) intensive Anfarbung.

Verdauungstrakt
PA-IL PA-IL + Galaktoselésung PA-IIL PA-IIL + Fukoselésung
- 0,05 M 0,1M 0,2 M 0,3M - 0,05 M 0,1 M 0,2 M 0,3M

lleum

Enterozyten ++ + + + - ++ ++ + + -
Becherzellen + + + - - + + - . .
L. propria mucosae + + + - - + + - i i
L. muscularis mucosae - - - - - - - - - -
Tela submucosa + + + - - + + . . )
Tunica muscularis + + + - - + + - . i
Serosa + + + - - + + + _ .
Bindegewebe + + + - - + + - . i
Fettgewebe + + - - - + + B _ _
Colon

Enterozyten ++ + - - - ++ + i . i
Becherzellen + + - - - + + - _ _
L. propria mucosae + - - - - _ . . _ _
L. muscularis mucosae - - - - - + + i . i
Krypten + - - - - - - - - .
Tela submukosa - - - - - - - - - -
Bindegewebe + - - - - + . - i _
Fettgewebe + - - - - + . . i _
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Tabelle 8: Hyaluronséaure Oligosaccharide in drei Konzentrationen und Pseudomonaslektine PA-IL und PA-IIL.

Histologische Auswertung: (-) keine Anfarbung, (+) schwache Anfarbung, (++) mittelgradige Anfarbung, (+++) intensive Anfarbung.

PA-IL PA-IL+Hyaluronséure Oligoaccharide |PA-IIL PA-IIL+Hyaluronsaure Oligosaccharide

- unverdiannt |1:10 1:100 - unverdiannt | 1:10 1:100
Haut des ul3eren Gehérgang
Epidermis ++ ++ +++ ++ ++ + + +
Dermis ++ +++ +++ ++ + + + +
Ceruminaldriisen ++ +++ +++ ++ + + + +
Bindegewebe ++ ++ ++ ++ ++ + + +
Nasenschleimhaut
Mehrreihiges Flimmerepithel ++ + ++ ++ ++ + ++ ++
Glandulae nasales + + ++ ++ ++ + ++ ++
Basalmembran + + ++ ++ ++ + + +
Tunica submucosa + + ++ + ++ + + +
Bindegewebe ++ + ++ + ++ + + +
Lunge
Flimmerepithel ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Becherzellen + ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Lamina propria + ++ + ++ + + ++ ++
Bronchialdriisen + + + + + + + +
Glatte Muskelfasern ++ ++ + + ++ ++ ++ +

Tunica fibromusculocartilaginea
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Tabelle 9: Hyaluronséaure Viscoseal® in drei Konzentrationen und Pseudomonaslektine PA-IL und PA-IIL.

Histologische Auswertung: (-) keine Anfarbung, (+) schwache Anfarbung, (++) mittelgradige Anfarbung, (+++) intensive Anfarbung.

PA-IL PA-IL+Viscoseal® PA-IIL PA-IIL+Viscoseal®

- unverdiannt |1:10 1:100 - unverdiannt | 1:10 1:100
Haut des dul3eren Gehérgang
Epidermis ++ +++ + ++ ++ ++ ++ +
Dermis ++ +++ + + + ++ + +
Ceruminaldriisen ++ +++ + + + ++ + +
Bindegewebe + ++ + + + 4+ + +
Nasenschleimhaut
Mehrreihiges Flimmerepithel ++ +++ + ++ +++ +++ 4+ ++
Glandulae nasales + ++ + ++ ++ 4+ + i
Basalmembran + ++ + + + ++ + +
Tunica submucosa + +++ + + + ++ + +
Bindegewebe + +++ + + + 4+ + +
Lunge
Flimmerepithel ++ ++ + + ++ ++ ++ +
Becherzellen + ++ + + ++ ++ ++ +
Lamina propria + ++ + + + 1+ ++ +
Bronchialdriisen + ++ + + + ++ ++ +
Glatte Muskelfasern ++ +++ ++ + + ++ ++ +
Tunica fibromusculocartilaginea | - + + + - + + +
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Tabelle 10: Alginate und Pseudomonaslektine PA-IL und PA-IIL

Alginat SG81 wurde aus einem mucoiden Pseudomonas aeruginosa Stamm aus einem Fleischereiabfluss gewonnen

Alginat Manucol LB ist ein Braunalgenalginat

Alginat FRD1153 ist ein mucoider Pseudomonas aeruginosa Stamm eines Patienten mit Cystischer Fibrose
Alginat FRD1 ist ein Stamm mit einem Defekt der O-Acetylierung

Histologische Auswertung: (-) keine Anfarbung, (+) schwache Anféarbung, (++) mittelgradige Anfarbung, (+++) intensive Anfarbung.

PA-IL | PA-IL+ Alginate PA-IIL PA-IIL+ Alginate

- SG81 Manucol LB | FRD1153 |FRD1 - SG81 Manucol LB | FRD1153 FRD1
Haut des duRReren Gehdrganges
Epidermis ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Dermis ++ ++ ++ ++ ++ + + + + +
Ceruminaldrisen ++ ++ ++ ++ ++ + + + + +
Bindegewebe + + + + + + + + + +
Nasenschleimhaut
Mehrreihiges Flimmerepithel ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ 4+ +++
Glandulae nasales + + + + + ++ ++ ++ ++ ++
Basalmembran + + + + + + + + + +
Tunica submucosa + + + + + + + + + +
Bindegewebe ++ ++ ++ ++ ++ + + + + +
Lunge
Flimmerepithel ++ ++ ++ ++ ++ ++ 1+ ++ + T+
Becherzellen + + + + + ++ ++ ++ ++ ++
Lamina propria + + + + + + + + + T
Bronchialdrtisen + + + + + + + + + +
Glatte Muskelfasern ++ ++ ++ ++ ++ + + + + +

Tunica fibromusculocartilaginea
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5.3. Fotos der Immunhistochemie, Lungengewebe PA-IL und PA-IIL mit

Fukose und Galaktose

FIe S N

Abbildung 10: Lngenewebe mit PA-IL in der Lektinhistochemie, Lichtmikroskopie 20X/0,50
Vergrof3erung. Siehe zur histologischen Auswertung Tabelle 4.

