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Resume af det samlede projekt

Modermalkens indflydelse pa den nyfadtes sundhedstilstand, pa savel kort som lang sigt,
har veeret emnet for en lang raekke undersggelser. Melk har et stor indhold af naturlige
antimikrobielle og immunstimulerende komponenter. Undersggelser har vist at malkens
naturlige indhold af immunoglobuliner, laktoferrin, laktoperoxidase, lysosym og
lactadherin influerer pd immunforsvarets evne til at bekeempe forskellige infektioner.
Melken indeholder imidlertid ogsa et andet, mindre velbeskrevet, protein som er
involveret i en lang reekke immunologiske processer; nemlig osteopontin.

| det naervaerende projekt har vi etableret metoder til at male indholdet af osteopontin i
fysiologiske veesker. Gennemsnitligt indeholder human malk 138 mg osteopontin per
liter, med store individuelle variationer. Dette svarer til at osteopontin udger mere end
2% af den totale proteinmangde i malken. Til sammenligning indeholder komelk kun
ca. 18 mg/L, hvilket svarer til omkring 0,05% af det totale protein i komalk.
Modermalkserstatninger, der er baseret pa proteiner udvundet af komealk, indeholder 5-
13 mg osteopontin per liter, afhengigt af market. Ved fremstilling af en
modermalkserstatning, der i proteinsammensgtning skal ligne human malk mest muligt,
ma man derfor aktivt gare noget for at gge indholdet af osteopontin.

Osteopontin spiller en central rolle i mange immunologiske processer. | dette projekt har
vi vist at osteopontin fra komalk kan stimulere human immunceller fra tyndtarmen til at
udskille 1L-12, som er en indikator for at det celluleere immunforsvar er aktiveret. Det
kan saledes teenkes at det store osteopontin indhold i modermalken er et vigtigt signal for
udviklingen eller modningen af spaedbarnets immunforsvar.

I det naervaerende projekt har vi vist at osteopontin er i stand til at binde til bakterier. Vi
har ogsa vist at osteopontin er i stand til at tiltreekke monocytter, som er vigtige celler i
immunforsvaret. Vi har ydermere vist at disse monocytter er i stand til at ade
(fagocyttere) bakterier, der har bundet osteopontin til sig. Denne fagocytose induceres via
en specifik receptor, axp2 integrinen, som farst er beskrevet i forbindelse med dette
projekt.

English summary

The influence of mother’s milk on the newborns state of health has been the subject of
many investigations. Milk has a high content of natural anti microbial and immune
stimulating components. Investigations have shown that immunoglobulins, lactoferrin,
lactorperoxidase, lysozyme and lactadherin influences on the immune systems ability to
control and combat various infections. The milk also contains another, less well-
described, protein which is involved in a several immunological processes; namely
osteopontin.

In the present project, we have established a method to measure the content of
osteopontin in physiological fluids. On average human breast milk contains 138 mg
osteopontin pr liter, with huge individual variations. This means that more than 2% of the



total protein in human milk is osteopontin. In comparison, bovine milk only contains
approximately 18 mg osteopontin per liter, which corresponds to 0.05% of the total
protein in cow’s milk. Infant formula’s, which are based on cow’s milk, contain 5-13 mg
osteopontin per liter ready to use formula, depending on the manufacturer and brand.
This means that by production of an infant formula intended to mimic human milk in
protein composition, it is necessary to actively take steps to increase the content of
osteopontin.

Osteopontin plays a central role in many immunological processes. In this project we
have shown that osteopontin from cow’s milk can induce expression of IL-12, which is
an indicator for activation of the cellular immune response, in human immune cells
isolated from the small intestine. It is therefore likely, that osteopontin in breast milk is
an important signal involved in the development or maturation of the neonate’s immune
system.

In the present project we have shown that osteopontin binds bacteria. We have also
shown that osteopontin is able to attract monocytes, which are important immune cells.
We have shown that these monocytes are capable of internalizing (phagocytize) bacteria,
which are bound to osteopontin. This phagocytosis is induced by a specific receptor, the
axp2 integrin, which is a novel osteopontin receptor, first described during this project.



