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Der Verstand unterscheidet zwischen möglich und unmöglich. 

Die Vernunft unterscheidet zwischen sinnvoll und sinnlos. 

(...) Es ist Zeit, dass die Vernunft auf den Plan tritt, 

um das was heute möglich ist, noch rechtzeitig 

auf das Sinnvolle zu beschränken. 

 

Max Born (1882–1970) 
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1 Einleitung 

1.1 Die Bedeutung der Selektin–Ligand-Interaktion 

Im Rahmen der Entzündungsreaktion (angeborene Immunreaktion), kommt es zum Auswandern 

(Extravasation) aktivierter Leukozyten aus dem Blutstrom in das entzündete Gewebe. Weiterhin 

migrieren kontinuierlich nicht-aktivierte Lymphozyten zwischen den verschiedenen sekundären 

lymphatischen Geweben, Blut und Lymphe. Letzteren Vorgang bezeichnet man als Rezirkulation 

bzw. als homing von Lymphozyten. 

Sowohl bei der Entzündungsreaktion als auch beim lymphozytären homing ist diese gezielte 

Auswanderung von Leukozyten ins Gewebe ein gewünschter Prozess. Dagegen kommt es bei 

akut-entzündlichen Erkrankungen mit einer überschießenden Immunantwort und bei 

Autoimmunerkrankungen zu einem unkontrollierten Auswandern von Leukozyten in das 

betroffene Gewebe. Im Falle von Autoimmunerkrankungen (z.B. Morbus Crohn oder 

rheumatiode Arthritis) werden hierbei körpereigene Strukturen vom Immunsystem als fremd 

erkannt. Bei akut-entzündlichen oder chronisch-entzündlichen Erkrankungen mit 

überschießender Immunantwort liegt die Ursache für das pathologisch gesteigerte Auswandern 

von Leukozyten bei übersteigenden Pathogenen / Noxen, wie z.B. Bakterien (Pneumonie) und 

Viren (Myokarditis) oder Toxine (chronisch-obstruktive Lungenerkrankung, COPD) und 

entgleiste Enzyme (Pankreatitis). Dies ist darin begründet, dass die Entzündung auslösenden 

Noxen die Bandbreite der Regulation der Immunantwort überschreitet mit der Folge, dass die 

übersteigerte Auswanderung der Leukozyten nicht nur der Ausschaltung der Noxen dient, 

sondern zu einer zusätzlichen Gewebeschädigung führt. 

Das Auswandern der Leukozyten aus der Blutbahn in Gewebe ist ein regulierter, stufenweise 

ablaufender Prozess, der in Form einer Adhäsionskaskade abläuft. An diesem Prozess sind 

zahlreiche Rezeptoren, ihre entsprechenden Liganden und Cytokine beteiligt [1, 2]. 
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1.1.1 Die Adhäsionskaskade 

Bei der Adhäsionskaskade der Leukozytenextravasation kommt es zu Wechselwirkungen von 

Leukozyten mit dem Endothel. Sie ist in sieben Stufen unterteilt: (i) den initialen Kontakt, (ii) das 

schnelle Rollen, (iii) das langsame Rollen, (iv) die feste Adhäsion, (v) die Verstärkung der 

Adhäsion und das Abflachen, (vi) das intravaskuläre Gleiten und (vii) die para- oder 

transzelluläre Migration der Leukozyten (Abb. 1). 

 

Abb. 1: Leukozytäre Adhäsionskaskade. Bei der Entzündungsreaktion kommt es zur Auswanderung von 
Leukozyten aus dem Blut in das betroffene Gewebe. Dieser Vorgang erfolgt über mehrere Schritte. Zuerst werden 
die Leukozyten verlangsamt und sie beginnen auf dem Endothel zu rollen. Nach Aktivierung kommt es zur festen 
Adhäsion und zur Abflachung der Zellen. Anschließend erfolgt der Durchtritt der Leukozyten durch das Endothel 
zum Entzündungsherd. Bei diesem Prozess sind u.a. Proteine aus der Familie der Selektine, der Integrine, ihre 
jeweiligen Liganden sowie G-Protein gekoppelte Rezeptoren und Chemokine beteiligt [2]. 

Der initiale Kontakt (Abb. 2), also das Einfangen der Leukozyten aus dem Blutstrom, das schnelle 

und auch das langsame Rollen auf dem Endothel werden über Mitglieder der Selektin-Familie 

vermittelt. P- und E-Selektin werden von aktiviertem Gefäßendothel exprimiert und interagieren 

mit den Liganden P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) [3, 4], E-Selektin Ligand-1 (ESL-1) 

[5], CD44 [6] und anderen Glykoproteinen auf der Oberfläche von Leukozyten (Selektin-

vermitteltes Rollen). P-Selektin kommt außerdem auf aktivierten Thrombozyten vor. Der dritte 

Vertreter der Selektinfamilie, das L-Selektin, wird konstitutiv auf Leukozyten exprimiert und 

interagiert unter anderem mit CD34 [7], GlyCAM-1 [8], Podocalyxin [9] und Endomucin [10] auf 
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der Endotheloberfläche sowie ebenfalls mit PSGL-1 [11], welches sowohl auf Leukozyten als 

auch bei verschiedenen entzündlichen Erkrankungen auf Endothelzellen [12] vorkommen kann. 

 

Abb. 2: Der initiale Kontakt. Das Einfangen der Leukozyten aus dem Blutstrom stellt den initialen Schritt der 
Adhäsionskaskade dar. Dabei binden die Mitglieder der Selektin-Familie an ihre Liganden. Die Selektine werden 
sowohl auf den Leukozyten (L-Selektin) als auch auf dem entzündeten Endothel (P- und E-Selektin) exprimiert. 

Die Selektin-vermittelte Leukozyt–Endothel-Interaktion (Selektin-vermitteltes Rollen) führt zur 

Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden, wodurch in Leukozyten Integrine aktiviert werden. 

Diese Integrinaktivierung wird unter anderem durch Kinasen und G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren, wie die spleen tyrosine kinase (Syk) [13-15] sowie durch einen p38 mitogen-

activated protein kinase (MAPK)-abhängigen Signalweg [16], vermittelt. Nach Aktivierung der 

Leukozyten kommt es zu deren Polarisierung. Dabei bildet sich ein "vorderes Ende" (leading 

edge) sowie ein "hinteres Ende" (rear edge, Uropod) der Zellen und es kommt zur teilweisen 

Redistribution (Umverteilung) verschiedener leukozytärer Rezeptoren an den Uropod, darunter 

von L-Selektin und PSGL-1 [17-19]. Die Interaktion von L-Selektin mit PSGL-1 ist nicht auf das 

"Einfangen" der Leukozyten durch das Endothel, auf dem PSGL-1 bei bestimmten Erkrankungen 
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exprimiert wird, beschränkt. Vor allem werden in der Folge der Redristribution von L-selektin 

mittels L-Selektin–PSGL-1-Interaktion weitere Leukozyten durch bereits aktivierte Leukozyten 

rekrutiert (Abb. 3). Dadurch können zusätzliche Leukozyten aus dem Blutstrom eingefangen 

werden (secondary tethering) und es kommt zu einer verstärkten Akkumulation von Leukozyten 

am Entzündungsherd [20, 21] und damit zu einer Verstärkung der Immunantwort. 

 

Abb. 3: Secondary tethering. Während der Adhäsionskaskade kommt es durch die Interaktion von L-Selektin mit 
PSGL-1 zum Einfangen weiterer Leukozyten durch bereits adhärierende Leukozyten. Dadurch kommt es zu einer 
verstärkten Akkumulation und zu einem vermehrten Eintritt von Leukozyten in das entzündete Gewebe. 

Neben dem Selektin-vermittelten Rollen kommt es nach der Aktivierung von Integrinen zu 

einem verlangsamten, Integrin-vermittelten Rollen. Hieran sind vor allem die Proteine very late 

antigen-4 (VLA-4) [22-25] und lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) [26, 27] mit 

ihren Liganden vascular cell-adhesion molecule 1 (VCAM-1) [28, 29] und intercellular adhesion 

molecule-1 (ICAM-1) [30-32] aus der Superfamilie der Immunglobuline beteiligt. Durch Bindung 

der Integrine kommt es zur festen Adhäsion und zur Abflachung der Leukozyten. Das 

anschließende Gleiten / Wandern der Zellen auf dem Endothel wird unter anderem durch die 

Interaktion von macrophage-1 antigen (Mac-1) mit ICAM-1 [33-36] vermittelt. 

Bei dem abschließendem Durchtritt der Leukozyten durch das Endothel (Diapedese) [37] spielen 

die Wechselwirkungen der lymphozytären Rezeptoren platelet / endothelial-cell adhesion 

molecule-1 (PECAM-1), LFA-1, VLA-4, Mac-1 und CD99 mit ihren Liganden PECAM-1, junctional 
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adhesion molecule (JAM), ICAM-2, CD99 und endothelial cell-selective adhesion molecule 

(ESAM) eine wichtige Rolle [38-45]. 

Für den eigentlichen Durchtritt der Zellen durch das Endothel müssen die endothelialen Zell-

Zellkontakte gelöst werden. Zum Einen wird das durch die Sekretion leukozytärer Proteasen, 

wie z.B. MMP-9 [46] und Gelatinase B [47], ermöglicht, auf der anderen Seite, kommt es durch 

die Aktivierung der ICAMs zu einer Induktion von endothelialen Signalkaskaden. Dies hat zur 

Folge, dass die Bindungen der an den Zell-Zellkontakten beteiligten Proteine gelöst und diese 

anschließend internalisiert werden [48-50], wodurch es den Leukozyten ermöglicht wird, durch 

das Endothel zu transmigrieren. 

1.1.2 Die Familie der Selektine 

Zur Familie der Selektine gehören drei Vertreter: das L-Selektin auf Leukozyten, das P-Selektin 

auf Thrombozyten (Plättchen) und dem Endothel sowie das E-Selektin auf dem Endothel [51]. 

Die Präsentation von P- und E-Selektin auf dem Endothel erfolgt erst im Entzündungsfall. P-

Selektin wird konstitutiv gebildet, in nicht aktiviertem Endothel jedoch in intrazellulären 

Vesikeln, den Weibel-Palade bodies, gespeichert und nach Zellaktivierung, zum Beispiel durch 

den tumor necrosis factor α (TNFα), aus diesen Vesikel an die Zelloberfläche transportiert. Die 

Expression des E-Selektins im Entzündungsfall erfolgt zeitlich versetzt, da hierbei die Regulation 

der Expression auf Ebene der Transkription erfolgt. 

Die drei Selektine sind Transmembranproteine vom Typ I und gehören zu den C-Typ Lektinen, 

die Ca2+-abhängig bestimmte Kohlenhydratstrukturen auf Glykoproteinen binden. Das 

Grundmotiv dieser Kohlenhydratstrukturen ist das sLex-Motiv (Abb. 4). 

 

Abb. 4: Struktur des sLe
x
-Motivs. Das Bindungsmotiv der drei 

Selektine besteht aus einer Neuraminsäure (Neu5Ac), einer 
Galaktose (Gal) und einem N-Acetylglucosamin (GlcNAc), an 
welchem noch eine Fucose (Fuc) verknüpft ist. 

Die humanen Selektine weisen alle eine ähnliche Grundstruktur auf (Abb. 5): die extrazelluläre 

Domäne besteht N-terminal aus einer Lektindomäne, gefolgt von einer epidermal growth factor 

(EGF)-like Domäne und den sogenannten short consensus repeats (scr). Die Anzahl der repeats 
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ist auch ein strukturelles Unterscheidungsmerkmal der Selektine: L-Selektin besitzt zwei, E-

Selektin sechs und P-Selektin neun scr. Daran schließt sich die Transmembrandomäne und ein 

cytoplasmatischer Abschnitt unterschiedlicher Länge an. Extrazellulär sind alle drei Selektine N-

glykosyliert. 

 

Abb. 5: Struktureller Aufbau humaner Selektine. Die humanen Selektine besitzen einen ähnlichen Aufbau: Sie 
tragen eine N-terminale Lektinbindungsdomäne, an die sich eine EGF-like Domäne anschließt, die von 
unterschiedlich vielen scr-Domänen gefolgt werden. Es folgen die Transmembrandomäne (TM) und der 
cytoplasmatische Anteil. Alle Selektine sind extrazellulär N-glykosyliert. 