Abbildung 11: Lungengewebe mit PA-IL plus Zugabe einer 0,05 M Galaktoseldsung,
Lichtmikroskopie 20X/0,50 VergroRerung. Siehe zur histologischen Auswertung Tabelle 4.

e \ b . - y,
engewebe mit PA-IL plus Zugabe einer 0,1 M Galaktosel6sung,

- =4 *
Abbildung 12: Lung
Lichtmikroskopie 20X/0,50 VergréRerung. Siehe zur histologischen Auswertung Tabelle 4.
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Abbildung 13: Lungengewebe mit PA-IL plus Zugabe einer 0,2 M Galaktoselésung,
Lichtmikroskopie 20X/0,50 Vergrd3erung. Siehe zur histologischen Auswertung Tabelle 4.

o T S

IL blus Zugabe einer 0,2 M Galaktoseldsung,

14: Lungengewebe mit PA-
Lichtmikroskopie 20X/0,50 VergroRerung. Siehe zur histologischen Auswertung Tabelle 4.
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Abbildung 15: Lungengewebe mit PA-IIL in der'Lichtmikroskopie, 20X/0,50 VergroRRerung. Siehe
zur histologischen Auswertung Tabelle 4.
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Abbildung 16: LungEngewebe mit PA-IIL plus Zugabe einer 0,05 M Fukoseldsung in der
Lichtmikroskopie, 20X/0,50 Vergro3erung. Siehe zur histologischen Auswertung Tabelle 4
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Abbildung 17: Lungengewebe.mit PA-IIL plus Zugabe einer 0,01 M Fukoselésung in der
Lichtmikroskopie, 20X/0,50 VergréRerung. Siehe zur histologischen Auswertung Tabelle 4
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Abbildung 18: Lungengewebe mit PA-IIL plus iugabe einer 0,02 M Fukoseldsung in der
Lichtmikroskopie, 20X/0,50 Vergrof3erung. Siehe zur histologischen Auswertung Tabelle 4
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Abbildung 19: Lungengewebe mit PA-IIL plus Zugabe einer 0,02 M Fukoseldsung in der
Lichtmikroskopie, 20X/0,50 Vergréf3erung. Siehe zur histologischen Auswertung Tabelle 4
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5.4. Ergebnisteil der Zilienschlagfrequenz Messung

159 = Kontrolle —— PA-L —¥— PA-IL

Zilienschlagfrequenz [Hz]

0 T T T Y T T T T T T T ¥

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zeit [h]

Abbildung 20: Zilienschlagfrequenz humaner Atemwegsepithelien in vitro nach Zugabe von 10
pg/ml PA-IL (a) und bzw. 10 pg/ml PA-IIL (¥). Kontrolle mit RPMI-Nahrmedium (m). PA-IL reduziert
im Vergleich zur Kontrolle den Zilienschlag nach 24 Stunden von 9,52 Hz auf 3,42 Hz und ist weniger
ziliotoxisch als PA-IIL, das bereits nach 8 Stunden zu einem vélligen Sistieren des Zilienschlages
fuhrt.

PA-IL senkt zum Zeitpunkt 6 Stunden signifikant den Zilienschlag im Vergleich zur
Kontrolle von 10,1 Hz auf 7,7 Hz um 2,4 Hz (p<0,001), zum Zeitpunkt 8 Stunden
wird der Zilienschlag von 10,3 auf 6,3 Hz um 4,0 Hz signifikant (p<0,0001) reduziert
und zum Zeitpunkt 24 Stunden von 9,5 auf 3,4 Hz um 6,1 Hz (p<0,0001). Das
bekannt toxischere PA-IIL (Mewe et al., 2005, Gustke et al., 2012) senkt bereits ab
den Zeitpunkt von 1 Stunde signifikant (p<0,0001) den Zilienschlag von 9,8 au f 5,3
Hz um 4,5 Hz, bei allen folgenden Messungen bleibt die hohe Signifikanz bestehen.

Zum Zeitpunkt von 8 Stunden kann kein Zilienschlag mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 21: Wirkstoffkontrollen mit Hyaluronsdure Oligosachharide (HOS) in drei

Konzentrationen, unverdunnt (dO), 1:10 Verdinnung (4) und 1:100 Verdinnung (V) mit Kontrolle (m).

Die unverdiinnte HOS zeigen zu den Zeitpunkten 1 (Zunahme von 9,8 Hz auf 13,9
Hz um 4,1 Hz, p<0,05) und 3 Stunden (Zunahme von 9,8 auf 13,1 Hz um 3,3 Hz,
p<0,001), eine signifikante Zunahme der CBF und zum Zeitpunkt 24 Stunden
wiederum einen signifikanten Abfall von 9,5 auf 6,1 Hz um 3,4 Hz (p<0,05). Die
Verdinnungen 1:10 und 1:100 der HOS zeigen zu keinem Zeitpunkt eine

signifikante Anderung der Zilienschlagfrequenz.
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Abbildung 22: Wirkstoffkontrollen mit Hyaluronséure Viscoseal® (HV) in drei Konzentrationen,
unverdinnt (O), 1:10 Verdinnung (A) und 1:100 (V) mit Kontrolle (m).

Die Hyaluronséaure Viscoseal® zeigen in drei verschiedenen Konzentrationen, zu
allen gemessenen Zeitpunkten, keine signifikante Anderung der CBF. Lediglich die
unverdinnte Konzentration der Hyaluronséaure Viscoseal® zeigt zum Zeitpunkt 24
Stunden einen signifikanten Abfall (p=0,001) der Zilienschlagfrequenz von 9,5 auf 6
Hz um 3,5 Hz.
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Abbildung 23: Wirkstoffkontrollen der Alginate, Alginat SG81 (o), Alginat Manucol LB (a), Alginat
FRD1153 (V), Alginat FRD1(¢) in jeweils einer Konzentration mit Kontrolle (m).

Zum Zeitpunkt Oh erhéhen das Alginat Manucol LB (von 9,3 auf 11,6 Hz um 2,3 Hz),
Alginat FRD1153 (von 9,3 auf 11,57 um 2,3 Hz) und FRD1 (von 9,3 auf 11,8 Hz um
2,5 Hz) den Zilienschlag signifikant (p<0,05), dagegen beeinflusst das Alginat SG81
den Zilienschlag zum Zeitpunkt O Stunde nicht. Zum Zeitpunkt 1 Stunde wird die
CBF nur signifikant erhoht durch Alginat SG81 (von 9,8 auf 11,8 Hz um 3,3 Hz,
p<0,05) und Alginat Manucol LB (von 9,8 auf 12,4 Hz um 2,6 Hz, p<0,05). Im
Zeitverlauf zwischen 3 und 8 Stunden kommt es zu keiner signifikanten Anderung
der Zilienschlagfrequenz. Erst zum Zeitpunkt von 24h kommt es zu einem
signifikanten Abfall der CBF durch das Alginat Manucol LB (von 9,5 auf 4,7 Hz um
4,8 Hz, p<0,001) und das Alginat FRD1153 von 9,5 auf 5,7 Hz um 3,8 Hz (p<0,05).
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Abbildung 24: PA-IL alleine (a) und mit Zusatz von Hyaluronsaure Oligosaccharide (HOS) in drei
Konzentrationen, PA-IL + unverdinnt HOS (gdO), PA-IL + 1:10 Verdinnung (4) und PA-IL + 1:100
Verdunnung (V) mit Kontrolle (m).