Projektets baggrund og mal

Modermalkens gavnlige indflydelse pa den nyfgdtes sundhedstilstand, pa savel kort som
lang sigt, er veldokumenteret (Lawrence and Pane, 2007). Den gavnlige indflydelse kan
blandt andet tilskrives at modermalken foruden dens store naringsmaessige verdi, har et
stor indhold af naturligt forekommende antimikrobielle og immunstimulerende
komponenter. Saledes har undersggelser vist at maelkens indhold af immunoglobulin,
laktoferrin, laktoperoxidase, lysosym og lactadherin influerer pa den nyfadtes evne til at
bekeempe forskellige infektionssygdomme (Field, 2005). En reekke undersggelser viser at
endnu et protein, osteopontin (review; Sodek et al., 2000), der forekommer naturligt i
melken spiller en vigtig rolle i immunsystemet og derfor ogsa kunne tenkes at have
indflydelse pa udviklingen af oral tolerance hos nyfgdte. Osteopontin er ikke et
melkespecifikt protein, men syntetiseres af en raekke celletyper, heriblandt nogle af
immunforsvarets celler.

I modsatning til de fer omtalte proteiner, der har en direkte antimikrobiel effekt pa
mikroorganismer, virker osteopontin savel ved direkte interaktion med bakterier, som ved
at indvirke pa reguleringen af den delikate balance mellem immunforsvarets celler.
Osteopontin  tilhgrer derfor en eksklusiv gruppe af naturligt forekommende
peptider/proteiner, der fungerer som cellesignaleringsstoffer, de sakaldte cytokiner.

Laboratorieforsgg har vist at immunceller fra mus, der mangler osteopontin (OPN knock-
outs) har en nedsat evne til at bekeempe infektioner i forhold til mus der har et naturligt
udtryk af osteopontin (Ashkar et al., 2000). Man har samtidig set at humane hvide
blodlegemer kan stimuleres af osteopontin. Disse resultater har dannet fundamentet for
projektets hypotese og formal; at undersgge hvorledes osteopontin pavirker
immunforsvarets celler og dets interaktion med bakterier.

Resultater og diskussion

Kvantificering af osteopontin — meget hgje koncentrationer i human malk

Det har veeret kendt i nogen tid, at der i malk er en relativt hgj koncentration af
osteopontin; men hidtil har den pracise mangde ikke veeret kendt. Et delmal med
nerveerende projekt har varet at undersgge og sammenligne koncentration af osteopontin
i meelk, infant formula mv. Til dette formal har vi udviklet ELISA’er mod savel human
som bovin osteopontin (Schack et al., 2009). Undersggelser af human melk viser at der
er meget stor variation i OPN indholdet hos kvinder (Tabel 1).



Tabel 1. Osteopontin indhold i brystmalk fra 29 kvinder

Prave Kvindens Dage efter  OPN konc.  Total protein konc.  OPN/total protein
alder (ar)  fadsel (d) (mg/L) (mg/L) (viv, %)

1 28 58 66 8550 0.77
2 35 13 257 8327 3.09
3 28 12 201 13268 1.51
4 25 6 65 11868 0.55
S) 31 9 46 15430 0.30
6 25 12 22 11442 0.19
7 30 33 102 10000 1.02
8 31 39 114 10157 1.12
9 30 17 67 10328 0.65
10 23 12 212 10936 1.94
11 30 10 105 12576 0.83
12 31 27 157 5376 2.92
13 30 17 185 4459 4.15
14 31 37 103 5568 1.85
15 30 10 239 12628 1.89
16 22 15 100 6664 1.50
17 27 26 100 9706 1.03
18 30 14 102 3963 2.57
19 35 24 322 9660 3.33
20 32 15 18 2077 0.87
21 32 22 47 1834 2.56
22 35 28 171 5219 3.28
23 28 28 192 4602 4.17
24 30 17 245 8832 2.77
25 27 22 154 3426 4.50
26 30 11 206 4069 5.06
27 29 15 175 4738 3.69
28 37 15 40 6520 0.61
29 27 28 203 11562 1.76
Gennemsnit 29.6 204 138 8062 2.1
SD 3.5 11.3 79 3680 1.4

Gennemsnitligt indeholder human mealk 138 mg osteopontin per liter melk, hvilket
svarer til at osteopontin udger mere end 2 % af proteinet i mealken. Til sammenligning
indeholder bovin melk kun ca. 18 mg/L, hvilket svarer til omkring 0,05 % af det totale
protein i komalk. Modermalkserstatninger, der er baseret pa proteiner udvundet af
komelk, fik malt et osteopontinindhold pa 5-13 mg/L, afhaengigt af maerket (Tabel 2). Vil
man saledes fremstille en modermalkserstatning, baseret pa komalk, der i
proteinsammensatning ligner human melk mest muligt, ma man aktivt gare noget for at
gge indholdet af osteopontin.