Alle Selektine erkennen mittels der Lektindomäne sLex als Ligand, wobei für monovalent-

präsentiertes sLex die Bindungsaffinität jedoch gering ist [52] und einen Kd-Wert von 0.1 mM 

aufweist [53]. Der Kd-Wert zum natürlichen Liganden PSGL-1 liegt dagegen im niedrigen µM-

Bereich [54]. Eine Di- und Trimerisierung des sLex-Motivs zeigte eine moderate Steigerung der 

Bindungsaffinität um das 3–5fache [55, 56]. Durch eine Multimerisierung von sLex kann die 

Bindungsaffinität im Vergleich zur monovalenten Form weiter in den nanomolaren Bereich 

verschoben werden [57]. Eine Multimerisierung kann unter anderem durch Kopplung an 

Trägermoleküle erreicht werden. So wurden für Bindungsstudien sLex-Einheiten auf einem 

Polyacrylamid (PAA)-Trägerpolymer immobilisiert. Zusätzlich wurden in Nachbarschaft 

sulfatierte Tyrosine (sTyr) auf das Trägerpolymer gekoppelt. Dieses sogenannte sTyr/sLex-PAA 

zeigt in Untersuchungen erfolgreich eine hohe Bindungsaffinität an Selektine [58]. Dabei konnte 

in einem kompetetiven Inhibitionsassay gezeigt werden, dass der Einsatz von monomerem sLex 
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zu keiner Inhibition der L-Selektin–Ligand-Interaktion führt, wohingegen durch die Kopplung von 

sLex an PAA (sLex-PAA) ein IC50-Wert von 21 µM erreicht wurde. Die Verwendung von sTyr/sLex-

PAA verbessert den IC50-Wert in den nanomolaren Bereich (IC50-Wert: 320 nM). Die zusätzlich 

verwendete Sulfatierung des Liganden ist bei der Bindung von L- und P-Selektin von 

entscheidender Bedeutung. So konnte gezeigt werden, dass aufgrund solcher Sulfatierungen 

des Liganden es zu einer Erhöhung der Bindungsaffinität kommt. Im Unterschied dazu ist die E-

Selektin–Ligand-Bindung unabhängig von der Sulfatierung des Liganden [54, 59]. Des Weiteren 

zeigen Gold-Kolloide, die mit Sulfaten funktionalisiert sind, eine gute Bindungsaffinität an L- und 

P-Selektin und weisen IC50-Werte im picomolaren Bereich auf [60]. Die Steigerung der 

Bindungsaffinität der Selektine durch multimer-präsentierte Liganden zeigt in vitro, dass bei der 

Selektin–Ligand-Interaktion die Multivalenz eine entscheidende Rolle spielt. Dies wird auch in 

vivo beobachtet, wenn die Oberflächen des vaskulären Endothels mit der des Leukozyten 

wechselwirken. Hier wird die Bindungsstärke der Selektin–Ligand-Interaktion durch eine 

Clusterung der Bindungspartner auf der Zelloberfläche erhöht. 

Die EGF-like Domäne und die scr-Domäne sind nicht primär an der Ligandenbindung beteiligt, 

besitzen aber unterstützenden Charakter. So wird die Bindungsaffinität der Selektine durch 

einen Austausch der EGF-like Domäne zwischen den Selektinen zwar nicht beeinflusst [61], eine 

Deletion dieser Domäne führt aber zu einer wesentlichen Reduktion der Bindungsaffinität [62]. 

Weiterführende Untersuchungen deuten daraufhin, dass die EGF-like Domäne einen Einfluss auf 

die richtige Konformation der Lektindomäne hat [63, 64]. Die Eliminierung einer 

Wasserstoffbrückenbindung in der hinge-Region zwischen der Lektin- und der EGF-like Domäne 

führt zu einer höheren Flexibilität der Lektindomäne und zu einer verbesserten Bindung von L-

Selektin an seine Liganden bei geringeren Scherkräften [65]. Dabei wurde Asn138 in der EGF-like 

Domäne des L-Selektins durch Gly ersetzt, wodurch sich keine Wasserstoffbrückenbindung zum 

Tyr37 in der Lektindomäne ausbilden kann. Die Bedeutung der scr für die Bindung beschränkt 

sich wahrscheinlich darauf, das entsprechende Selektin auf der Zelle richtig zu präsentieren. 

Dadurch wird ein bestimmter Abstand der Lektinbindungsdomäne zur Zelloberfläche 

gewährleistet, um eine korrekte Wechselwirkung mit anderen Zellen zu ermöglichen [66]. 

Allerdings reicht ein sc repeat aus, um eine korrekte Konformation der Lektindomäne zu 

erhalten [62]. 



-  8 -     Einleitung 

Das Einfangen der Leukozyten aus dem Blut und das anschließende Rollen, ist von der 

Fließgeschwindigkeit der Leukozyten im Blutstrom und damit vom shear stress innerhalb der 

Blutgefäße abhängig [67]. Untersuchungen unter Flussbedingungen zeigten, dass für das 

Einfangen, d.h. bei Ausbildung einer Selektin–Ligand-Bindung, ein bestimmter Schwellenwert 

überschritten werden muss. Wird dieser Schwellenwert unterschritten, lösen sich bereits 

rollenden Zellen von den Liganden wieder ab [68-70]. Das weist daraufhin, dass Scherkräfte 

einen starken Einfluss auf die Selektin–Ligand-Interaktion ausüben. Untersuchungen zur P-

Selektin–PSGL-1-Bindung mittels atomic force microscopy zeigten, dass es durch eine 

kontinuierliche Erhöhung der Fließgeschwindigkeit erst zu einer Verlängerung der Lebenszeit 

der Bindung kommt und anschließend zu einer Verkürzung der Bindungslebenszeit [71]. Diese 

Besonderheit der Selektinbindung wird durch die Ausbildung von catch bonds (lange Lebenszeit) 

und slip bonds (kurze Lebenszeit) erklärt [72, 73]. 

Für eine optimale Zell-Zell-Wechselwirkung ist auch die korrekte Positionierung der Selektine 

auf der Zelloberfläche von entscheidender Bedeutung. L-Selektin ist ausschließlich auf den 

Spitzen der Mikrovilli (Membranprotrusionen) von Leukozyten lokalisiert [74]. In Flusskammer-

Experimenten, die in vitro die Bedingungen des Blutstroms simulieren, wurde mithilfe von 

chimären Proteinen gezeigt, dass diese Positionierung von L-Selektin auf Leukozyten essentiell 

für die Bindung an endotheliale Liganden ist [75, 76]. 

1.1.3 Liganden der Selektine und Inhibitoren der Selektin–Ligand-Bindung 

PSGL-1 stellt vermutlich den physiologisch hauptsächlich genutzten Liganden dar und gilt damit 

als Hauptligand aller drei Selektine. PSGL-1 ist ein homodimeres, transmembranäres 

Glykoprotein (Abb. 6), wurde zuerst als Ligand von P-Selektin beschrieben [3, 77, 78] und erst 

später auch als Ligand von L-Selektin [79] und E-Selektin [54, 80] charakterisiert. Das N-

terminale Bindungsepitop von PSGL-1 enthält ein sLex-Motiv, das von einem O-Glykan 

präsentiert wird [81] und benachbarte sulfatierte Tyrosinen auf dem Proteinrückgrat [82-84]. 

Für Untersuchungen der Bindung und für die gezielte Beeinflussung der Interaktion, wurden 

artifizielle Selektinliganden entwickelt. Sie umfassen Antikörper, dendritische Polyglycerol-

sulfate, Substanzen aus der Gruppe der small molecules und spezifische DNA-Aptamere. Diese 

artifiziellen Liganden können als Kompetitor dazu verwendet werden, die Bindung der Selektine 
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an ihre natürlichen Liganden zu modulieren oder zu inhibieren und damit die Einwanderung von 

Leukozyten in entzündetes Gewebe zu verhindern. Dies stellt eine therapeutische Strategie bei 

verschiedenen Krankheitsmodellen dar (1.1.4). 

Zu den L-Selektin-spezifischen Antikörpern zählen DREG55, DREG56 und DREG200. Diese 

monoklonalen Antikörper, die direkt in die Lektindomäne binden und weitere Interaktionen mit 

anderen Liganden blockieren, werden deshalb auch als blockierende Antikörper bezeichnet [85]. 

 

Abb. 6: Aufbau des Selektinliganden PSGL-1. PSGL-1 ist ein Transmembranprotein, welches als Homodimer 
auftritt. Es enthält mehrere Mucin-ähnliche Domänen, die hoch O-glykosyliert sind. In der N-terminalen 
Bindungsdomäne befinden sich das sLe

x
-Motiv und sulfatierte Tyrosinreste (Kasten). 

Zu den bekanntesten Vertretern der small molecules gehören Efomycin M und Bimosiamose. 

Efomycin M [86] ist ein sLex-Strukturmimetikum, welches zur Inhibition der Leukozyten-

Extravasation eingesetzt wurde. Aufgereinigt wurde die Substanz aus Fermentationsmaterial 

von Streptomyces BS1261. Efomycin M besitzt eine zentrale Ringstruktur mit zwei Seitenketten, 

die für die Bindung an Selektine wichtig sind. Die für die Bindung an die Selektine relevanten 

Gruppen weisen dabei eine ähnliche Struktur wie das sLex auf. In in vitro- und in vivo-

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Efomycin M in der Lage ist, das Rollen von 

Leukozyten zu inhibieren [86, 87]. Bimosiamose, das auch zu der Klasse der sLex-Mimetika zählt 

und somit die Selektin–Ligand-Interaktion inhibiert [88, 89], wird zurzeit in verschiedenen 

klinischen Untersuchungen [90-92] getestet (1.1.4). GM-1070 ist ein weiterer pan-Selektin-
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Antagonist aus der Gruppe der small molecules, welcher in in vitro- und in vivo-Untersuchungen 

die Leukozyten–Endothel-Interaktion erfolgreich inhibiert. Ein zusätzliches Anwendungsgebiet 

könnnte der Einsatz bei der Sichelzellanämie sein [93]. 

Die dendritischen Polyglycerolsulfate (dPGS) sind hingegen polymere Makromoleküle. Sie leiten 

sich von den dendritischen Polyglycerolen (dPG) ab [94-96], nach Sulfatierung der Hydroxyl-

gruppen erhält man das dPGS (Abb. 7). Urspründlich synthetisiert als ein Heparin-Analogon, 

zeigte dPGS nur eine geringe Wirkung auf die Gerinnung, wurde jedoch als ein potenter 

Inhibitor des Komplementsystems identifiziert [97]. 

 

Abb. 7: Schematische Darstellung eines dendri-
tischen Polyglycerolsulfats. In rot ist die hohe 
Funktionalisierung mit Sulfatgruppen und dem 
Gegenion Natrium dargestellt und schwarz zeigt 
das Polyglycerolgerüst (core). 

Wie oben beschrieben ist die Bindung von L- und P-Selektin an ihre natürlichen Liganden auch 

von der Sulfatierung des Liganden abhängig. Diese Abhängigkeit widerspiegelnd erwiesen die 

Polyglycerolsulfate sich als ein sehr effektiver Inhibitor der Bindung dieser beiden Selektine an 

den künstlichen Liganden sTyr/sLex-PAA [98]. In Inhibitionsstudien zeigten sowohl Polyglycerole, 

die mit sulfatierten Galaktosen funktionalisiert wurden, als auch zuckerfreie dPGS-Derivate IC50-

Werte im nM Bereich. In einem Entzündungsmodell der Maus konnte weiterhin gezeigt werden, 

dass dPGS die Auswanderung der Leukozyten signifikant reduziert und die Komplement-

aktivierung deutlich hemmt [99]. 

Mittels der systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX)-Technologie 

konnte ein Oligonukleotid bestehend aus 40 Basen charakterisiert werden, welches spezifisch 

an L-Selektin bindet, allerdings nicht an P- oder E-Selektin [100]. Dieses DNA-Aptamer (Abb. 8) 

zeigt Bindungsaffinitäten im niedrigen nanomolaren Bereich und bindet L-Selektin sowohl unter 
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statischen als auch unter Flussbedingungen [101, 102]. Ein P-Selektin bindendes Aptamer wurde 

beschrieben, welches die Bindung aktivierter Thrombozyten an Neutrophilen blockiert [103]. 

 

Abb. 8: Hypothetische Struktur des L-Selektin-Aptamers 
(nach Quickfold, M. Zucker). Die mögliche Struktur des L-
Selektin-Aptamers weist drei Regionen ohne Basen-
paarung auf, wobei zwei der Regionen über eine 
Stammregion, in der die dritte Region liegt, miteinander 
verbunden sind. 

1.1.4 Modulation der Selektin–Ligand-Interaktion 

Die Modulation der Adhäsionskaskade spielt in der Medizin eine wichtige Rolle. Zwar ist die 

Einwanderung von Leukozyten in entzündetes Gewebe, wie z.B. bei einer Pneumonie, ein 

gewünschter Prozess, allerdings kommt es bei chronisch-entzündlichen Krankheiten zu einem 

unregulierten Austritt von Leukozyten in das entsprechende Gewebe. Dies ist z.B. bei chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen (CED), Ischämie-Reperfusionsschäden, Multipler Sklerose, 

Psoriasis und verschiedenen Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis der Fall. Um 

bei einer Therapie die unkontrollierte Extravasation der Leukozyten zu verhindern, stellen die 

Selektine einen guten Ansatzpunkt dar, da sie den initialen Schritt der Adhäsionskaskade 

vermitteln (1.1.1). 