PA-IL alleine senkt den Zilienschlag signifikant ab den Zeitpunkt von 6 Stunden im
Vergleich zu der Kontrolle mit RPMI-Nahrmedium (Abfall von 10,1 auf 7,7 Hz um
2,4 Hz, p<0,001). Zu diesem Zeitpunkt senken PA-IL unter dem Zusatz von HOS
unverdinnt (Abfall um 4,0 Hz, p<0,001) sowie in der 1:100 Verdinnung (Abfall um
3,3 Hz, p<0,05) ebenfalls signifikant die CBF. Zur Stunde 8 und 24h bewirken alle
untersuchten Wirkstoffe einen signifikanten Abfall der CBF. Dabei Zum Zeitpunkt
von 8 Stunden senkt PA-IL alleine (um 3,9 Hz, p<0,0001), PA-IL + HOS unverdinnt
(um 7,7 Hz, p<0,0001) und PA-IL + HOS 1:100 Verdinnung (5,1 Hz, p<0,0001) und
PA-IL + HOS 1:10 (4,1 Hz, p<0,001) signifikant den Zilienschlag. Zum
Zeitmesspunkt von 8 Stunden besteht ein signifikanter Unterschied (Abfall um 3,8
Hz, p<0,05) zwischen der Herabsetzung der CBF, zwischen PA-IL ohne Zugabe
eines Wirkstoffes und PA-IL und der unverdinnten HOS. Sowohl PA-IL und PA-IL
+ HOS in drei Konzentrationen senken den Zilienschlag, dabei reduziert vor allem
die Konzentration der unverdinnten HOS den Zilienschlag starker als PA-IL alleine

und ist somit toxischer fur die Zilien.
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Abbildung 25: PA-IL alleine (a) und mit Zusatz von Hyaluronsaure Viscoseal® (HV) in drei
Konzentrationen, PA-IL + HOS unverdinnt (o), PA-IL + 1:10 Verdinnung (a) und PA-IL + 1:100

Verdunnung (V) mit Kontrolle (m).

Zum Zeitpunkt von einer 1 und von 2 Stunden erhoht PA-IL + HV in der Verdiinnung
1:10 den Zilienschlag signifikant (zur Stunde 1 Erhéhung um 3,2 Hz, zur Stunde 2
Erh6éhung der CBF um 3,0 Hz, Signifikanz somit zu beiden Zeitpunkten jeweils
p<0,05). Ab den Zeitpunkt von 6 Stunden senkt PA-IL signifikant den Zilienschlag
um 2,4 Hz (p<0,001) und ab den Zeitpunkt von 8 Stunden mit einer Signifikanz von
p<0,0001 (Abfall der CBF um 4,0 Hz). Zum Zeitpunkt der 24 Stundenmessung
senken PA-IL (Abfall der CBF um 6,1 Hz, p<0,0001) und PA-IL + unverdiinnte HV
(Abfall um 6,1 Hz, p<0,0001) die CBF signifikant sowie PA-IL + 1:10 Verdlinnung
der HV (Abfall um 3,5 Hz, p<0,05).
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Abbildung 26: PA-IL alleine (a) und mit Zusatz von PA-IL + Alginat SG81 (o), PA-IL + Alginat
Manucol LB (4), PA-IL + Alginat FRD1153 (Vv), PA-IL + Alginat FRD1(¢) in jeweils einer

Konzentration mit Kontrolle (m).

Zum Zeitpunkt 1 erhoht der Zusatz Alginat FRD1 zum PA-IL, den Zilienschlag
signifikant um 3,5 Hz (p<0,001). Zum Zeitpunkt 2 erhéht PA-IL und der Zusatz von
Alginat FRD1153 die CBF um 3,3 Hz (p<0,001). Zur Stunde 4 senkt PA-IL + Alginat
Manucol LB die CBF signifikant um 4,5 Hz (p<0,001). Zum Zeitpunkt 6 Stunden
senken PA-IL (Abfall um 2,4 Hz, p<0,05), PA-IL + Alginat FRD1 (Abfall um 3,5 Hz
p<0,05) den Zilienschlag signifikant. Ebenso PA-IL + Alginat SG81 (Abfall um 7,5
Hz, p<0,0001) und Manucol LB (Abfall um 6,4 Hz, p<0,0001). Zur Stunde 8 senken
PA-IL den Zilienschlag um 3,9 Hz (p<0,0001) und PA-IL + Alginat SG81 (Abfall um
9,6 Hz, p<0,0001), + Manucol LB, FRD1153 (Abfall um 8,0 Hz, p<0,0001) die CBF
und PA-IL + Alginat FRD1 (Abfall um 3,9 Hz, p<0,001). Zum Zeitpunkt von 24
Stunden senken alle untersuchten Wirkstoffe den Zilienschlag signifikant
(p<0,0001). Ab den Zeitpunkt von 8 Stunden senken die vier untersuchten Alginate
zusatzlich zu, PA-IL starker den Zilienschlag, als PA-IL alleine. Somit kann eine

starkere Toxizitdt angenommen werden.
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Abbildung 27: PA-IIL alleine (a) und mit Zusatz von Hyaluronsaure Oligosaccharide (HOS) in drei
Konzentrationen, PA-IIL + unverdinnt HOS (O), PA-IIL + 1:10 Verdiinnung (A) und PA-IIL + 1:100

Verdunnung (V) mit Kontrolle (m).

Zum Zeitpunkt von 1 Stunde zeigt PA-IIL einen signifikanten Abfall der CBF um 4,5
Hz (p<0,0001), ebenso wie PA-IIL + HOS unverdiinnt mit einem Abfall um 5,1 Hz
(p<0,001) und PA-IIL + 1:100 Verdinnung mit einem Abfall um 4,9 Hz (p<0,001).
Zum Zeitpunkt von 2 Stunden zeigen alle untersuchten Kombinationen einen
signifikanten Abfall der CBF, dabei PA-IIL mit einem Abfall um 6,1 Hz, (p<0,0001),
PA-IIL + HOS unverdiinnt mit einem Abfall um 8,4 Hz (p<0,0001), PA-IIL + HOS
1:100 Verdinnung mit einem Abfall um 5,5 Hz (p<0,0001) und PA-IIL + HOS 1:10
Verdinnung mit einem Abfall der CBF um 4,1 Hz (p<0,001). Ab den Messzeitpunkt
von drei Stunden, fuhren alle getesteten Wirkstoffe zu einem hochsignifikanten
Abfall der CBF (p<0,0001). Dabei zeigen die unverdinnte HOS (Abnahme um 9,4
Hz, p<0,0001) und die HOS 1:100 Verdunnung (Abnahme um 7,4 Hz, p<0,0001)
einen jeweils starkeren Abfall der CBF im Vergleich zu PA-IIL alleine (7,1 Hz,
p<0,0001) und weisen somit eine gréRere Toxizitat auf. Die 1:10 Verdinnung der
HOS zusatzlich zum PA-IIL zeigt vor dem Zeitpunkt 24 Stunden keinen signifikanten
Zunahme der Zilienschlagfrequenz, sie senkt allerdings weniger stark die CBF,
namlich um 9,1 Hz zum Zeitpunkt 8 Stunden, als die anderen beiden untersuchten

Verdiunnungen fuhren zu einem nicht mehr nachweisbarem Zilienschlag 0 Hz.
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Abbildung 28: PA-IIL alleine (a) und mit Zusatz von Hyaluronsaure Viscoseal® (HV) in drei
Konzentrationen, PA-IIL + HOS unverdinnt ( 0), PA-IIL + 1:10 Verdinnung (A) und PA-IIL + 1:100

Verdunnung (V) mit Kontrolle (m).