Tabel 2. Osteopontin indholdet i udvalgte melkeerstatninger sammenlignet med human
og bovin melk

Modermalkserstatning/ OPN konc.
melk (mg/L)
X01 (Nam Yang) 7.9
Premium XO (Nam Yang) 13.0
Nan 1 (Nestlé) 10.3
Nidina 1 (Nestlé) 5.3
Allomin 2 (Beauvais) 6.4
Bovin malk 18
Human malk 138

Den hgje koncentration af OPN i human malk kunne indikere at proteinet har en vigtig
betydning i fx udvikling og modning af spaedbgrns immunforsvar. At proteinet skulle
have en betydning for barnets udvikling underbygges af malinger af OPN indholdet i
plasma fra navlestrengsblod, 3-maneders gamle spadbgrn samt voksne. Disse malinger
viste at spaedbern har et 7-10 gange hgjere niveau af OPN i plasma sammenlignet med
voksne (Figur 1). Det kunne indikere at OPN spiller en rolle i det medfadte
immunforsvar, da det bade bliver produceret i hgjt niveau af barnene selv samt bliver
tilfart gennem maelken.
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Figur 1. Osteopontin koncetrationen i plasma fra navlestregnsblod, tre-maneders
spaedbgrn, voksne og gravide kvinder malt ved ELISA. *OPN indholdet i plasma fra tre-
maneder gamle bgrn var signifikant hgjere end indholdet i navlestrengsblod (P<0,05).
**OPN indholdet i plasma fra navlestrengsblod og tre-maneder gamle bgrn var
signifikant hgjere end indholdet voksne (P<0,01).



Osteopontins effekt pa immunceller og fagocytose af bakterier

Det har i lang tid veeret velkendt at osteopontin har veret involveret i reguleringen af et
immunrespons, ved at fungere som et cellesignaleringsmolekyle, et sakaldt cytokin.
Osteopontin er saledes blevet karakteriseret som en aktivator af det cellulere
immunforsvar (Ashkar et al., 2000). Aktiveringen af denne del af immunforsvaret er
blandt andet karakteriseret ved at immuncellerne opregulerer deres udtryk af 1L-12
(interleukin 12) og nedregulerer udtrykket af IL-10. For at undersgge om osteopontin
oprenset fra bovin malk ogsa kan tenkes at have en effekt pa udtrykket af cytokiner hos
humane immunceller, har vi testet udtrykket af 1L-12 hos immunceller fra tarmen. (Figur
2
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Figur 2. Osteopontin inducerer ekspression af IL-12 | humane lamina propria
mononukleaere celler (LPMNC). *IL-12 udtrykket efter behandling med osteopontin er
signifikant hgjere end udtrykket hos ubehandlede LPMNC (P<0.01).

Osteopontin produceres af de fleste hvide blodceller og denne produktion gges under en
infektion. Samtidig ved man fra studier med mus som mangler proteinet, at disse mus
udvikler sig og opferer sig normalt under ikke infektigse forhold. Udsattes musene
derimod for sygdomsfremkaldende bakterier eller virus, har de et atypisk immunrespons
hvilket resulterer i en nedsat evne til at bekempe infektionen. For at undersgge om
osteopontin er i stand til direkte at interagere med bakterier, har vi opmeerket osteopontin
med et fluorescerende stof (alexa fluor-488) og tilsat det maerkede protein til bakterier. Pa
denne made har vi ved flow cytometriske malinger vist at osteopontin pa en dosis
afhengig made er i stand til at opsonisere alle kendte serotyper af Streptokokkus
agalactiae og Stafylokokkus aureus (Figur 3). Bindingen blev desuden vist at veere
afhaengig af tilstedeveerelsen af calcium.
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Figur 3. Osteopontin binder specifikt til bakterier. Bindingen af Alexa Fluor 488-
konjugeret OPN (OPN*) til S. aureus or S. agalactiae blev undersggt ved flow
cytometry. (A) Binding af OPN* til S. aureus (stramme Wood). (B) Binding of OPN*
til to the S. agalactiae stammerne la, Il, 1V, V og O90R. Bindingen blev undersggt i
tilstedeveerelse eller fraveeret af 100 gange overskud af ukonjugeret OPN eller BSA som
indikeret. (C) Bindingens Ca?* afhangighed blev undersggt i tilstedevaerelse eller fraveer
af Ca®* eller 100-gange overskud af ukonjugeret OPN som indikeret (D) Specificiteten af
bindingen til S. aureus blev testet i tilstedeveerelse af 100-gange overskud af OPN, BSA
eller kasein som indikeret.