So konnte der monoklonale Antikörper PB1.3 als P-Selektin-Inhibitor identifiziert und in 

präklinischen Studien erfolgversprechend eingesetzt werden [104]. Auch der DREG200 

Antikörper, der L-Selektin adressiert, wurde in präklinischen Untersuchungen mit Erfolg als 

Inhibitor verwendet [105]. 

Obwohl die Bindungsaffinitäten der small molecule-Inhibitoren Efomycin M und Bimosiamose 

nicht sehr hoch sind, sind diese beiden sLex-Mimetika von großem therapeutischen Interesse. 

Vor allem Bimosiamose erscheint als anti-inflammatorisches Medikament geeignet, da die 

präklinischen Daten bei seinem Einsatz gegen Asthma, Ischämie-Reperfusionsschäden und 

Psoriasis sehr erfolgsversprechend sind [90]. Derzeit befindet sich Bimosiamose in der klinischen 

Untersuchung der Phase II mit den Indikationen Asthma und Psoriasis [92]. Laut der Firma 

Revotar ist die Phase IIa für das Bimosiamose gegenüber Asthma und COPD erfolgreich 
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abgeschlossen. Gegen acute lung injury (ALI) wurde die Phase I-Studie mittlerweise 

abgeschlossen. 

Da die Selektin–Ligand-Interaktion unter anderem durch Kohlenhydratstrukturen (sLex) 

vermittelt wird, ist es möglich diese Interaktion durch Änderungen der Glykane zu modulieren. 

Das biochemical glycoengineering bietet dafür eine gute Möglichkeit. Dabei werden nicht-

natürliche Monosaccharidbausteine bei der Zellkultivierung dem Zellkulturmedium zugesetzt 

(Supplementierung), die internalisiert und über die natürlichen Glykosylierungswege in die 

Glykanstruktur von Glykokonjugaten (Glykoproteine, -lipide) einbaut werden [106]. Bei den 

nicht-natürlichen Monosacchariden handelt es sich in der Regel um Derivate des N-

Acetylmannosamins (ManNAc), der N-Acetylneuraminsäure (Neu5Ac), des N-Acetylglucosamins 

(GlcNAc), des N-Acetylgalaktosamins (GalNAc) und der Fucose (Fuc) [107-109]. Die Änderung 

der Glykanstruktur von Glykoproteinen hat vielfältige Auswirkungen: So konnte die Proliferation 

von neuronalen Zellen angeregt werden [110], die Proliferation, die IL-2 Ausschüttung und die 

Expression des IL-2- und Transferrin-Rezeptors bei T-Lymphozyten angeregt bzw. verstärkt 

werden [111] und das kontakt-abhängige Zellwachstum von Fibroblasten moduliert werden 

[112]. Es wurden auch bereits Untersuchungen zur Modulation der Selektin–Ligand-Interaktion 

mittels modifizierter L-Selektine durchgeführt. Dazu wurde L-Selektin in Gegenwart von 

Mannosamin-Vorläuferderivaten exprimiert. In Bindungsstudien wurde gezeigt, dass ein durch 

ManNAc-Supplementierung modifiziertes L-Selektin produziert wird, das schlechter an den 

künstlichen Minimalliganden sTyr/sLex-PAA bindet, als das nicht-modifizierte L-Selektin [113]. 

Weiterhin zeigte die ManNAc-bzw. ManNProp-Supplementierung von HL-60 Zellen, die endogen 

PSGL-1 exprimieren, dass diese Behandlung zu einer verbesserten Adhäsion der Zellen an P- und 

E-Selektin unter statischen Bedingungen führte [114]. Dabei änderte sich die Expression des 

PSGL-1 gegenüber Kontrollzellen nicht, allerdings beobachtete man eine starke Erhöhung des 

sLex-Motivs auf dem PSGL-1. Dies führte zu der Annahme, dass die Supplementierung zu einer 

Stimulation der Biosynthese des sLex-Motivs führt. 
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1.2 Zielsetzung 

Bei chronisch-entzündlichen Erkrankungen kommt es zu einem permanenten Austritt von 

Leukozyten in das Zielgewebe, wodurch eine pathologische Entzündungsreaktion verstärkt wird. 

Im Rahmen solcher Erkrankungen ist es therapeutisch sinnvoll, regulierend in diese Leukozyten-

auswanderung einzugreifen. Einen möglichen Ansatzpunkt stellt der initiale Kontakt der 

Leukozyten mit dem Endothel und damit die Interaktion der Selektine mit ihren Liganden dar. 

Daher war das Ziel dieser Arbeit, Methoden zu entwickeln und zu untersuchen, um die L-

Selektin–Ligand-Interaktion zu modulieren. 

Dabei sollten zwei unterschiedliche Ansätze verfolgt werden. Erstens sollte untersucht werden, 

die L-Selektin-vermittelte Bindung von L-Selektin-exprimierenden Zellen an den natürlichen 

Liganden PSGL-1 mittels synthetischer Inhibitoren zu hemmen. Da aus der Literatur bekannt ist, 

dass die multimere Präsentation von L-Selektinliganden von entscheidender Bedeutung für die 

Bindung an L-Selektin ist, sollten Inhibitoren untersucht werden, die das L-Selektin-Bindungs-

epitop in unterschiedlicher Valenz tragen: 

 verschiedene dendritische Polyglycerolsulfate, die sich in der Größe des Polyglycerol-

gerüstes und damit in der Anzahl der für die Bindung wichtigen funktionalisierten 

Sulfatreste unterscheiden; diese Substanzen stellen alle multivalente Vertreter dar. 

 ein L-Selektin-DNA-Aptamer, das zum einen als Monomer zum anderen als eine dimerer 

Variante eingesetzt werden sollte; bei der dimeren Form sind die zwei Aptamere über 

einen einzelsträngigen Linker miteinander verküpft. 

Zweitens sollte untersucht werden, ob mittels biochemical glycoengineering die Interaktion 

zwischen L- bzw. P-Selektin und dem natürlichen Liganden PSGL-1 verändert werden kann. Zur 

Modifikation der Glykanstrukturen sollten die peracetylierten Monosaccharid-Analoga N-

Acetylmannosamin (peracMNAc), N-Propanoylmannosamin (peracMNProp) und N-Cyclopropyl-

carbonylmannosamin (peracMNCycloProp) als Substratanaloga (Abb. 20) eingesetzt werden. 

Diese drei Derivate unterscheiden sich in der Anzahl der C-Atome in ihrer Seitenkette. Das 

peracMNAc entspricht dem natürlichen MNAc, mit dem Unterschied der Peracetylierung, 

peracMNProp und peracMNCycloProp stellen Derivate dar, die drei bzw. vier C-Atome in ihrer 

Seitenkette tragen. Die Peracetylierung dient einer verbesserten zellulären Aufnahme [115]. Es 
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sollten zum einen L-Selektin-exprimierende Zellen mit diesen Analoga supplementiert werden, 

um den Einfluss der L-Selektin-Glykane auf die Interaktion mit PSGL-1 zu untersuchen. 

Außerdem sollten PSGL-1-exprimierende Zellen mit diesen Analoga supplementiert werden, um 

zu untersuchen, ob hierdurch das sLex-Motiv von PSGL-1 und damit die L-Selektin–PSGL-1-

Interaktion verändert werden kann. 

Da die Selektin-Ligandbindung unter physiologischen Bedingungen unter Fluss stattfindet, 

musste für die Bindungsstudien ein Flusskammer (FC)-Assay etabliert werden, der die 

Leukozyten–Ligand-Interaktion unter definierten Flussbedingungen simuliert. Dabei musste die 

Spezifität der Bindung zwischen den Zellen und den entsprechenden Liganden und 

unterschiedliche Ligandendichten beachtet werden. 
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2 Material und Methoden 

Alle Reaktionen erfolgten bei Raumtemperatur. Abweichende Reaktionsbedingungen sind 

angegeben. Sämtliche in der Arbeit erhobenen Mittelwerte repräsentieren das arithmetische 

Mittel aller Messwerte. 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Lösungen 

Sämtliche Chemikalien wurden in pro analysis-Qualität von den Firmen Merck Millipore, Sigma-

Aldrich bzw. Roth bezogen. Alle verwendeten Lösungen und Puffer wurden mit ELIX-Wasser 

hergestellt. Dieses Wasser wird in einer ELIX-Wasseraufbearbeitungsanlage (Merck Millipore) 

produziert und hat einen Reinheitsgrad von Typ 2 bidestilliertem Wasser. Für die 

molekularbiologischen Arbeiten wurde zusätzlich MilliQ-Wasser (tridest. Wasser) verwendet. 

Dies wurde in einer MilliQ biocell A-10–Anlage (Merck Millipore) produziert. 

Die für die Zellkulturarbeiten verwendeten sterilen Lösungen und Chemikalien wurden von den 

Firmen PAA Laboratories und Biochrom AG bezogen. 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Die Verbrauchsmaterialien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Sarstedt AG 

& Co, Eppendorf AG und Becton Dickinson GmbH bezogen. 

Sterile Plastikwaren für die Zellkultur wurden ausschließlich von Becton Dickinson und ibidi 

bezogen. 

2.1.3 DNA-Aptamere 

Das monomere L-Selektin-spezifische DNA-Aptamer sowie das dimere Aptamer wurden von der 

Firma Metabion synthetisiert (Konzentration: 0.1 mmol/l in Reinstwasser). Weiterhin wurden 

Aptamer-Varianten (Monomer und Dimer) verwendeten, welche am 5'-Ende mit Biotin 

gekoppelt waren (Metabion). 
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Sequenz des monomeren Aptamers:  5'-GCCAGTACAAGGTGCTAAACGTAATGGC-3' 

Sequenz des Dimers:    5'-GCCAGTACAAGGTGCTAAACGTAATGGC AA 

AAAAAAAGCCAGTACAAGGTGCTAAACGTAAT

GGC-3' 

2.1.4 Dendritische Polyglycerolsulfate 

Die dendritischen Polyglycerolsulfate wurden von Dr. Marie Weinhart und Dominic Gröger aus 

der Arbeitsgruppe von Prof. Haag (Institut für Chemie und Biochemie, Freie Universität Berlin) 

synthetisiert und bereitgestellt. 

2.1.5 Mannosamin-Vorläuferderivate 

Das peracMNAc wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Reutter (Institut für Biochemie und 

Molekularbiologie, Charité – Universitätsmedizin Berlin) bereitgestellt. Das peracMNProp und 

peracMNCycloProp wurden selbst synthetisiert (2.3). 

2.1.6 Zelllinien 

Die benutzten Zelllinien stammen von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH (DSMZ) bzw. der American Type Culture Collection (ATCC). 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 DNA-Polyacrylamidgelelektrophorese 

5 × TBE-Puffer: 54 g/l Tris, 27.5 g/l Borsäure, 3.7 g/l EDTA-Dinatrium-

Dihydrat, pH 8.0 

Ethidiumbromidstammlösung: 10 mg/ml in Wasser 

6 × DNA-Ladepuffer: 300 ml/l Glycerol, 1 mg/l Xylene cyanol, 1 mg/l 

Bromphenolblau 

Zur Visualisierung der DNA-Aptamere wurden 5 µl einer 1:2 verdünnten Aptamerlösung mit 1 µl 

6 × DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein 12%iges Polyacrylamidgel (2 ml 30 %iges 

Polyacrylamid, 1 ml 5 × TBE-Puffer, 1.97 ml H2O, 35 µl APS, 2 µl TEMED) aufgetragen. Die 
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Elektrophorese wurde bei 50 V durchgeführt. Das Gel wurde in Ethidiumbromid gefärbt und 

anschließend unter UV-Licht fotografiert. 

Material  Geräte 

GeneRuler Ultra Low DNA Ladder; Fermentas  Elektrophoresesystem MGV-202; CBS  

  Netzgerät Power Pack 300; Bio-Rad  
 

 Gel-Dokumentation digit-store UNO; IVTAS 

2.3 Chemische Methoden 

2.3.1 Synthese der peracetylierten Mannosamin-Vorläuferderivate 

a) Darstellung und Peracetylierung von N-Propanoyl-Mannosamin (MNProp) 

10 g Mannosaminhydrochlorid wurden in 140 ml Methanol bei 0 °C resuspendiert und über 

einen Tropftrichter 102 ml frisch hergestelltes Natriummethylat (1.26 mg elementares Natrium 

zu 110 ml Methanol) zugetropft. Anschließend wurden 7.14 ml Propionsäureanhydrid 

portionsweise bei 0 °C zugegeben und die Lösung für 2 h bei 0 °C unter Rühren inkubiert. In Abb. 

9 ist der Reaktionsmechanismus dargestellt. 

 

Abb. 9: Reaktionsmechanismus zur Darstellung von N-Propanoyl-Mannosamin. Die sehr starke Base 
Natriummethylat kann durch eine Säure-Base-Reaktion das Amin am Mannosamin-Hydrochlorid freisetzen. Durch 
eine nucleophile Substitutionsreaktion (SN) des Amins am Carboxyl-Kohlenstoff des Propionsäureanhydrids wird das 
N-Propanoyl-Mannosamin gebildet. 