Zum Zeitpunkt 1 Stunde, senkt PA-IIL den Zilienschlag hochsignifikant um 4,5 Hz
(p<0,0001) und PA-IIL + 1:100 Verdinnung um 4,2 Hz signifikant (p<0,05). Zum
Zeitpunkt 2 Stunden senken PA-IIL (um 6,1 Hz), PA-IIL + HV 1:10 Verdinnung (um
5,1 Hz) und PA-IIL + 1:100 Verdinnung (um 5,4 Hz) die CBF hochsignifikant (jeweils
dabei p<0,0001). Ab den Zeitpunkt von 3 Stunden senken alle untersuchten
Wirkstoffkombinationen den Zilienschlag hochsignifikant (p<0,0001). Zum Hierbei
senken die 1:10 Verdinnung und die 1:100 Verdinnung zusatzlich zum PA-IIL den
Zilienschlag starker bis vor dem Zeitpunkt von 8 Stunden als PA-IIL alleine und
wirken somit toxischer auf das Flimmerepithel des Atemtraktes. Zum Zeitpunkt von
4 Stunden senkt PA-IIL alleine die CBF um 8,5 Hz, wéhrend PA-IIL + HV 1:10
Verdinnung die CBF um 9,0 Hz senkt und PA-IIL + 1:100 Verdlinnung um 9,5 Hz.
Am geringsten senkt zu diesem Zeitpunkt PA-IIL unter dem Zusatz der
unverdinnten HV Zugabe den Zilienschlag um 6,8 Hz, hierbei besteht allerdings
kein signifikanter Unterschied zu den anderen getesteten Konzentrationen und zu
PA-IIL ohne Zusatz.
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Abbildung 29: PA-IIL alleine (a) und mit Zusatz von PA-IIL + Alginat SG81 (o), PA-IIL + Alginat
Manucol LB (a), PA-IIL + Alginat FRD1153 (Vv), PA-IIL + Alginat FRD1(¢) in jeweils einer

Konzentration mit Kontrolle (m).

Zum Zeitpunkt von 1 Stunde senkt PA-IIL hochsignifikant den Zilienschlag um 4,5
Hz (p<0,0001), PA-IIL + Alginat SG81 um 3,67 Hz (p<0,05) und PA-IIL + Alginat
FRD1153 um 3,6 Hz signifikant (p<0,05) und PA-IIL + Alginat FRD1 um 4,5 Hz
(p<0,001). Zum Zeitpunkt der 2. und 3. Untersuchungsstunde senken alle
untersuchten Wirkstoffe den Zilienschlag signifikant (alle p<0,0001, au3er Alginat
Manucol LB p<0,001). Ab den Zeitpunkt 4 Stunden senken alle Substanzen die CBF
hochsignifikant (p<0,0001). Dabei senkt am wenigsten die CBF das Alginat Manucol
LB, zum Zeitpunkt von 8 Stunden besteht sogar ein signifikanter Unterschied im
Vergleich zu PA-IIL alleine und zu den anderen untersuchten Alginaten (Differenz
jeweils von 1,1 Hz). Zur diesem Zeitpunkt fihren alle untersuchten Kombinationen
bis auf das Alginat Manucol LB zum Sistieren des Zilienschlages. Die Kombination
von PA-IIL + Alginat Manucol LB zeigt zum Zeitpunkt von 24 Stunden, ebenso wie

alle anderen getesteten Wirkstoffe, keine nachweisbaren Zilienschlag mehr auf.
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VI. Diskussion

Mikrobiologische Besiedlungen von Korperoberflachen spielen in der Medizin eine
grof3e klinische Rolle. Um einen Organismus zu infizieren, missen die besiedelnden
Keime mit den Geweben des Wirtes interagieren und an die Zellen und/oder die
extrazellulare Matrix anheften, um sie besiedeln zu kbénnen. Um sich an die
Wirtsgewebe zu binden, produziert das Bakterium P. aeruginosa zwei Lektine,
welche sich an die terminalen Zuckerreste der Glykokalix der Zelle und an die
Zuckerreste der Glykoproteine der extrazellularen Matrix binden (Adam et al., 1997).
In der vorliegenden Arbeit wurde die Bindung der beiden Pseudomonas-Lektine PA-
IL und PA-IIL an bedeckende Epithelien untersucht. Bisher sind die Bindungsstellen
der beiden Pseudomans-Lektine in der Literatur nur an wenigen ausgewahlten
Geweben untersucht worden (Klotz et al., 1990 und Kirkeby & Hgyer, 1999).

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass alle untersuchten menschlichen
Oberflachenepithelien PA-IL und PA-IIL binden. Zu diesen Epithelien zahlten
unterschiedliche Hautareale (Haut des aul3eren Gehérganges, Mundschleimhaut,
Bauchhaut, Achselhaut), Atemwegsepithelien (Nasenschleimhaut, Trachea und
Lunge), Geschlechtsorgane (Mamma, Uterus, Prostata) und der Verdauungstrakt
(Osophagus, Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Colon). Die beiden Lektine
farbten ausnahmslos die dul3erste Schicht der untersuchten Gewebe an und auch
der tieferliegenden Gewebsabschnitte, dabei variierte die Intensitat der Anfarbung
zwischen schwachem Signal (+), mittlerem Signal (++) bis hin zur intensiven
Signalgebung (+++). Die einzigen Ausnahmen von Gewebsstrukturen, die sich nicht
durch die beiden Pseudomonaslektine anfarben lassen waren die Tunica
fiboromusculocartilaginea der Atemwege (siehe Tabelle 4), Das Perimetrium des
Uterus (Tabelle 5), beim Osophagus die Tela submucosa mit den Glandulae
oesophageales und der Tunica mucosa sowie beim Jejunum die Lamina muscularis
mucosae, der Tela submucosa und der Tunica muscularis (siehe Tabelle 6). Auch
die Lamina muscularis mucosae des lleums wird weder durch PA-IL, noch durch
PA-IIL angefarbt (siehe Tabelle 7). Beim Colonabschnitt wird die Tela submukosa
weder durch PA-IL, noch durch PA-IIL angefarbt (siehe Tabelle 7).

Durch die Bindung an die Oberflachenepithelien ist es erkléarlich, dass P. aeruginosa
so viele verschiedene Organe infizieren kann (Bodey et al., 1983).