Opsonisering af mikroorganismer, som vist i figur 3., fremkalder normalt et
immunrespons. Vi undersggte derfor, med et migrationsassay, om monocytter kan
tiltreekkes kemotaktisk af osteopontin (Figur 4). Resultatet viste at ikke-aktiverede
monocytter kun i ringe grad reagerer pa tilstedeveerelsen af OPN, hvorimod IL-1
aktiverede monocytter er i stand til at migrere langs en gradient af osteopontin, og pa
denne made finde vej til omrader med hgj osteopontin koncentration.
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Figur 4. Osteopontin inducerer migration af IL-1 aktiverede humane monocytter.
Migration mod osteopontin blev analyseret med et Boyden-chamber migations assay. (A)
Migration af IL-1p-aktiverede eller ustimulerede monocytter mod 10 ug/ml OPN, 1
mg/ml BSA, eller 10% NHS (normal human serum) er vist. Resultatet er udtrykt som
relative migration i forhold til migration mod NHS uden IL-1p aktivering. (B) Fotos x 40
forstgrrelse af migrerende humane monocytter. Tynde pile viser migrerende monocytter,
tykke pile viser de membranporer cellerne migrerer gennem.

For at undersgge om monocytter ogsa er i stand til at interagere direkte med OPN blev
Alexa flour-488 merket osteopontins (OPN*) binding til monocytter undersggt ved
flowcytometri. Resultatet viste at OPN er i stand til at binde til monocytter samt at denne
binding er specifik for OPN, idet bindingen kun kunne udkonkurreres af umerket OPN
og ikke af kontrol proteiner (BSA og kasein). Binding var desuden afhangig af
tilstedeveerelsen af Mn?*, hvilket tyder pd at interaktionen formentlig sker via integriner. |
forvejen er det kendt at OPN binder til en lang rekke integriner herunder av 0og B
integriner via en cellebindende arginin-glycin-aspartat (RGD) sekvens i OPN. Imidlertid
kunne fragmenter af OPN, der ikke indeholder RGD sekvensen, ogsa binde sig til
monocytterne, hvilket tyder pa at bindingen ma ske gennem andre end de i forvejen
kendte integriner. Monocytter vides at udtrykke et hgjt niveau af integriner af 3, familien.
Heraf er ax[32 integrin receptoren af sezrlig interesse, da denne integrin menes at binde til
negativt ladede ufoldede proteiner, hvilket netop er karakteristisk for OPNs (manglende)
struktur. Derfor blev det vha. adhesions assays undersggt om denne receptor kunne vare
en ligand for OPN (Figur 5). Studier med frisk oprensede monocytter viste at disse celler
efter aktivering med enten Mn?* (aktiverer alle integriner) eller KIM127 (et antistof der
specifikt aktiverer alle integriner af 32 typen) var i stand til at binde til OPN. Dette tyder
altsd pa at bindingen til OPN foregar via B2 integriner. For at undersgge om oxf2



integrinet er det ansvarlige . integrin for den observerede binding, blev bindingen
forsggt blokeret med et antistof mod ax-subunitten. Dette resultedede i total blokering af
OPNs binding til monocytter.

-0-No integrin activation
-1 mMMn2*

--KIM127

2 KIM127 + anti-oy

4 KIM127 + isotype control

Monocyte adhesion (%)

0 5 10 15 20 25
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Figur 5. axB2 integrin er en ny receptor for OPN. Adhesion af humane monocytter til
OPN blev testet i tilstedeveerelse af Mn?* (integrin aktiverende), KIM127 (B2-integrin
aktiverende med og uden ax blokerende antistoffer (anti- ax) eller siotype kontrol 1gG:.

axp2 integrin receptorens involvering i for OPNs binding til monocytter blev desuden
bekreeftet ved at bruge en cellelinie der stabilt udtrykker enten axf2, amp2 eller ingen af
receptorerne. Her var resultatet det samme, kun celler der udtrykte axf2 var i stand til at
binde til OPN. Disse studier viser derfor at axf2 integrinet er en ny receptor for OPN.
Denne receptor er ikke tidligere vist at kunne binde til OPN, men man ved dog fra
tidligere studier at receptoren ofte er involveret i fagocytose af bakterier.