Als Reaktionskontrolle wurde eine Dünnschichtchromatographie (DC) in Essigsäure-

ethylester / Methanol (Verhältnis 5:2) durchgeführt (als Kontrolle diente das Edukt) und das 

Reaktionsgemisch anschließend im Rotationsverdampfer eingeengt. Zur Reinigung wurde das 

Reaktionsgemisch in wenig Methanol und Wasser gelöst und mittels Säulenchromatographie 

gereinigt. Als Säulenmaterial wurden 300 g Kieselgel verwendet und als Laufmittel diente 

Essigsäureethylester / Methanol im Verhältnis 5:2. Es wurden 50 ml-Fraktionen aufgefangen 
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und diese mittels DC auf das Vorhandensein von N-Propanoyl-Mannosamin (MNProp) 

untersucht. 

Für die Peracetylierung wurden 5 g ManNProp in 50 ml Pyridin resuspendiert und portionsweise 

mit 16 ml Essigsäureanhydrid vermischt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC. Als 

Laufmittel wurde Hexan / Essigsäureethylester im Verhältnis 1:4 verwendet. Anschließend 

wurde das Reaktionsgemisch mehrfach mit Toluol im Rotationsverdampfer eingeengt, bis das 

Pyridin möglichst vollständig abgezogen war. Zur weiteren Reinigung erfolgte eine 

Säulenchromatographie. Als Laufmittel wurde Hexan / Essigsäureethylester im Verhältnis 1:4 

verwendet und die einzelnen Fraktionen (50 ml) wurden mittels DC analysiert. In Abb. 10 ist der 

Reaktionsmechanismus exemplarisch dargestellt. 

 

Abb. 10: Reaktionsmechanismus der Peracetylierung von ManNProp (peracMNProp). Die -OH-Gruppen des 
Mannosamin-Derivats reagieren mit überschüssigem Essigsäureanhydrid, unter Abspaltung von Essigsäure, in einer 
Acetylierungsreaktion zum peracetyliertem Mannosamin-Derivat. 

b) Darstellung und Peracetylierung von N-Cyclopropylcarbonyl-Mannosamin 

(MNCycloProp) 

21.5 g Mannosaminhydrochlorid wurden in einem ausgeheizten Kolben nacheinander mit 35 ml 

Triethanolamin und 11 g Cyclopropancarbonsäurechlorid in 550 ml trockenem Methanol gelöst. 

Nach erfolgter Reaktion wurden sowohl die flüchtigen Bestandteile als auch das Lösungsmittel 

im Vakuum entfernt. Der erhaltene Rückstand wurde in Dichlormethan / Methanol (Verhältnis 
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9:1) aufgeschlämmt und filtriert. Das Filtrat wurde eingeengt und der Rückstand aus Methanol 

umkristallisiert. Der Reaktionsmechanismus ist in Abb. 11 schematisch dargestellt. 

 

Abb. 11: Reaktionsmechanismus zur Darstellung von MNCycloProp. Hierbei handelt es sich um eine nucleophile 
Substitutionsreaktion (SN), bei der der Stickstoff des Mannosamin-Hydrochlorids den Carboxyl-Kohlenstoff des 
Cyclopropancarbonsäurechlorids angreift und eine Bindung ausbildet. Gleichzeitig wird das Chlorid entfernt und es 
ensteht das N-Cyclopropylcarbonyl-Mannosamin. 

Für die Peracetylierung wurden 11.34 g MNCycloProp in einem ausgeheizten Kolben 

nacheinander bei 0 °C mit 26.2 ml Essigsäureanhydrid und 64 ml Triethylamin in 200 ml 

trockenem Pyridin gelöst. Das Gemisch wurde über Nacht auf Raumtemperatur gebracht und 

anschließend auf Eiswasser gegossen und 3 × mit 100 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten 

etherischen Phasen wurden 2 × mit 25 ml einer gesättigten Kupfer(II)sulfatlösung und 

anschließend mit 25 ml Wasser gewaschen. Das Produkt wurde mit MgSO4 getrocknet und 

danach aus Methanol / Diethylether umkristallisiert. 

2.4 Proteinbiochemische Methoden 

2.4.1 Immunodetektion 

Blocklösung:   2 g/l BSA in PBS+/+ 

TBST:    20 mM Tris / HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 ml/l Tween 20 

Detektionsreagenz:  Enhanced chemiluminescence-Westernblot-Detektionsreagenz 
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Zur Detektion des immobilisierten Liganden PSGL-1 in der Flusskammer (FC) wurde die Kammer 

für 30 min mit Blocklösung und anschließend 1 h mit dem Primärantikörper in TBST inkubiert. 

Dreimaliges kurzes Spülen der Kammer mit TBST entfernte nicht-gebundene Antikörper. Es 

folgte eine 30-minütige Inkubation mit dem Sekundärantikörper und erneutes dreimaliges 

Spülen. Zuletzt wurden 0.1 ml der beiden Enhanced chemiluminescence-Reagenzien (ECL) 

vermischt und 2 min in der Kammer inkubiert. Anschließend wurde die Lösung entfernt und die 

Kammer im Dunkeln auf einen lichtempfindlichen Film gelegt und der Film abschließend 

entwickelt. Das Prinzip der Detektion beruht darauf, dass Luminol (im ECL) durch das Enzym HRP 

(am Sekundärantikörper gekoppelt) gespalten wird, wodurch Licht emitiert wird, welches als 

Schwärzung auf einem Röntgenfilm sichtbar wird. Die verwendeten Antikörper sind in Tab. 1 

dargestellt. 

Tab. 1: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper. 
1
HRP: horseradish peroxidase 

Antikörper Klon Typ Organismus Konzentration 

anti-PSGL-1 KPL-1 monoklonal Maus 0.05 mg/ml 

anti-Maus-IgG-HRP1 - polyklonal Ziege 1 mg/ml 

 

Material  Geräte 

ECL-Reagenz; GE Healthcare  Entwicklermaschine Optimax Typ TR; MS Laborgeräte 

2.4.2 Colorimetrischer Festphasenassay 

Immobilisierungspuffer: 50 mM Natriumcarbonat, pH 9.65 

Blockierlösung:  2 g/l BSA in PBS+/+ 

Waschpuffer:   0.5 ml/l Tween 20 in HBSS Puffer 

Stopplösung:   2 M Schwefelsäure 

Färbereagenz:   40 mM Citratsäure-Monohydrat, pH 3.95, 0.02 % (v/v) 3,3',5,5'-

Tetramethylbenzidin, 0.01 % (v/v) Wasserstoffperoxid (frisch 

hergestellt) 

Dieser Assay dient zur Bestimmung der Funktionalität der zwei verschiedenen Aptamer-

Varianten (Monomer und Dimer). 

Der Assay wurde in Mikrotiterplatten durchgeführt, wobei jedes well mit 100 µl L-Selektin/Fc 

(10 µg/ml) für 2 h beschichtet wurde. Zur Entfernung ungebundenen Liganden wurde die Platte 
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3 × mit Wachpuffer gewaschen (200 µl pro well) und zur Blockierung unspezifischer Bindungs-

stellen für 30 min mit Blockierlösung inkubiert (pro well 200 µl). Anschließend wurde die Platte 

erneut gewaschen (3 ×) und mit den verschiedenen biotinylierten Aptamer-Varianten (1 µM) 

inkubiert (1 h). Abschließend wurde die Platte erneut gewaschen (3 ×), mit ExtrAvidin-

Peroxidase für 30 min inkubiert (15 ng pro well), gewaschen (3 ×) und mit dem 100 µl 

Färbereagenz pro well versetzt. Das in dem Färbereagenz enthaltene Tetramethylbenzidin wird 

durch die Peroxidase gespalten, wodurch es zur Entwicklung eines blauen Farbstoffes kommt. 

Dabei ist zu beachten, dass die Zugabe der Färbelösung in die einzelnen wells in definierten 

Zeitabständen erfolgte. Die Entwicklung erfolgte nach Sicht und wurde durch Zugabe der 

Stopplösung beendet. Diese Zugabe erfolgte in den gleichen Zeitabständen. Das Auslesen 

erfolgte am Mikroplattenphotometer bei 450–490 nm. 

Alle Inkubationsschritte wurden unter leichtem Schütteln durchgeführt. Als Positivkontrolle 

diente der DREG55-Biotin Antikörper, welcher spezifisch an L-Selektin bindet, als Leerwert 

dienten Ansätze, die statt mit dem Aptamer nur mit Waschpuffer inkubiert wurden. 

Material  Geräte 

hL-Selektin / Fc Chimäre (laborintern)  Mikroplattenschüttler Vibramax 100; Heidolph 

ExtrAvidin-Peroxidase; Sigma  Mikroplatten-Photometer Spectra MAX 340PC; 
Molecular Devices 

MaxiSorp U16 Module; Thermo Scientific 
  

2.4.3 Bestimmung der Sialinsäuren mittels Resorcinassay 

10 × Resorcinlösung:  60 g/l Resorcin 

10 × Kupfersulfatlösung: 2.5 mM Kupfersulfat 

Salzsäure:   280 ml/l HCl 

PBS+/+: 0.2 g/l Kaliumchlorid, 0.2 g/l Kaliumdihydrogenphosphat, 8 g/l 

Natriumchlorid, 1.15 g/l di-Natriumhydrogenphosphat (wasser-

frei), 0.132 g/l Calciumclorid-Dihydrat, 0.1 g/l Magnesiumchlorid-

Dihydrat 

Färbereagenz:   100 ml/l 10 × Resorcin, 100 ml/l 10 × Kupfersulfat, 600 ml/l HCl 

(frisch hergestellt) 
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Dieser Assay dient der quantitativen Bestimmung von Sialinsäuren. Je nach Reaktions-

bedingungen kann zwischen dem zellulären Gesamtgehalt und der im Glykokonjugat 

gebundenen Sialinsäuren unterschieden werden [116]. 

Um den Gesamtgehalt an Sialinsäuren von Zellen zu bestimmen, wurden 5 × 106 Zellen 

zentrifugiert (5 min, 140 × g), mit PBS+/+ gewaschen, rezentrifugiert und in 60 µl PBS+/+ 

aufgenommen. Die Zellsuspension wurde mit 15 µl 6 mM Periodsäure gemischt, für 20 min auf 

Eis inkubiert, mit 150 µl des Färbereagenz versetzt und für 15 min bei 99 °C inkubiert. Die 

Suspension wurde auf Eis abgekühlt, mit tert-Butanol vermischt und zentrifugiert (5 min, 

20 800 × g). Vom Überstand wurden 200 µl in eine Mikrotiterplatte überführt, bei 620 nm im 

Mikroplattenphotometer vermessen und die Sialinsäurekonzentration anhand von 

mitgemessenen Sialinsäurestandards ermittelt. Der Leerwert, der keine Zellen enthielt, wurde 

als Negativkontrolle von den erhaltenen Werten abgezogen. 

Um den Gehalt gebundener Sialinsäure in Glykokonjugaten zu ermitteln, wurde der 

Inkubationschritt mit der Periodsäure bei 37 °C für 90 min durchgeführt. Unter diesen 

Bedingungen wird das Signal der freien Sialinsäuren unterdrückt (gequencht). Ansonsten 

erfolgten sämtliche Schritte wie oben beschrieben. 

Material  Geräte 

MaxiSorp U16 Module; Thermo Scientific 
 Mikroplatten-Photometer Spectra MAX 340PC; 

Molecular Devices 

2.5 Zellbiologische Methoden 

2.5.1 Zellkultur 

Die verwendeten Zelllinien wurden in einem Begasungsbrutschrank bei 5 % CO2 und 37 °C 

kultiviert. Das Passagieren der Zellen erfolgte 3 × in der Woche. 

 Jurkat T-Zellen 

Kulturmedium: RPMI 1640 mit L-Glutamin, 10 ml/l Penicillin / Streptomycin, 

100 ml/l fetal calf serum 

Die Jurkat T-Zellen (cell type: human T cell leukemia) wurden zum Passagieren 

abzentrifugiert (5 min, 140 × g) und in frischem Kulturmedium aufgenommen. 
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Anschließend wurden die Zellen in einer Neubauer Zählkammer gezählt und in einer 

neuen Zellkulturflasche mit einer Zelldichte von 1 × 106 Zellen/ml neu ausgesät. 

 K562 LLL-Zellen und Nalm6 LLL-Zellen 

Kulturmedium: RPMI 1640 mit L-Glutamin, 10 ml/l Penicillin / Streptomycin, 

0.5 mg/ml G418, 100 ml/l fetal calf serum 

Die K562 LLL-Zellen sind K562-Zellen (cell type: human chronic myeloid leukemia in blast 

crisis), die zusätzlich stabil L-Selektin exprimieren. Dies gilt entsprechend für die Nalm6 

LLL-Zellen, welche von Nalm6-Zellen (cell type: human B cell precursor leukemia) 

abstammen. Beide transfizierten Zelllinien wurden laborintern generiert; die K562 LLL-

Zelllinie stammt von Dr. K. Buscher und die entsprechenden Nalm6-Linie von Dr. C. 