Bei den Hautabschnitten, farbte PA-IIL insgesamt etwas intensiver die Oberflachen

an als PA-IL und beim Atemtrakt zeigte sich insbesondere im Bereich der
77



Nasenschleimhaut eine starkere Anfarbung. Im Abschnitt der untersuchten Gewebe
des Atemtraktes, zeigte sich fast ein identisches Farberverhalten durch PA-IL und
PA-IIL. Lediglich die Becherzellen der Lunge liel3en sich etwas intensiver durch das
PA-IIL anfarben, als PA-IL im Vergleich (siehe auch Tabelle 4). Bei den
untersuchten Geschlechtsorganen werden sie Gewebsstrukturen abhangig vom
gewahlten Pseudomanslektin unterschiedlich stark angefarbt (Tabelle 5). Das PA-
IL farbt das Mamma-Gewebe intensiver an und bei dem Prostata-Gewebe gibt es
ein starkeres Farbsignal durch das PA-lIl Lektin. Im Abschnitt des
Verdauungstraktes zeigt sich ein fast identisches Farbeverhalten von PA-IL und PA-
lIL (siehe auch Tabelle 6 und 8).

Fukose und Galaktose sind jeweils Monosaccharide, Fukose besteht aus sechs
Kohlenstoffatomen und einer Aldehydgruppe am C1-Atom. Die Summenformel ist
CesH1205. Nach Klassifikation wird Fukose den Desoxyzuckern (6-Desoxy-
Galaktose) zugerechnet, sie ist damit der Galaktose strukturell eng verwandt. Die
Fukose kommt ebenso wie Galaktose in zwei enantiomeren Formen vor, der L-
Fukose und der D-Fukose. Wéhrend die Fukose in der Natur untypischerweise in
der L-Konfiguration vorkommt, liegt Galaktose wie die meisten nattrlichen Zucker
in einer D-Konfiguration vor. Die Galaktose ist eine Hexose und hat die
Summenformel CeH120s. Der strukturelle Aufbau der beiden Zucker legt nahe, dass
die beiden Lektine evolutiondr eng miteinander verwandt sind und deshalb auch

vermutlich ahnliche Farbeverhalten aufweisen (R6mpp Online, Georg Thieme

Verlag).

O\\\/H O~\\/H O%/H O\\/H
H—r—OH HO——H H——OH HO——H
HO—r—H H——OH HO——H H—r—OH
HO——H H——OH HO——H H——OH
H—t—OH HO——H H——OH HO——H

CHs CHs CH,0H CH,OH
D-Fucose L-Fucose D-Galactose L-Galactose

Abbildung 30: Strukturformel von Fukose und Galaktose.
Quelle: https://commons.wikimedia.org/wiki/File%3ADL-Fucose.svg und —Galactose.svg [Stand:
16.06.2017 10:55].
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Dieses zeigt im Grunde die Bedeutsamkeit dieses pathogenen Keimes, dass mittels
seiner beiden Pseudomonaslektine eine hohe Bindungsfahigkeit an menschlichen
Oberflachenepithelien zeigt. Dieses ist nicht beschrankt auf den Atemtrakt, der
Cornea und der Haut, wie bisher in der Literatur beschrieben, sondern lief3 sich an
allem getesteten Gewebe nachweisen. Besonders interessant stellt sich die
intensive Anfarbung des Brust- und Prostata-Gewebes da. Hier scheint es
besonders viele Bindungsstellen fur die Pseudomonaslektine zu geben, die aber
klinisch nicht von Bedeutung sein durften, da diese Bindungsstellen fir die Keime

nicht zuganglich sind.

In weiteren Farbungen wurde zusatzlich zu den beiden Lektinen, die jeweiligen
spezifischen Zuckerldsungen in vier Konzentrationen getestet, um die minimale
Monosaccharidkonzentration  zu  ermitteln, die eine  Bindung der
Pseudomonaslektine an dem menschlichen Oberflachengewebe verhindert. Fir
PA-IL wurden Galaktoseldsungen in den Konzentrationen 0,05 M, 0,1 M, 0,2 M und
0,3 M verwendet; dieselben Fukosekonzentrationen wurden fur PA-IIL verwendet.
Die Dosierung der Zuckerkonzentrationen wurden nach friheren experimentellen
Studien festgelegt (Mewe et al., 2005, Gustke et al., 2012). Bereits in der 0,05 M
Konzentration der beiden Monosaccharidlosungen konnte eine beginnende
Inhibition der Bindung der Lektine an die Oberflachenepithelien beobachtet werden,
die sich dann in den nachsthéheren Konzentrationen von 0,1 M weiter steigert. Bei
den 0,3 M Monosaccharidlosungen konnte eine totale Inhibition der
Lektinanfarbungen durch PA-IL und PA-IIL an dem menschlichen Gewebe
ausnahmslos erreicht werden. Auffallig zeigen sich die Strukturen des Atemtraktes
(siehe auch hierzu Tabelle 4), da hier bereits in der geringen Konzentration von 0,05
M die meisten Strukturen schon nicht mehr anfarben lieRen. Aber erst bei 0,3 M
Zuckerlésungen ist eine vollstandige Inhibition erreicht. Bei den
Geschlechtsorganen fiel wie zuvor beschrieben, eine besonders intensive
Anfarbung durch die Pseudomonaslektine auf, die mit der jeweils spezifischen 0,3
molaren Zuckerldsung aufgehoben werden konnte.

Zwischen den PA-IL mit Galaktosezusatz und PA-IIL mit Fukosezusatz zeigt sich
ein ahnliches Farbeverhalten. Es gibt nur leichte Variationen beztglich der Intensitét
der Anfarbung. Es wurden aber immer die gleichen Strukturen des menschlichen

Gewebes angefarbt oder nicht angefarbt. So zum Beispiel zur Veranschaulichung
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wird bei dem Gewebsabschnitt der Nasenschleimhaut das mehrreihige
Flimmerepithel durch PA-IIL etwas starker angefarbt (+++) als durch PA-IL (++).
Durch Zusatz des jeweiligen spezifischen Monosaccharids in der 0,05 molaren
Konzentration, wird das Flimmerepithel durch PA-IIL mit der Fukoseldsung von der
Intensitdt abgemildert (++), wogegen PA-IL durch die 0,05 molaren
Galaktoseldsung an Intensitat nicht beeinflusst wird und bestehen bleibt (++). Ab
der nachsthdheren spezifischen Monosaccharidzusatz zum jeweiligen Lektin gibt es
keine Unterschiede mehr bezlglich des Farbeverhaltens zwischen PA-IL und PA-
[IL und sind in der 0,1 und 0,2 molaren noch einfach positiv angefarbt (+) und ab
der 0,3 molaren Losung nicht mehr angefarbt (siehe auch Tabelle 4).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mittels der lektinhistochemischen
Farbung eine zuverlassige komplette Inhibition durch jeweils einer 0,3 M
Galaktoseldsung fur PA-IL und einer 0,3 M Fukoseldsung fur PA-IIL erreicht werden
konnte. Somit ist eine 0,3 M Monosaccharidkonzentration, die minimale
Konzentration um eine komplette Anbindung der beiden Pseudomonaslektine zu
verhindern. Diese Erkenntnis ist essentiell fir die weitere Entwicklung antiadhasiven
Therapien menschlicher Pseudomonas aeruginosa Infektionen. Erste Erfolge
konnte bereits in einer klinischen Studie durch Hauber et al. (2008) verzeichnet
werden. In einer Versuchsreihe an CF-Patienten mit Pseudomonas-Besiedlung in
der Lunge, wurde mit 10 ml einer 0,1 molaren Galaktose/Fukose-Inhalationsldsung
inhaliert. Dadurch kam es zu einer signifikanten Senkung der Pseudomonas
aeruginosa-Besiedlung der Lungen (Hauber et al., 2008). Da die Zuckerinhibition
vermutlich nicht vollstandig war, konnten zumindest die Selbstheilungskréafte so weit