Da OPN kan binde bade til den monocytiske axf2 integrin, savel som til bakterier er det
derfor nerliggende at undersgge om OPN kan fremme fagocytosen af bakterier via oxf32
integrin receptoren. Til dette formal blev bakterierne market med et kemisk stof
(CypHer5E), som under normale forhold ikke fluoroscerer, men udsattes stoffet for lav
pH, som f.eks. findes i fagosomer i fagocyterende celler, vil det fluoroscere. Bakterierne
blev herefter opsoniseret med enten OPN eller kontrol proteiner og derefter tilsat
fagocyterende celler. Resultatet viste at bakterierne der var "market” med osteopontin
blev hurtigere optaget af den fagocyterende celle end bakterier der enten var "maerket”
med kontrolproteiner (BSA eller kasein) eller slet ikke var market med nogle proteiner.
Alle celler fagocyterede dog meget hurtigt en stor mengde bakterier, hvilket er
forventeligt da mange forskellige proteiner er involveret i bakteriel fagocytose. For at
udelukke at den observerede effekt kunne stamme fra andre proteiner pa bakteriens
overflade, anvendte vi et modelsystem med fluorescerende latexkugler. Disse kugler har
en kemisk modificeret overflade, der gor at man kan binde proteiner til dem. Disse
latexkugler blev saledes behandlet med enten OPN, IgG1 (positiv kontrol), BSA (negativ
kontrol) eller ingen proteiner. Disse studier viste at latexkugler med OPN bundet til sig



blev fagocyteret i samme grad som kugler der havde bundet den positive kontrol 1gG1,
som er kendt for at fremme fagocytosis. Derimod blev kugler uden protein, eller dem der
havde BSA bundet til sig. Kun fagocyteret i ringe grad. | dette forsgg kunne vi blokere
fagocytosen af latexkugler med OPN ved at tilsette et antistof mod o subunitten, hvilket
bekraefter at fagocytosen af OPN markede kugler eller bakterier sker via axf32 integrin
receptoren.

J Beads-OPN

Figur 6. OPN inducerer fagocytose af latekkugler via ox integrin receptoren. Pa billedet
ses hvorledes latexkuglerne, der er gule pga. opmarkningen med osteopontin, er blevet
optaget af fagocytterende monocytter. Cellekernen er farvet bla og cytosolen er farvet
gren. Co-lokalisering af kuglerne (gul) med de cytosolere omrader (gren) viser at
kuglerne er blevet fagocyteret af cellen.

En model/hypotese for en funktion af osteopontin i immunforsvaret kunne derfor veere
som skematiseret i figur 7.
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Figur 7. Model over mulig funktion af osteopontin i immunresponset. | forbindelse med
en bakteriel infektion begynder immunforsvarets celler at producere OPN, som binder sig
til bakterierne. Den hgje koncentration af OPN tiltreekker herefter monocytter, som
migrerer langs en gradient af OPN. Herefter binder monocytten til OPN via oxf32
integrinet, hvorved bakterien hurtigt bliver fagocyteret og nedbrudt.

Samlet konklusion
Projektets hovedkonklusioner kan sammenfattes i falgende punkter.

e Osteopontin koncentrationen i human malk er 10-15 gange hgjere end
koncentrationen i bovin meaelk og modermalkserstatninger.

e Osteopontin koncentrationen i plasma fra navlestrengsblod og tre-maneder gamle
spadbgrn er 7-10 gange hgjere end koncentrationen i voksne.

e Bovin osteopontin oprenset fra mealk kan inducere udtryk af IL-12 hos humane
immunceller fra tarmen, og derved aktivere det cellulzere immunforsvar

e Osteopontin binder direkte, i en Ca2+ afhangig proces, til alle testede serotyper
af S of S. aureus and S.agalactiae

e Osteopontin kan binde til monocytter gennem oaxB2 integrin receptorer, som er en
ny identificeret receptor for osteopontin

e Osteopontin faciliterer kemotaktisk migration (tiltreekker) af aktiverede
monocytter og inducerer fagocytose af bakterier
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osteopontin havde indflydelse pa immunmoduleringen hos murine immunceller. | det
naervaerende projekt har vi vist at osteopontin fra komelk i hgj grad kan pavirke celler fra
det humane immunforsvar og at OPN kan merke bakterier for fagocytose af humane
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