Fieger. Zur Selektion wurde dem Kulturmedium G418 zugesetzt, um die Expression von 

L-Selektin aufrechtzuerhalten. Die Kultivierung erfolgte analog zu den Jurkat T-Zellen. 

Material  Geräte 

RPMI 1640 mit L-Glutamin; PAA  Zentrifuge Megafuge 2.0 R; Thermo Scientific 

Fetal calf serum; Biochrom  Mikroskop TELAVAL 31; Zeiss 

Penicillin / Streptomycin; PAA  Brutschrank Innova CO-170; Eppendorf 

G418; Biochrom  Werkbank Herasafe HS12; Thermo Scientific 

2.5.2 Biochemical glycoengineering 

Für das biochemical glycoengineering wurden die zu behandelnden Zellen mit 0.5 mM eines 

Mannosamin-Vorläufers [117] im entsprechenden Zellkulturmedium versetzt und 65 72 h bei 

37 °C inkubiert. Höhere Konzentrationen wirken toxisch auf die Zellen und geringere 

Konzentrationen weisen schlechtere Einbauraten der modifizierten Neuraminsäuren auf. 

Aufgrund der schlechten Wasserlöslichkeit der peracetylierten Mannosamin-Vorläufer wurden 

diese zu 100 % in Dimethylsulfoxid gelöst. 

Material  Geräte 

RPMI 1640 mit L-Glutamin; PAA  Mikroskop TELAVAL 31; Zeiss 

peracMNAc;  Brutschrank Innova CO-170; Eppendorf 

peracMNProp;   

peracMNCycloProp;   

Dimethylsulfoxid; VWR   
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2.5.3 Durchflusscytometrische Analysen 

Block- und Waschlösung:  50 ml/l fetal calf serum in PBS+/+ 

Für die Analysen wurden 1 × 106 Zellen abzentrifugiert (5 min, 140 × g, 4 °C), zweimal mit 

Blocklösung zur Vermeidung unspezifischer Proteinwechselwirkungen gewaschen und 

anschließend für 30 min auf Eis mit 200 µl einer entsprechenden Antikörperlösung (Tab. 2) 

inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal gewaschen (zum Entfernen nicht 

gebundener Antikörper) und zur Messung in 800 µl Blockierlösung aufgenommen. Zur Analyse 

am Durchflusscytometer wurden immer 10.000 events (Ereignisse) bei einer Wellenlänge von 

575 nm gezählt. Als Negativkontrolle fungierten Zellen, die mit der entsprechenden 

Isotypkontrolle angefärbt wurden. 

Tab. 2: Zur Durchflusscytometrie verwendete Antikörper. Alle Antikörper sind PE markiert. 

Antikörper Klon Typ Organismus Konzentration Verdünnung Fluorophor 

anti-CD162 KPL1 monoklonal Maus 0.5 mg/ml 1:10 PE 

anti-CD62L DREG56 monoklonal Maus 0.5 mg/ml 1:10 PE 

anti-IgG1, kappa MOPC-21 monoklonal Maus 0.5 mg/ml 1:10 PE 

 

Material  Geräte 

Polystyren Reagenzglas mit Rundboden 

12 × 75 mm; Becton Dickinson 

verwendete Antikörper; Becton Dickinson 

 Durchflusscytometer Coulter Epics X; Beckman 

Coulter 

Zentrifuge Megafuge 2.0 R; Thermo Scientific 

2.5.4 Flusskammer-Assay 

Blocklösung:   2 g/l BSA in PBS+/+ 

Wasch- und Laufpuffer: HBSS-Puffer 

Die Flusskammer (FC; Abb. 12) wurde zur Beschichtung 2 h mit 30 µl Ligandlösung (30 µg/ml 

PSGL-1/Fc oder 20 µg/ml P-Selektin/Fc in PBS) inkubiert. Anschließend erfolgte die Absättigung 

unspezifischer Proteinbindungsstellen in der Kammer durch die Blocklösung. Dazu wurden die 

beiden Reservoire mit 60 µl der Blocklösung befüllt und anschließend die FC bei paralleler 

Zugabe und Entnahme mit 200 µl der Blocklösung gespült. Dieser Vorgang wurde wiederholt 

und die FC danach für 30 min inkubiert. Abschließend musste ein Trockenlaufen der FC sowie 

Luftblasen in der FC unbedingt vermieden werden. 
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Abb. 12: Schematischer Aufbau der 
verwendeten Flusskammer (FC). Das Befüllen 
des Kanals erfolgt über die Reservoire der FC. 
Zuerst wurde die Kammer mit 30 µl 
gereinigtem Liganden beschichtet, 
anschließend erfolgt die Blockierung mit BSA 
bei gleichzeitiger Zugabe und Entnahme der 
Flüssigkeit. 

Die FC wurde im Lichtkanal eines inversen Mikroskopes plaziert, mit PBS+/+ gespülten 

Schläuchen an eine Pumpe angeschlossen (Abb. 13) und anschließend das gesamte System zur 

Äquilibrierung mit PBS+/+ gespült. 

Für die FC-Experimente wurden 3 × 106 Zellen zentrifugiert (5 min, 140 × g), in 3 ml 

vorgewärmtem HBSS Puffer (1 × 106 Zellen/ml) resuspendiert, in eine Spritze überführt, diese an 

die Pumpe angeschlossen und die Zellen bei einer definierten Flussrate (proportional zum shear 

stress) 2 min zur Systemäquilibrierung durch die FC gespült. Anschließend erfolgten Aufnahmen 

der rollenden Zellen für 1 min bei 10facher Vergrößerung mittels einer Digitalkamera. Die 

Dimensionen des Bildausschnitts betrugen 800 × 600 µm. Mit Hilfe des Programms MatLab 

konnten die aufgenommen Zellen hinsichtlich Durchflussdichte (Flux) und Geschwindigkeit 

(velocity) untersucht werden. Der Flux steht für die Anzahl der rollenden Zellen, die innerhalb 

eines bestimmten Zeitraums über eine willkürlich gesetzte Linie orthogonal zur Flussrichtung 

laufen, wobei man von "Rollen" erst spricht, wenn die Zelle ein gleichmäßiges Rollen über 

mindestens 1 s aufweist. Die velocity steht für die Durchschnittsgeschwindigkeit einer 

gleichmäßig rollenden Zelle. 

 

Abb. 13: Apparativer Aufbau 
der FC-Experimente. Die 
Zellen werden mit einer 
Pumpe durch die FC gespült. 
Mittels CCD-Kamera und 
Computer können dann von 
den rollenden Zellen Video-
aufnahmen gemacht werden. 
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Als Negativkontrolle dienten Ansätze, bei denen die Zellen mit blockierendem Antikörper (Tab. 

3) versetzt wurden. Dazu wurden Zellen in 300 µl HBSS Puffer aufgenommen, mit 10 µg/ml 

Antikörper inkubiert (10 min, 37 °C, 5 % CO2) und für die FC-Experimente in 3 ml HBSS Puffer 

resuspendiert. 

Die Inkubationen mit den dentritischen Polyglycerolsulfaten und den Aptameren erfolgten 

analog zu den Antikörperinkubationen. 

Tab. 3: In der FC verwendete blockierende Antikörper 

Antikörper Klon Typ Organismus Konzentration Verdünnung 

anti-CD162 KPL1 monoklonal Maus 0.5 mg/ml 1:50 

anti-CD62L DREG55 monoklonal Maus 1 mg/ml 1:100 

Material  Geräte 

Flusskammer µ-Slide VI unbeschichtet; ibidi  Inverses Mikroskop IM; Zeiss 

Einmalspritze (steril) 5 ml; Becton Dickinson  Spritzenpumpe KDS 101; KD Scientific 

hPSGL-1 / Fc Chimäre; R&D Systems  Digitalkamera AxioCam MRc; Zeiss 

hP-Selektin / Fc Chimäre; R&D Systems  Brutschrank Innova CO-170; Eppendorf 

HBSS Puffer; PAA  Zentrifuge Megafuge 2.0 R; Thermo Scientific 

MATLAB snake model tracking algorithm   
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3 Ergebnisse 

3.1 Etablierung des Flusskammer-Assays 

Die Flusskammer (FC) stellt eine gute Möglichkeit dar, das Rollen von leukozytären Zellen über 

aktivierten Endothelzellen oder gereinigten Liganden zu untersuchen. Im Rahmen der 

Etablierung der FC-Experimente wurde zum einen die Spezifität der Interaktion von L-Selektin-

exprimierenden Zellen (K562 LLL) mit dem natürlichen Liganden PSGL-1 [118] untersucht und 

zum anderen der Einfluss der Dichte des verwendeten Liganden auf der Oberfläche der FC auf 

das Rollen der Zellen bestimmt. 

Mittels Immunodetektion (2.4.1) wurde des immobilisierte Ligand PSGL-1 als auch seine 

Verteilung in Abhängigkeit der Konzentration innerhalb der FC analysiert (Abb. 14). 

 

Abb. 14: Immunodetektion von PSGL-1 in der FC. 
Dargestellt sind sechs Kammern mit der jeweiligen 
verwendeten PSGL-1-Konzentration (links) und den 
Detektionsantikörpern (rechts, Primärantikörper 
KPL1 gegen PSGL-1 und Sekundärantikörper αIgG-
HRP). 

 

Der immobilisierte Ligand PSGL-1 konnte erfolgreich konzentrationsabhängig in der FC 

nachgewiesen werden. Die Spezifität des Nachweises von PSGL-1 ist durch die Kontrollen nur 1. 

Antikörper (+ KPL1), nur 2. Antikörper (+ αIgG-HRP) und kein Antikörper (w/o Ak) gezeigt. Von 

besonderem Interesse ist der Nachweis der regelmäßigen Verteilung von PSGL-1 innerhalb der 

FC auch bei geringeren PSGL-1 Konzentrationen. 

Die Interaktion von L-Selektin mit PSGL-1 wurde in einem shear stress Bereich zwischen 

0.6 dynes/cm² und 2.3 dynes/cm² beschrieben [119]. Daher wurden sämtliche FC-Experimente 

bei einer konstanten Flussrate von 0.57 ml/min durchgeführt, was 1 dynes/cm² in der 
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verwendeten FC entspricht. Der shear stress ist eine Funktion aus Flussrate und Kammerbreite 

und bleibt daher in diesem Fall konstant (näheres siehe Anhang). 

Um den Einfluss der Ligandendichte auf das Rollverhalten zu untersuchen, wurden FCs mit 

unterschiedlichen Konzentrationen an PSGL-1 beschichtet, K562 LLL-Zellen durch die FC 

gepumpt und anschließend der Flux (Abb. 15) und die Geschwindigkeit der Zellen (Abb. 16) 

bestimmt.  

 

Abb. 15: Flux der K562 LLL-Zellen in Ab-
hängigkeit von der Ligandendichte. Vergleich 
des Flux der rollenden Zellen über unter-
schiedliche Konzentrationen des beschichteten 
Liganden PSGL-1. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM (arithmetisches Mittel aller 
Messwerte, 2.5.4) aus n = 4 unabhängigen 
Experimenten. *, p = 0.0284 (paired t test). 

Das Rollen der Zellen ist auf eine Interaktion zwischen dem zellulär exprimierten L-Selektin und 

dem Liganden PSGL-1 auf der Oberfläche der FC zurückzuführen, da der Flux 

konzentrationsabhängig ist. Bei Verwendung einer Ligandenkonzentration von 3 µg/ml erkennt 

man eine geringfügige Abnahme des Flux gegenüber einer Ligandenkonzentration von 30 µg/ml. 

Diese Abnahme wird deutlicher, je weiter man die für die Immobilisierung eingesetzte 

Ligandenkonzentration verringert. Lässt man die Zellen über 0.3 µg/ml PSGL-1 rollen, kommt es 

zu einer signifikanten Änderung im Flux gegenüber 30 µg/ml (p-Wert = 0.0284). Der Assay zeigt 

weiterhin, dass bei allen drei Konzentrationen stabile Messwerte generiert werden können und 

somit eine niedrigere Konzentration an Ligand ausreichend zur Durchführung wäre. 

Die Durchschittsgeschwindigkeit der rollenden Zellen in Abhängigkeit von der Ligandendichte 

(Abb. 16A) zeigt, dass es zwischen 30 µg/ml und 3 µg/ml PSGL-1 zu einer signifikanten Erhöhung 

der Rollgeschwindigkeit kommt (p-Wert < 0.0001), was den Erwartungen entspricht. Eine 

weitere Erniedrigung der PSGL-1-Konzentration auf 0.3 µg/ml führt zu einer noch deutlicheren 

Geschwindigkeitserhöhung. Die Darstellung des kumulativen Rollverhaltens (Abb. 16B) 

verdeutlicht, dass die Erniedrigung der PSGL-1-Konzentration zwar zu einer Geschwindigkeits-

erhöhung führt (Rechtsverschiebung der Kurven), aber die Verteilung zwischen langsameren 
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und schnelleren K562 LLL-Zellen nahezu unverändert bleibt (Steigung der Kurven). Die 

kumulative Darstellung ermöglicht weiterhin eine statistische Auswertung nach mean, median 

sowie maximaler und minimaler Geschwindigkeit. 