gesteigert werden, dass sie die Keime wirksam bekampfen konnten.

Alginate sind Polysaccharide, die in Biofilmen einen wichtigen Bestandteil der
extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) bilden. Die Alginate gelten neben den
Lektinen als ein wichtiger Virulenzfaktor der Pseudomonaden. Die Alginat-Synthese
ist unter anderem verantwortlich fur die Adharenz, Phagozytose-Abwehr, erhdhte
Antibiotikaresistenz und Aktivierungssteigerung der Neutrophilen-Elastase (Heck et
al., 1986). Mucoide Pseudomonas aeruginosa-Stamme zeichnen sich durch eine
Uberexpression des extrazellularen Polysaccharids Alginat aus und sind somit
deren Hauptbestandteil. Wie und ob die Alginate mit den Pseudomaslektinen
interagieren, ist bisher noch nicht beschrieben worden. Eine solche Interaktion ware

prinzipiell denkbar, da Lektine Zucker binden. Die zu den Polysacchariden
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gerechneten Glykosaminoglykane sowie deren Untergruppe die Proteoglykane

interagieren zuckerspezifisch mit Lektinen (Schumacher et al., 1992).

Da sowohl die Pseudomonaslektine als auch die Alginate zu den
Pathogenitatsfaktoren der Pseudomonaden gehéren, ist eine solche Interaktion
auch pathophysiologisch von Interesse. Bei den untersuchten Alginaten handelt es
sich um folgende: Alginat SG81, welcher von einem mucoiden Pseudomonas
aeruginosa-Stamm aus einem Fleischereiabfluss gewonnen wurde, FRD1-Alginat
der von einem mucoiden Pseudomonas aeruginosa-Stamm eines CF-Patienten
stammt und das Alginat FRD1153 welcher von einem Pseudomonas aeruginosa-
Stamm mit einer defekten O-Acetylierung gewonnen wurde. Die Acetylgruppen
spielen eine groRe Rolle bei der Empfindlichkeit der Bakterien gegenuber
Desinfektionsmittel (Grobe et al., 2001) und es ist bekannt, dass
acetylierungsdefekte ~ Mutanten eine  herabgesetzte = Anheftungs-  und
Biofilmbildungsfahigkeit besitzen (Nivens et al., 2001), (Tielen et al., 2005). Mittels
der lektinhistochemischen Farbungen mit jeweils separat PA-IL und den Alginaten
SG81, Manucol LB, FRD1153 und FRD1 und PA-IIL und den genannten Alginaten,
kam es zu keiner Anderung des Bindungsverhaltens der Pseudomonaslektine an
das Gewebe. Es potenziert somit nicht die Anbindung der Pseudomonaslektine an
dem menschlichen Gewebe, noch hat es durch seine Eigenschatft als Polysaccharid
einen inhibierenden Einfluss beziglich des Farbeverhaltens, indem es wichtige
Bindungsstellen zwischen Pseudomonaslektin und Gewebsoberflache okkupiert.
Die Bindungsstellen zwischen Pseudomonaslektinen und menschlichem Gewebe

werden somit immunhistochemisch durch die getesteten Alginate nicht beeinflusst.

In einer zweiten Methodik, der Zilienschlagmessung, wurde der Einfluss von
Pseudomonaslektinen und Alginaten auf die Zilienschlagfrequenz (CBF)
untersucht. PA-IL und PA-IIL senken den Zilienschlag signifikant, wobei das PA-IIL
toxischer als das PA-IL auf den Zilienschlag wirkt (Mewe et al., 2005, Gustke et al.,
2012). Durch die Senkung bzw. das Erliegen der Zilienschlagfrequenz wird die
mukozilidre Clearance gestort, so dass es zu einem erleichterten Anheften von
Pathogenen an die Atemwege kommt. Die Kklinische Bedeutung dieses
unspezifischen Abwehrmechanismus wird eindrucksvoll durch Patienten mit
primarer ziliarer Dyskinesie demonstriert, die an haufig rezidivierenden
Atemwegsinfektionen leiden (Frija-Masson et al., 2012). Es bestehen Unterschiede
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zwischen der Interaktion von jeweils PA-IL unter dem Zusatz der Alginate und PA-
[IL und den Alginaten (siehe dazu auch Abbildung 26 und 29). So senken die
Alginate mit PA-IL den Zilienschlag starker als im Vergleich zu PA-IIL mit den
Alginaten. Vor allem das Alginat Manucol LB, (welches von einer Braunalge
abstammt und als unspezifische Kontrolle verwendet wurde), hebt sich hierbei
hervor. Im Zusatz zu PA-IL erhoht es deutlich dessen Toxizitat, gemessen an dem
signifikanten Abfall der CBF. Im Zusatz zu PA-IIL hat es eher einen protektiven
Faktor, da es zum Zeitpunkt von 8 Stunden die CBF signifikant erhoht, im Vergleich
zu PA-IIL alleine (Differenz von 1,113 Hz, p<0,001). Zum Zeitpunkt von 24 Stunden
gibt es allerdings keinen Unterschied mehr, da alle Wirkstoffe mit und ohne PA-IIL
zu einem Erliegen des Zilienschlages fiihren und hier somit keine Protektion durch
das Alginat Manucol LB besteht.

In vivo haben die Alginate im Zusatz zu den beiden Pseudomonaslektinen einen
unterschiedlichen physiologischen Effekt auf die Zilienschlagfrequenz; dieses
unterschiedliche Verhalten in Bezug auf die Interaktion Lektin—Alginat wird nicht in

der statischen Lektinhistochemie abgebildet.

Hyaluronsaure oder auch Hyaluronan (HA) genannt, ist ein grolRes
Glykosaminoglykan der extrazellularen Matrix (EZM), welches hauptsachlich von
Fibroblasten sezerniert wird, jedoch auch von anderen Zellen synthetisiert werden
kann. HA spielt eine aktive Rolle in der Regulation der zufélligen Beweglichkeit,
Chemotaxis, Invasion, Proliferation, Formgebung und metabolischen Reaktion von
Zellen. HA ist im Zusammenhang mit P. aeruginosa deshalb von besonderem
Interesse, weil Schulz et al. (2010) bereits beschrieben hat, dass der CFTR
Transporter, welcher bei der cystischen Fibrose mutiert ist, auch HA durch die
Plasmamembran von Epithelzellen transportiert. Dadurch kommt es zu einem
héheren intrazellularen Verbleib der Hyaluronsaure in den Zellen bei CF-Patienten,
die dann vermutlich platzen wodurch HA in das Lumen der Atemwege freigesetzt
wird. Dieses HA ist die Ursache fur das Ubermafig zahe Sputum bei CF-Patienten
(Schultz et al., 2010).
Da die Atemwege in CF Patienten tUberdurchschnittlich haufig von P. aeruginosa
besiedelt werden (Winkler et al., 1985), (Moore & Mastoridis 2017), stellt sich also
die Frage nach der Interaktion von HA mit den beiden Pseudomonaslektinen. Daher
wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Molekulargewichte des HA in der
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Interaktion mit den beiden Pseudomonas-Lektinen mit zwei verschiedenen
Methoden getestet. Es wurden sowohl niedermolekulare HA Oligosaccharide (HAO)
als auch hochmolekulare HA in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen
verwendet.

In der Lektinhistochemie wurden exemplarisch an drei Organen (Haut des &uf3eren
Gehorganges, Nasenschleimhaut und Lungengewebe, siehe auch Tabelle 8), die
klinisch besonders von der Pseudomonasinfektion betroffen sind, die Kombination
aus HAO und PA-IL /PA-IIL getestet. Hier zeigt sich ein unterschiedliches Verhalten
beziglich der Bindung zwischen PA-IL und PA-IIL. Unter Zusatz von PA-IL plus
HAO kommt es zu einer Verstarkung der Anfarbung an allen drei untersuchten
Geweben. Vor allem die 1:10 Verdinnung der HAO, verstarkt die Anbindung der
Haut des aul3eren Gehorganges und der Nasenschleimhaut. Dagegen mildert PA-
[IL und die unverdinnten HAO die Anfarbung leicht ab. Ebenso kommt es bei den
1:10 und 1:100 fach-verdinnten HAO zu einer leichten Abmilderung des PA-IIL, im
Vergleich zu PA-IIL alleine, nur bei dem Lungengewebe zeigt sich ein fast
identisches Farbeverhalten. Am Atemwegsepithel kommt es durch Zugabe von
HAO zu PA-IL zu einer erhdhten Lektinbindung an das Oberflachengewebe,
wahrend es durch Zugabe von HOS zu PA-IIL zu einer leichten Inhibition an dem
Atemwegsepithel kommt. Dieser Befund wird in der zweiten untersuchten Methodik
ebenfalls bestétigt. Sowohl PA-IL und PA-IL + HOS in drei Konzentrationen senken
den Zilienschlag signifikant, dabei senkt vor allem die unverdinnte HOS den
Zilienschlag starker als PA-IL alleine (siehe auch Abbildung 24, dieses ist besonders
zum Zeitpunkt von 8 Stunden zu sehen (3,9 Hz, p<0,001). Somit bewirkt der Zusatz
von Hyaluronsaure Oligosaccharide zum PA-IL eine starkere Toxizitat auf die
humanen Zilien mit konsequenter Abnahme der Zilienschlagfrequenz. PA-IIL und
HAO zeigen ein ahnliches Verhalten, ab dem Zeitpunkt von drei Stunden fuhren alle
getesteten Konzentrationen zu einem hochsignifikanten Abfall der CBF (siehe auch
Abbildung 27). Eine einzige Ausnahme stellt sich zum Messzeitpunkt Stunde acht
dar, die Kombination aus PA-IIL und der 1:10 verdinnten HAO senkt den
Zilienschlag signifikant weniger stark als PA-IIL alleine und stellt zumindest zu
diesem Zeitpunkt einen protektiven Faktor dar. Zum nachst gemessenen Zeitpunkt
bleibt dieser Effekt nicht erhalten.

Die  kommerzielle  hochmolekulare  Hyaluronsaure  (Viscoseal®)  wird

biotechnologisch aus Streptokokkenkulturen gewonnen und entspricht laut
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Hersteller (TRB Chemedica) zu 100 % der Molekularstruktur menschlicher
Hyaluronsaure. Hochmolekulare HA (Viscoseal®) verhdlt sich ahnlich in der
Lektinhistochemie wie die niedermolekularen Hyaluronséureoligosaccharide. PA-IL
zusammen mit hochmolekularer HA (Viscoseal®) fuhrt vor allem in der
unverdunnten, recht viskdsen Form zu einer intensiveren Farbung als PA-IL alleine
bei allen drei Organen. Dagegen kommt es in der 1:10 und 1:100 fachen
Verdinnung von Viscoseal® zu einer leichten Abmilderung der Anfarbung (siehe
auch Tabelle 9). Fast identisch verhélt es sich mit PA-1IL mit hochmolekularer HA
(Viscoseal®), unter Zusatz der unverdunnten LOsung, kommt es zu einer
intensiveren Anfarbung der untersuchten Strukturen, wogegen es in der 1:10 und
vor allem in der 1:100 fach-verdiinnten hochmolekularen HA (Viscoseal®) Losung
zu einer Abmilderung der Anfarbung kommt. Die Interaktion zwischen
hochmolekularer HA (Viscoseal®) und den beiden Pseudomonaslektinen ist somit
konzentrationsabhangig. In der viskdsen, unverdinnten Losung, verstarkt es die
Bindungsstellen der Lektine zu dem getesteten menschlichen Gewebe, wogegen
es in der verdinnten Version zu einer Inhibition der Bindungsstellen kommt.