 
 Abb. 16: Bestimmung der Rollgeschwindigkeit der K562 LLL-Zellen in Abhängigkeit von der Ligandendichte. A, 

Vergleich der Durchschnittsgeschwindigkeit der rollenden Zellen bei Verwendung verschiedener Konzentrationen 
an beschichtetem PSGL-1. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 4 unabhängigen Experimenten. ***, 
p < 0.0001 (paired t test), x steht für die Anzahl der analysierten Zellen. B, Kumulatives Histogramm der Rollge-
schwindigkeit bei 1 dynes/cm² in Abhängigkeit von der Ligandendichte. 

Weiterhin wurde untersucht, ob das Rollen der Zellen auf die spezifische Interaktion von L-

Selektin mit dem Liganden PSGL-1 zurückzuführen ist. Dazu wurden die K562 LLL-Zellen mit dem 

blockierenden Antikörper DREG55 [85] inkubiert, der in der Bindungsdomäne von L-Selektin 

bindet, diese blockiert und somit eine Bindung von L-Selektin an einen entsprechenden 

Liganden verhindert (Abb. 17). 

 

Abb. 17: Blockierung der Interaktion zwischen L-Selektin-
exprimierenden Zellen und PSGL-1 mittels DREG55. Flux von 
unbehandelt K562 LLL-Zellen und von K562 LLL-Zellen, die für 10 min 
mit 10 µg/ml DREG55 vorinkubiert wurden. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM aus n = 5 unabhängigen Experimenten in 
Duplikaten. 
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Das Rollen der Zellen über den Liganden PSGL-1 zeigt sich eindeutig L-Selektin-abhängig, da 

nach der Vorbehandlung mit DREG55 keine rollenden Zellen detektiert wurden. Die 

Bestimmung des Flux der unbehandelten Zellen ergab einen Mittelwert von 206 rollenden 

Zellen pro min. 

Abb. 18 zeigt eine überlagerte Aufnahme zum Zeitpunkt t und t + 1 s der Zellen innerhalb der 

FC. Während nicht-interagierende, also fließende Zellen nur als Streifen zu sehen sind, sind die 

rollenden Zellen aufgrund ihrer langsameren Geschwindigkeit klar zu erkennen. Dieselbe Zelle 

zum Zeitpunkt t bzw. t +1 s ist durch einen schwarzen Kasten gekennzeichnet. 

 

Abb. 18: Ausschnitt einer FC-Aufnahme. Zu sehen ist 
eine überlagerte Aufnahme von Zellen in der FC zum 
Zeitpunkt t und t + 1 s. Der Pfeil zeigt die Flussrichtung 
an. Der Kasten zeigt dieselbe Zelle zu den zwei 
unterschiedlichen Zeitpunkten. Nicht-interagierende 
Zellen sind als Streifen zu erkennen. 

Während die ermittelte Durchschnittsgeschwindigkeit einer Zellpopulation eine sehr 

einheitliche Geschwindigkeit aufweist (Abb. 16A), zeigt das Geschwindigkeitsprofil einzelner 

Zellen innerhalb einer Population, dass sich die Geschwindigkeiten sehr stark voneinander 

unterscheiden. Abb. 19 zeigt ein entschrechendes hochauflösendes Geschwindigkeitsprofil in 

einem definierten Zeitraum von 5 s. 

 

Abb. 19: Hochauflösendes Geschwindigkeitsprofil 
rollender K562 LLL-Zellen aus einer Zellpopulation. 
Vergleich der Geschwindigkeit von drei rollenden K562 
LLL-Zellen innerhalb einer Population für 5 s. Die Zellen 
weisen zum einen eine unterschiedliche Durchschnitts-
geschwindigkeit zueinander auf, zum anderen zeigen 
alle Zellen ein alternierendes Geschwindigkeitsprofil. 
Zu sehen ist die Analyse von insgesamt 68 Daten-
punkten pro Zelle. 
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Obwohl sie aus einer Zellpopulation stammen, ist gut zu erkennen, dass alle drei rollenden K562 

LLL-Zellen verschiedene Durchschnittsgeschwindigkeiten aufweisen. Dies begründet sich 

vermutlich damit, dass die Oberflächenexpression von L-Selektin auf verschiedenen Zellen 

unterschiedlich ist. Weiterhin ist zu sehen, dass die einzelnen Zellen ein alternierendes 

Geschwindigkeitsprofil aufweisen. Dies zeigt, dass während des Rollvorgangs kontinuierlich 

Bindungen vom L-Selektin zum Liganden PSGL-1 gebildet und schnell wieder gelöst werden. Tab. 

4 zeigt die statistische Auswertung der drei K562 LLL-Zellen bzgl. Durchschnittsgeschwindigkeit 

(mean), mittlerer Geschwindigkeit (median) und nach der höchsten (max.) bzw. geringsten 

(min.) Geschwindigkeit. 

Tab. 4: Statistische Auswertung des hochauflösenden Geschwindigkeitprofils von drei rollenden K562 LLL-Zellen. 

 Rollgeschwindigkeit [µm/s] 

 mean min. median max. 

Zelle 1 107.7 81.0 108.0 133.0 

Zelle 2 69.7 42.0 70.5 92.0 

Zelle 3 54.2 20.0 53.0 90.0 

Aufgrund der Daten zur konzentrationsabhängigen Rollgeschwindigkeit und Verteilung des 

Liganden, wurde die PSGL-1-Konzentration von 30 µg/ml für die FC-Experimente ausgewählt. 

Diese Konzentration entspricht auch der vom Hersteller empfohlenen maximal einzusetzenden 

Menge. Allerdings wurde diese unter statischen Bedingungen ermittelt. 

3.2 Charakterisierung der Selektin–Ligand-Interaktion mittels 

biochemical glycoengineering 

3.2.1 Beschreibung der verwendeten Mannosamin-Vorläuferderivate 

Von den drei verwendeten Mannosamin-Vorläuferderivaten (Abb. 20) wurde das peracMNAc 

kommerziell bezogen. Das peracMNProp und das peracMNCycloProp wurden dagegen in 

Zusammenarbeit mit Dr. Marie Weinhart aus der Arbeitsgruppe von Prof. Haag (Institut für 

Chemie und Biochemie, FU–Berlin) selbsthergestellt. Als Reaktionskontrolle dienten dabei 

Dünnschichtchromatogramme, das Produkt wurde mittels Massenspektrometrie verifiziert 

(Daten nicht gezeigt). 
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Alle drei Varianten liegen in der peracetylierten Form vor, da, wie eingangserwähnt (1.2), die 

Acetylierung in einer verbesserten Aufnahme durch die Zellen resultiert. Das peracMNAc wird 

im Weiteren auch als natürlicher Vorläufer bezeichnet, da aus diesem durch den zellulären 

Sialinsäure-Syntheseweg die natürliche Neuraminsäure (N-Acetylneuraminsäure, Neu5Ac), auch 

als Sialinsäure bezeichnet, synthetisiert wird. Diese trägt in der Position C5 einen N-Acetylrest 

als Seitenkette. Die Derivate peracMNProp und peracMNCycloProp werden dahingegen als 

artifizielle Vorläufer bezeichnet, da aus ihnen im zellulären Stoffwechsel die sogenannte N-

Propanoylneuraminsäure (Neu5Prop) bzw. N-Cyclopropylcarbonylneuraminsäure 

(Neu5CycloProp) synthetisiert werden. Bei diesen Verbindungen liegt ein N-Propanoylrest bzw. 

ein N-Cyclopropylcarbonylrest an Position C5 vor. 

 

Abb. 20: Strukturen der drei verwendeten 
peracetylierten Mannosamin-Vorläuferderivate 
peracMNAc, peracMNProp und 
peracMNCycloProp. Die Vorläufer werden 
unterteilt in den natürlichen Vorläufer 
peracMNAc und die beiden artifiziellen Vorläufer 
peracMNProp und peracMNCycloProp. Alle drei 
Derivate unterscheiden sich in der Länge und 
Struktur ihrer Seitenkette (grauer Kasten). 

3.2.2 Einfluss des biochemical glycoengineering auf PSGL-1 – zelluläre 

Interaktionsstudien mit P-Selektin 

Da das sLex-Motiv in der Bindungsdomäne von PSGL-1 unter anderem aus einem Sialinsäure-

baustein besteht, sollte untersucht werden, ob die Modifikation des sLex-Motivs durch die 

Supplementierung mit den zuvor beschriebenen Mannosamin-Vorläuferderivaten (peracMNAc, 

peracMNProp und peracMNCycloProp) mittels biochemical glycoengineering einen Einfluss auf 

die Bindung von PSGL-1 an P-Selektin hat. 

Dazu wurden Jurkat T-Zellen, die endogen PSGL-1 exprimieren, mit den Mannosamin-

Vorläuferderivaten in der Zellkultur behandelt (2.5.2), die Menge an Sialinsäure bestimmt 

(2.4.2), die Expressionstärke von PSGL-1 bestimmt (2.5.3) und FC-Experimente (2.5.4) 
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durchgeführt. Bei den FC-Experimenten wurde als Ligand 20 µg/ml P-Selektin in der FC 

immobilisiert [15] und ein shear stress von 0.5 dynes/cm² verwendet. Der in der Literatur 

beschriebene shear stress Bereich liegt zwischen 0.5 dynes/cm² und 1 dynes/cm² [120]. Als 

Kontrollansatz wurden Zellen mit DMSO behandelt (DMSO-Kontrolle), um einen Einfluss durch 

das Lösungsmittel auszuschließen. In Abb. 21 ist das Ergebnis der Bestimmung des 

Sialinsäuregehalts dargestellt. 

  Abb. 21: Bestimmung des Sialinsäuregehalts der Jurkat T-Zellen nach biochemical glycoengineering mittels 
Resorcinassay. Bestimmung des zellulären Gesamtgehalts an Sialinsäure (A) und der in Glykokonjugaten 
gebundenen Sialinsäure (B). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten in 
Duplikaten. *, p = 0.0191; **, p ≤ 0.0090; ***, p ≤ 0.0004 (paired t test). 

Alle drei verwendeten Mannosamin-Vorläuferderivate wurden erfolgreich in die Jurkat-Zellen 

aufgekommen und dort auch in Glykokonjugaten eingebaut (Abb. 21A und Abb. 21B). Als 

Kontrolle wurden nicht-supplementierte Zellen analysiert (DMSO-Kontrolle), für die nur ein 

geringer Gehalt an Sialinsäure detektiert werden konnte, was zeigt, dass es in allen 

supplementierten Ansätzen zu einer Hypersialylierung gekommen ist. Vergleicht man den 

Gesamtsialinsäure der Jurkat T-Zellen nach Supplementierung mit den unterschiedlichen 

Mannosamin-Vorläuferderivaten untereinander (Abb. 21A), so ist der Einbau des peracMNAc in 

Glykokonjugate signifikant höher als bei den beiden artifiziellen Derivaten (p-Wert ≤ 0.0046). 

Betrachtet man den Sialinsäuregehalt von peracMNProp und peracMNCycloProp, ist 

festzustellen, dass es bei Verwendung von peracMNProp wiederum zu einem signifikant 

höheren Einbau (p-Wert = 0.0084) gekommen ist. Die gleichen Unterschiede können auch für 

den Sialinsäuregehalt festgestellt werden, der als Glykokonjugat gebunden vorliegt (Abb. 21B). 
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Allerdings ist die Sialinsäurekonzentration bei peracMNAc gegenüber den beiden artifiziellen 

Mannosaminderivaten zwar signifikant höher (p-Wert ≤ 0.0084), bei den beiden artifiziellen 

Derivaten untereinander kann man aber keinen signifikanten Unterschied feststellen. 

Für die vergleichenden Analysen in der FC muss die zelluläre Expressionsrate des modifizierten 

PSGL-1 gleich sein, um quantitative Aussagen zum Einfluss der Modifikation von PSGL-1 auf die 

P-Selektin-Bindung machen zu können. Die zelluläre Oberflächenexpression von PSGL-1 wurde 

deshalb mittels Durchflusscytometrie (2.5.3) auf den Jurkat T-Zellen bestimmt (Abb. 22). 

 

Abb. 22: Bestimmung der 
PSGL-1 Expressionsstärke 
mittels Durchfluss-
cytometrie. Vergleich der 
PSGL-1 Expression auf der 
Oberfläche von Jurkat T-
Zellen in Abhängigkeit des 
supplementierten Mannos-
amin-Vorläuferderivates mit 
anti-CD162-PE gekoppelten 
Antikörpern bzw. Isotyp 
IgG1-PE. 

Gegenüber der Isotyp-Kontrolle ist in allen Ansätzen PSGL-1 auf der Zelloberfläche nachweisbar. 

Im Vergleich mit der DMSO-Kontrolle fällt bei allen supplementierten Zellen ein negativer 

Einfluss der Mannosamin-Vorläufer auf die Expression oder Oberflächenexposition von PSGL-1 

auf. In diesen Ansätzen ist die auf der Zelloberfläche detektierte PSGL-1 Menge geringer als bei 

der DMSO-Kontrolle. 

Um die Funktionalität von PSGL-1 in den behandelten Zellen zu untersuchen, wurden die Jurkat 

T-Zellen hinsichtlich ihrer Adhäsion an P-Selektin in der FC getestet (Abb. 23). 

Durch die Behandlung der Jurkat T-Zellen mit den Mannosamin-Vorläuferderivaten kam es zu 

einer Reduktion der Adhäsion der Zellen an das P-Selektin in der FC. Im Vergleich zur DMSO-

Kontrolle entspricht dies bei peracMNAc einer Reduktion von 33 % (p-Wert = 0.0062), bei 

peracMNProp von 47 % (p-Wert = 0.0062) und bei peracMNCycloProp einer Reduktion von 46 % 

(p-Wert = 0.01). 
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Abb. 23: Adhäsion von Jurkat T-Zellen mit 
und ohne Mannosamin-Vorläufern. Vergleich 
der Adhäsion der Jurkat T-Zellen (DMSO-
Kontrolle) mit der Adhäsion von 
supplementierten Zellen an P-Selektin. Nicht-
supplementierte Zellen wurden mit dem 
αPSGL-1-Antikörper KPL1 vorinkubiert, um die 
Spezifität der Interaktion für PSGL-1 zu zeigen. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 
n = 3 unabhängigen Experimenten. **, 
p ≤ 0.01 (paired t test). FoV steht für field of 
view (800 × 600 µm). 

Die Spezifität der Adhäsion von zellulärem PSGL-1 an den Liganden P-Selektin konnte durch eine 

Vorinkubation der Zellen mit dem Antikörper KPL1 sichergestellt werden, der die 

Bindungsdomäne von PSGL-1 blockiert und damit eine weitere Ligandenbindung verhindert 

[121]. Bei diesem Ansatz konnten keine adhärierenden Zellen detektiert werden. 

Neben der Analyse der Zahl der adhärenten Zellen war die Analyse der Rollgeschwindigkeit der 

Zellen von großem Interesse (Abb. 24A, B), die wie zuvor beschrieben durchgeführt wurde. 

 

 Abb. 24: Bestimmung der durchschnittlichen Rollgeschwindigkeit der mit den Mannosamin-Vorläuferderivaten 
supplementierten Jurkat T-Zellen. A, Vergleich der Durchschnittsrollgeschwindigkeit der Jurkat-Zellen nach 
erfolgter Supplementation mit den Mannosamin-Vorläuferderivaten in der mit P-Selektin beschichteten FC. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten, x steht für die Anzahl der 
analysierten Zellen. B, Kumulatives Histogramm der Rollgeschwindigkeit bei 0.5 dynes/cm² in Abhängigkeit der 
Mannosamin-Supplementation. 
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Der Einbau der Mannosamin-Vorläuferderivate hat keinen signifikanten Einfluss auf die 

Rollgeschwindigkeit der Jurkat T-Zellen (Abb. 24A). Das Rollverhalten wird nur leicht beeinflusst 

(Abb. 24B). 

Fasst man die Ergebnisse der Untersuchung zur Sialylierung (Abb. 21B) und zur Adhäsion (Abb. 

23) zusammen, so scheint es, dass eine Erhöhung des Sialylierungsgrades von PSGL-1 eine 

Verschlechterung der Adhäsionsfähigkeit an P-Selektin nach sich zieht. Dies könnte sich mit dem 

vermehrten Einbau negativer Ladungen durch die erhöhte Zahl von Sialinsäuren erklären. 

Allerdings scheint dies nicht der alleinige Grund für die Verminderung der Adhäsion zu sein, die 

Struktur der Sialinsäuren, und damit die veränderte Seitenkette der Sialinsäure, scheint ebenso 

einen entscheidenden Einfluss zu haben. In den Ansätzen peracMNProp und peracMNCycloProp 

ist die Sialinsäurekonzentration geringer als beim peracMNAc, allerdings adhärieren im 

Vergleich dazu weniger Zellen. Durch die veränderte Seitenkette der Sialinsäure innerhalb des 

sLex-Motivs, kann anscheinend der Ligand P-Selektin nicht mehr so gut gebunden werden, was 

zu einer weiteren Reduktion der Adhäsionsfähigkeit der Zellen führt. In Tab. 5 ist der Einfluss 

der Mannosamin-Vorläuferderivate gegenüber dem nativen PSGL-1 zusammengefasst 

dargestellt. 

Tab. 5: Einfluss der Supplementierung von Jurkat T-Zellen mit Mannosamin-Vorläuferderivate auf Sialylierung, 
Adhäsion und Rollgeschwindigkeit. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM der Daten aus n = 3 unabhängigen 
Experimenten. 

Mannosamin-
Vorläufer 

Oberflächen-
exposition 

Sialylierung Adhäsion Rollgeschwindigkeit 

mean ± SEM mean ± SEM mean ± SEMa median xb 

 
MFIc µM Zellen/FoVd µm/s µm/s 

 
DMSO-Kontrolle 33.7 – 54 ± 1 46.2 ± 3.2 32.0 193 

+ peracMNAc 17.3 154 ± 30.2 36 ± 2e 53.0 ± 3.4 39.5 182 

+ peracMNProp 6.3 89 ± 20.9 29 ± 1f 61.2 ± 4.5 37.0 157 

+ peracMNCycloProp 8.0 72 ± 15.9 29 ± 2g 47.2 ± 5.3 23.0 99 
a
Die Geschwindigkeit der rollenden Zellen wurde mittels MATLAB snake model tracking algorithm analysiert. 

b
x steht für die Anzahl der analysierten Zellen. 

c
MFI = mean fluorescence intensity 

d
FoV = Field of view (800 × 600 µm) 

e
p = 0.0062 gegenüber der DMSO-Kontrolle (paired t test); n = 3 

f
p = 0.0062 gegenüber der DMSO-Kontrolle (paired t test); n = 3 

g
p = 0.01 gegenüber der DMSO-Kontrolle (paired t test); n = 3 

Berücksichtigt man aber die Ergebnisse aus der Durchflusscytometrie (Abb. 22), stellt man fest, 

dass es durch die Supplementierung zu einem drastischen Rückgang der Expression bzw. der 
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Oberflächenexposition von PSGL-1 gekommen ist (MFI). Dies zeigt, dass die Jurkat T-Zellen zwar 

deutlich höher sialylierte Strukturen aufweisen (Abb. 21), aber weniger PSGL-1 tragen als die 

nicht-supplementierten Zellen. Die beobachteten Veränderungen in der Adhäsion der Jurkat T-

Zellen könnte möglicherweise daher auch auf die Verminderung der Anzahl der PSGL-1-

Moleküle auf der Zelloberfläche nach der Behandlung mit den Mannosamin-Vorläuferderivaten 

zurückzuführen sein. Eine fundierte Analyse setzt aber voraus, wie oben bereits festgestellt, 

dass die Zellen eine identische Oberflächenexposition von PSGL-1 aufweisen. 

Da dies experimentell nicht erreicht werden konnte, lässt sich dies, unter Vorbehalt, aber 

mathematisch erreichen. Wird die Anzahl der adhärierenden Zellen auf die 

Oberflächenexposition nomiert, wobei der Quotient aus dem entsprechenden Mittelwert der 

adhärierenden Zellen (Dividend) und der jeweiligen MFI (Divisor) gebildet wird, wird deutlich, 

dass es durch die Supplementierung mit den Mannosamin-Vorläuferderivaten zu einer erhöhten 

Adhäsion der Jurkat T-Zellen an P-Selektin gekommen ist. Dieser Effekt ist bei der Verwendung 

des peracMNProp am deutlichsten (Tab. 6). Dies gilt aber nur unter Vorbehalt, da nicht bekannt 

ist, welcher genaue mathematische Zusammenhang zwischen der Adhäsion der Zellen und der 

PSGL-1-Expression besteht.  

Tab. 6: Einfluss der Supplementierung durch Mannosamin-Vorläuferderivate auf die Adhäsion von Jurkat T-Zellen 
an P-Selektin normiert auf die Oberflächenexposition von PSGL-1.  

Mannosamin-Vorläufer Adhäsion : Oberflächenexposition 

DMSO-Kontrolle 1.6 

+ peracMNAc 2.1 

+ peracMNProp 4.6 

+ peracMNCycloProp 3.6 

3.2.3 Einfluss des biochemical glycoengineering auf L-Selektin – zelluläre 

Interaktionsstudien mit PSGL-1 

Da L-Selektin in den extrazellulären Domänen sieben Glykosylierungsstellen besitzt und zwei 

davon in der Bindungsdömane (Lektindomäne) lokalisiert sind [122, 123], sollte untersucht 

werden, ob der Einbau der Mannosamin-Vorläuferderivate in L-Selektin mittels biochemical 

glycoengineering einen Einfluss auf seine Bindung an den natürlichen Liganden PSGL-1 hat. 
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Dazu wurden die K562 LLL-Zellen, wie unter 2.5.2 beschrieben, mit den Mannosamin-

Vorläuferderivaten behandelt, anschließend die Menge der eingebauten Sialinsäure mit Hilfe 

des Resorcinassays (2.4.2) analysiert, die Expressionsstärke des zellulären L-Selektins mittels 

Durchflusscytometrie (2.5.3) bestimmt und FC-Experimente (2.5.4) durchgeführt. Wie unter 3.1 

aufgeführt, wurde in der FC als Ligand 30 µg/ml PSGL-1 und ein shear stress von 1 dynes/cm² 

verwendet. 

Die Analyse der nach biochemical glycoengineering eingebauten Sialinsäuren ergab deutliche 

Unterschiede für die verschiedenen Mannosamin-Vorläuferderivate (Abb. 25). 

  Abb. 25: Bestimmung des Sialinsäuregehalts der K562 LLL-Zellen nach biochemical glycoengineering mittels 
Resorcinassay. Bestimmung des zellulären Gesamtgehalts an Sialinsäure (A) und der in Glykokonjugaten 
gebundenen Sialinsäure (B). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten in 
Duplikaten. *, p ≤ 0.0184; ***, p < 0.0001 (paired t test). 

In Abb. 25A ist deutlich zu erkennen, dass es zu einem Einbau der Mannosamin-Vorläufer-

derivate in die K562 LLL-Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle gekommen ist. Nach 

Supplementierung mit peracMNAc ist der Gehalt an natürlicher Sialinsäure signifikant höher (p-

Wert < 0.0001) als der Gehalt der beiden artifiziellen Sialinsäuren nach Supplementierung mit 

peracMNProp und peracMNCycloProp. Dies gilt sowohl für den zellulären Gesamtgehalt an 

Sialinsäure (Abb. 25A) als auch für den Gehalt an Sialinsäure, welche als Glykokonjugat 

gebunden vorliegt (Abb. 25B). Betrachtet man den Sialinsäuregesamtgehalt der beiden 

artifiziellen Sialinsäuren, lässt sich sagen, dass die Zellen signifikant mehr Neu5CycloProp 
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besitzen als Neu5Prop (p-Wert = 0.0184). Allerdings ist die Menge an Neu5Prop und 

Neu5CycloProp, welche als Glykokonjugat gebunden vorliegt, annähernd gleich (Abb. 25B). 

Für die weiteren Untersuchungen des Adhäsionsverhaltens der Zellen wurde die L-

Selektinexpression auf der Oberfläche der K562 LLL-Zellen mittels Durchflusscytometrie 

bestimmt (Abb. 26). 

 

Abb. 26: Bestimmung der 
Oberflächenexposition von 
L-Selektin mittels Durch-
flusscytometrie. 
Quantifizierung der 
Expression von L-Selektin auf 
der Oberfläche der K652 LLL-
Zellen mittels anti-CD62L-PE 
gekoppelten Antikörpern 
bzw. Isotyp IgG1-PE nach 
Supplementierung mit den 
Mannosamin-Vorläufer-
derivate. 

Die Supplementierung mit den Mannosamin-Vorläuferderivaten hat die Expression von L-

Selektin nur sehr wenig beeinflusst. Die Expressionstärke liegt in allen supplementierten Proben 

bei etwa 90 % bezogen auf die DMSO-Kontrolle. Die Isotyp-Kontrolle zeigt die Spezifität des 

Nachweises. 

Nach der Untersuchung unter Einfluss der Supplementation mit Mannosamin-

Vorläuferderivaten auf die L-Selektinexpression, wurde der Flux der supplementierten K562 LLL-

Zellen in der FC analysiert (Abb. 27). 