Der Einfluss von hochmolekularer HA (Viscoseal®) auf den Zilienschlag in Kultur ist
abhangig vom gemessenen Zeitpunkt, konzentrationsabhénig und vom Lektin. PA-
IL plus dem Zusatz der unverdiinnten HV zum Zeitpunkt der Stunde 1 und 2, erhdht
den Zilienschlag signifikant, zum Zeitpunkt der 24. Stunde senkt er den Zilienschlag
wiederum signifikant, ebenso wie PA-IL ohne Zusatz und mit dem Zusatz der 1:10
HV-Verdinnung. Zu diesem Zeitpunkt senkt PA-IL und HV-Verdinnung 1:100 zwar
den Zilienschlag, aber statistisch gesehen ohne Signifikanz (siehe auch Tabelle 15).
PA-IIL und der Zusatz der hochmolekularen HA (Viscoseal®) zeigt ein etwas
anderes Verhalten. Zwischen dem Messzeitpunkt Stunde 3 bis 8, wirken die HV-
Konzentrationen 1:10 und 1:100 zusatzlich zum PA-IIL ziliotoxischer als PA-IIL
alleine, dieses bildet sich in einem signifikanten Zilienschlagabfall ab. Zur Stunde 8
kommt der Zilienschlag zum kompletten Erliegen so dass keine Unterschiede mehr
beobachtet werden kénnen, (siehe auch Abbildung 28).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in der Lektinhistochemie der Zusatz
von HOS und hochmolekularer HA (Viscoseal®) konzentrationsabhangig eine
Verstarkung oder eine leichte Abmilderung der Pseudomonaslektine in der

Immunhistochemie fuhrt. Hierbei ist der Effekt der Intensivierung deutlicher als der
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Effekt der Abmilderung. In vitro ist ein einheitlicheres Bild gegeben, in dem es die
CBF signifikant senkt und somit toxischer auf den menschlichen Zilienschlag wirkt.
Durch unseren experimentellen Ansatz konnte gezeigt werden, dass HA
Oligosaccharide die Bindungsfahigkeit des PA-IL erhdht und es damit ziliotoxischer
macht. Dieser Mechanismus konnte erklaren, warum gerade CF Patienten so haufig
mit P. aeruginosa besiedelt werden. Nach diesen Befunden wére PA-IL Bindung ein
entscheidender pathophysiologischer Anheftungsmechanismus. Da P. aeruginosa
kirzlich den Platz 2 einer WHO Liste der gefahrlichen antibiotikaresistenten Keime
einnimmt, sollte eine anti-adhédsive Therapie zur Bekampfung der
Pseudomonasinfektion bei CF Pateinten verstarkt in den Fokus des Interesses
ricken, zumal schon einige klinische Daten vorliegen (von Bismarck et al., 2001 und
Hauber et al., 2008).
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VIl. Zusammenfassung

Die aus Kohlenhydraten bestehende Glykokalix stellt die &uf3erste Schicht
menschlicher Zellen dar, diese Kohlenhydrate dienen als Bindungsstellen fur die
beiden zuckerbindenden Lektine von Pseudomonas aeruginosa (PA-IL und PA-IIL).
Uber diese Bindung kénnen dann die Pseudomonaden an Gewebeoberflachen
anheften und sie besiedeln. Die Bindungsstellen fiir die beiden Pseudomonas-
Lektine sind bisher nur an wenigen Gewebsoberflachen untersucht worden. In der
vorliegenden Arbeit konnte lektinhistochemisch gezeigt werden, dass die beiden
Lektine fast ausnahmslos die Oberflachenepithelien der untersuchten Gewebe
anfarben. Durch die Bindung an die Oberflachenepithelien ist es erklarlich, dass P.
aeruginosa so viele verschiedene Organe kolonisieren und damit infizieren kann.
Es konnte die minimale Konzentration des jeweils inhibitorischen Monosaccharid
immunhistochemisch ermittelt werden: eine 0,3 M Galaktoseldsung fir PA-IL und
einer 0,3 M Fukoseltsung fir PA-IIL. Diese Erkenntnis ist essentiell fur die weitere
Entwicklung antiadhasiven Therapien menschlicher Pseudomonas aeruginosa
Infektionen.

In den Atemwegen liegt eine besondere Situation vor, da die beiden Lektine nach
Bindung an die Zilien diese lahmen. Durch das Sistieren des Zilienschlages wird ein
wichtiger unspezifischer Abwehrmechanismus in den Atemwegen gehemmt; es
kommt zu einer Storung der mukoziliaren Clearance. Dieser Mechanismus koénnte
eine besondere Bedeutung bei der cystischen Fibrose (CF) besitzen. Da bei CF
Kranken das Polysaccharid Hyaluronan im Sputum erhdht ist, untersuchten wir auch
die Interaktion der beiden Lektine mit Hyaluronan im Zilienschlagassay. Dabei
hatten Hyaluronanoligosacharide praktisch keinen Einfluss auf die Bindung und die
Beeinflussung des stark ziliotoxischen PA-IIL, wohl aber auf das schwach
ziliotoxische PA-IL, was unter Zugabe von Hyaluronanoligosaccharide so
ziliotoxisch wurde wie das PA-IIL. Diese Erhohung der Ziliotoxizitdt des PA-IL
konnte erklaren, warum die Atemwege von CF Kranken so haufig von P. aeruginosa

besiedelt werden.
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VII. Summary

The carbohydrate coat of the cell membrane, the glycocalyx, represents the
outermost layer of human cells. The carbohydrates of the glycocalyx serve as
binding sites for the two sugar-binding lectins of the bacterium Pseudomonas
aeruginosa (PA-IL and PA-IIL). Pseudomonas bacteria use these two lectins to
attach to the tissue surfaces and to subsequently colonize them. To date, the
binding sites for the two Pseudomonas lectins have only been studied on few tissue
surfaces. In the present work it could be shown by lectin histochemistry that the two
lectins bind to the surface epithelia of the investigated tissues almost without
exception. The attachment to the surface epithelia arguably explains how p.
aeruginosa can colonize so many different organs and thereby infect them. The
minimum concentration of each inhibitory monosaccharide could be determined by
immunohistochemistry: a 0,3 M galactose solution for PA-IL and a 0,3 M fucose
solution for PA-IIL. This finding is essential for the further development of

antiadhesive therapies of human Pseudomonas aeruginosa infections.

In the respiratory tract a special situation exists as the two lectins paralyze the
airway cilia they attach to. By inhibiting the ciliary beat, an important nonspecific
defense mechanism in the airways is inhibited; hence the mucociliary clearance is
impaired. This mechanism could be of particular importance in cystic fibrosis (CF) a
disease in which the polysaccharide hyaluronan secretion is altered. As hyaluronan
in the sputum is increased in CF patients, we also investigated the interaction of the
two lectins with hyaluronan in a ciliary beat assay. Hyaluronan oligosaccharides had
practically no influence on the binding and the ciliotoxicity of the highly ciliotoxic PA-
[IL, but critically increased the ciliotoxicity of the otherwise weakly ciliotoxic PA-IL.
This increase in ciliary toxicity of PA-IL could explain why the respiratory tract of CF

patients is so commonly colonized by p. aeruginosa.
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VIII. AbklUrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

CBF ciliary beat frequency

CF Cystische Fibrose

CFTR-Gen cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Gen

EPS extrazellularen polymeren Substanzen

Gl. Glandulae

h Stunde

HA Hyaluronan

HAO Hyaluronan Oligosaccharide

HOS Hyaluronsaure Oligosaccharide

HV Hyaluronsaure Viscoseal®

Hz Hertz

L. Lamina

LP Lektinpuffer

PA-IL Pseudomonas aeruginosa Lektin |

PA-IIL Pseudomonas aeruginosa Lektin I

PE Plattenepithel

QS Quorum Sensing
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