 

Abb. 27: Flux von K562 LLL-Zellen nach 
Supplementation mit Mannosamin-
Vorläufern. Der Flux der DMSO-
Kontrollzellen wurde mit dem Flux von 
supplementierten K562 LLL-Zellen durch 
Messungen in der FC verglichen. Als 
Negativkontrolle wurden die Zellen mit 
DREG55 vorinkubiert. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen 
Experimenten. **, p ≤ 0.0085 (paired t test). 
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Als Positivkontrolle dienten Zellen, welche nur mit dem Lösungsmittel DMSO der Mannosamin-

Vorläuferderivate behandelt wurden (DMSO-Kontrolle). Der für die DMSO-Kontrolle bestimmte 

Flux war vergleichbar mit den Daten der Etablierung der FC (3.1). Die DMSO-Behandlung 

beeinflusst somit das Adhäsionsverhalten in der FC nicht. Durch Vorinkubation der Zellen mit 

dem blockierenden Antikörper DREG55 konnte das Rollen der Zellen vollständig aufgehoben 

werden, was bedeutet, dass das Rollen durch L-Selektin vermittelt wird. In Abb. 27 ist gut zu 

erkennen, dass es durch den Einbau der Mannosamin-Vorläufer zu einer deutlichen 

Verringerung des Flux kommt. Diese Verminderung im Flux entspricht bei verwendetem 

peracMNAc 27 %, bei peracMNProp 44 % und bei peracMNCycloProp sogar 65 %. Diese 

Abnahmen sind für peracMNProp und peracMNCycloProp gegenüber der DMSO-Kontrolle 

signifikant (p-Wert ≤ 0.0085). 

Bei der Untersuchung der Rollgeschwindigkeit (Abb. 28) zeigt sich für die supplementierten 

K562 LLL-Zellen, dass der Einbau der Mannosamin-Vorläufer keinen signifikanten Einfluss auf die 

Geschwindigkeit der rollenden Zellen (Abb. 28A) hat. Auch das Rollverhalten der Zellen ist 

unverändert (Abb. 28B). 

 

 Abb. 28: Bestimmung der Rollgeschwindigkeit von K562 LLL-Zellen nach Supplementation mit Mannosamin-
Vorläufern. A, Messung der Rollgeschwindigkeit der K562 LLL-Zellen mit und ohne Supplementation. Dargestellt 
sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten, x steht für die Anzahl der analysierten Zellen. B, 
Kumulatives Histogramm der Rollgeschwindigkeit bei 1 dynes/cm² in Abhängigkeit der Mannosamin-
Supplementation. 
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Fasst man die Fluxdaten (Abb. 27) und die Daten zum Sialinsäureeinbau (Abb. 25B) zusammen, 

so weisen die Ergebnisse daraufhin, dass die Behandlung mit den Mannosamin-Vorläufern zu 

einer Erhöhung des Sialylierungsgrades, und damit zu einer Zunahme an negativen Ladungen 

führt. Dies ist wahrscheinlich Ursache der Verminderung der Bindungsfähigkeit des L-Selektins 

gegenüber dem Liganden PSGL-1. Die verminderte Bindungsfähigkeit lässt sich dadurch 

erklären, dass in der Bindungsdomäne des Liganden PSGL-1 sowohl im sLex-Motivs als auch in 

den sTyr-Resten ebenfalls negative Ladungen vorhanden sind, so dass eine verstärkte 

Sialylierung von L-Selektin zu einer elektrostatischen Abstoßung führt. Die beiden Ansätze mit 

peracMNProp und peracMNCycloProp zeigen gegenüber peracMNAc einen nochmals 

verminderten Flux auf, was auch auf einen Einfluss der Struktur der Sialinsäuren weist. Die 

Veränderung in der Seitenkette bei den artifiziellen Mannosamin-Vorläufern scheint die 

Bindung von L-Selektin an seinen Liganden noch weiter zu verringern, wobei der Cyclopropylrest 

die Bindung stärker als die nicht-zyklische Variante inhibiert. In Tab. 7 ist der Einfluss der 

Mannosamin-Vorläuferderivate gegenüber dem nativen L-Selektin zusammengefasst 

dargestellt. 

Tab. 7: Einfluss des biochemical glycoengineering mittels Supplementation durch Mannosamin-Vorläuferderivate 
auf die Expression, Sialylierungsraten und die Bindung von zellulärem L-Selektin an PSGL-1. Gezeigt sind die 
Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten. 

Mannosamin-
Vorläufer 

Oberflächen-
exposition 

Sialylierung Flux Rollgeschwindigkeit 

mean ± SEM mean ± SEM mean ± SEMa median xb 

 
MFIc µM Zellen/min µm/s µm/s 

 
DMSO-Kontrolle 163.6 – 208 ± 10 72.1 ± 2.3 67.5 332 

+ peracMNAc 156.0 346.6 ± 17.4 152 ± 6 76.6 ± 1.9 71.0 381 

+ peracMNProp 145.3 93.5 ± 9.7 117 ± 5d 68.7 ± 2.0 65.0 294 

+ peracMNCycloProp 155.4 93.4 ± 2.9 73 ± 3e 73.5 ± 2.1 72.0 341 
a
Die Geschwindigkeit der rollenden Zellen wurde mittels MATLAB snake model tracking algorithm analysiert. 

b
x steht für die Anzahl der analysierten Zellen. 

c
MFI = mean fluorescence intensity 

d
p = 0.0085 gegenüber der DMSO-Kontrolle (paired t test); n = 3 

e
p = 0.0029 gegenüber der DMSO-Kontrolle (paired t test); n = 3 
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3.3 Charakterisierung der L-Selektin-Bindung von DNA-Aptameren 

3.3.1 Beschreibung der verwendeten DNA-Aptamere 

Mit dem Ziel die L-Selektin–Ligand-Interaktion unter Flussbedingungen spezifisch zu inhibieren, 

wurden zwei verschiedene DNA-Aptamere auf ihr mögliches Potenzial als Inhibitor untersucht. 

Beide verwendeten DNA-Aptamere (Abb. 29) wurden kommerziell bezogen. Anzumerken ist, 

dass es sich bei dem hier verwendeten Apatamer um eine acht Nukleotide kürzere Variante des 

originalbeschriebenen Aptamers handelt (Abb. 8). Dr. S. Enders konnte in der Arbeitsgruppe 

(laborintern) mittels Oberflächenplasmon-Resonanzspektroskopie zeigen, dass diese Variante 

vergleichbar gut wie das Original-Aptamer an L-Selektin bindet (unveröffentlichte Daten). 

 

Abb. 29: Schematische Darstellung der beiden verwendeten 
L-Selektin-Aptamere. Dargestellt ist eine mögliche Struktur des 
monomeren DNA-Aptamers (links) und des dimeren Aptamers 
(rechts). 

Zur Kontrolle der Aptamere wurden diese auf ein Polyacrylamidgel (2.2.1) aufgetragen. Das 

Ergebnis zeigt Abb. 30. Der Größerunterschied beider Aptamer-Varianten zueinander ist hierbei 

gut feststellbar. Ein weitere Aussage ist hierbei nicht zu treffen, auf die Korrektheit der beiden 

Aptamer-Varianten wurde sich auf die Qualitätssicherung der Firma Metabion verlassen. 

 

Abb. 30: Visueller Nachweis des monomeren und des dimeren Aptamers. 
Gelelektrophoretischer Nachweis sowohl des monomeren DNA-Aptamers (2) als 
auch der dimeren Aptamer-Variante (1). 
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3.3.2 Bindung der DNA-Aptamere an L-Selektin 

Zur Verifizierung der Bindung der beiden Aptamer-Varianten, wurde wie unter 2.4.2 

beschrieben ein colorimetrischer Festphasenassay verwendet. Abb. 31 zeigt das Ergebnis. 

 

Abb. 31: Bestimmung der Bindung der Aptamer-
Varianten mittels colorimetrischen Festphasen-
assays. Untersuchung der Bindungsfähigkeit des 
monomeren Aptamers (links) und des dimeren 
Aptamers (mitte) in einem colorimetrischen 
Festphasenassay. Als Positivkontrolle diente der 
DREG55 Antikörper (rechts). Sowohl die 
Aptamere als auch der Antikörper waren 
biotinyliert und die Detektion erfolgte mittels 
eines Avidin-Peroxidase-Konjugates und TMB. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.D. aus n = 3 
unabhängigen Experimenten in Triplikaten. 

Es ist gut zu erkennen, dass in alle drei Ansätzen ein Signal detektiert werden konnte (Abb. 31). 

Dies bedeutet, dass beide Aptamer-Varianten (jeweils 1 µM) und der Antikörper (67 nM) an das 

immobilisierte L-Selektin gebunden haben. Dies bestätigt die Bindungsfähigkeit der Aptamere 

an L-Selektin. Die Ansätze, bei denen zwar L-Selektin immobilisiert wurde, aber kein Biotin-

Konjugat inkubiert wurde, wurden als Leerwert von den Messwerten abgezogen. 

3.3.3 Inhibitionsstudien der L-Selektin–Ligand-Interaktion in Anwesenheit von 

DNA-Aptameren 

Die Untersuchungen des Einflusses der L-Selektin-spezifischen DNA-Aptamere auf die L-

Selektin–Ligand-Interaktion wurden auf zellulärer Ebene in der FC durchgeführt. Wie unter 2.5.4 

beschrieben, wurden die K562 LLL-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen der 

verschiedenen DNA-Aptamere vorinkubiert und die Zellen bzgl. Flux, Rollgeschwindigkeit und 

Rollverhalten analysiert und IC50-Werte bestimmt. Als Positivkontrolle dienten unbehandelte 

Zellen, als Negativkontrolle wurden die Zellen mit blockierendem anti-L-Selektin Antikörper 

behandelt; als Ligand diente PSGL-1. 

Vor den FC-Experimenten wurde die Expression von L-Selektin auf der Oberfläche der K562 LLL-

Zellen (2.5.3) bestimmt (Abb. 32). 

Während die Isotyp-Kontrolle in der Durchflusscytometrie nur ein Signal der ungefärbten Zellen 

zeigt (links), ist bei den mit anti-CD62L-PE markierten K562 LLL-Zellen ein starkes Signal als 
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Zeichen der hohen Expression von L-Selektin auf der Zelloberfläche zu erkennen (rechts). Dies 

zeigt, dass die K562 LLL-Zellen L-Selektin exprimieren. 

 

Abb. 32: Bestimmung der L-
Selektinexpression mittels Durchfluss-
cytometrie. Gezeigt ist die Analyse der 
L-Selektinexpression auf K562 LLL-
Zellen mittels Isotyp IgG1-PE (links) 
bzw. anti-CD62L-PE gekoppelten 
Antikörpern (rechts). 

Die Ergebnisse der FC-Experimente zur Bestimmung des Flux sind in Abb. 33 zusammenfassend 

dargestellt. 

 

Abb. 33: Flux der K562 LLL-Zellen in Abhängigkeit der beiden Aptamer-Varianten. K562 LLL-Zellen wurden mit 
verschiedenen Konzentrationen der beiden Aptamer-Varianten inkubiert und der Flux bestimmt. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten in Duplikaten, normalisiert auf den Flux der nativen 
(unbehandelten) Zellen. *, p = 0.0263; **, p = 0.0045; ***, p ≤ 0.0002 (paired t test). 

Das Monomer weist bei der geringsten verwendeten Konzentration von 1 nM keine und bei 

10 nM nur eine leichte inhibitorische Wirkung auf. Erst bei 100 nM kommt es zu signifikanten 

Änderungen im Flux und damit zu etwa 20 % weniger rollenden Zellen (p-Wert = 0.0263). Durch 

eine stufenweise Erhöhung der Aptamerkonzentration kommt es zu einem deutlich stärkeren 

inhibitorischen Effekt. Bei 500 nM rollen etwa nur die Hälfte der Zellen (p-Wert = 0.0045) und 

bei 1000 nM nur noch etwa ¼ der Zellen (p-Wert = 0.002). Daraus lässt sich ein IC50-Wert von 

etwa 6 × 10-7 M bestimmen (Abb. 40).  
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Das Dimer hat, wie das Monomer, bei 1 nM keinen Einfluss auf das Rollverhalten der Zellen. Bei 

Verwendung von 10 nM dieser Aptamer-Variante kommt es allerdings zu einer Inhibition des 

Rollens der K562 LLL-Zellen um fast 50 % (p-Wert = 0.0002). Diese Wirkung lässt sich durch 

Erhöhung der eingesetzten Konzentration noch verstärken. Bei 100 nM rollen nur noch etwa 

10 % der Zellen (p-Wert < 0.0001) und bei 500 nM ist das Rollen der Zellen fast komplett 

inhibiert. Der Einsatz von 1 µM des dimeren Aptamers zeigt keine rollenden Zellen mehr. Bei 

dieser Aptamer-Variante lässt sich ein IC50-Wert von etwa 1.2 × 10-8 M bestimmen (Abb. 40). 

Mittels der FC wurde der Einfluss der verschiedenen Aptamer-Varianten auch auf die 

Rollgeschwindigkeit (Abb. 34) und das Rollverhalten (Abb. 35) der K562 LLL-Zellen analysiert. 

 

Abb. 34: Bestimmung der Rollgeschwindigkeit der K562 LLL-Zellen nach Vorinkubation mit den unterschiedlichen 
Aptamer-Varianten in Abhängigkeit der Konzentration. Vergleich der Geschwindigkeit der rollenden K562 LLL-
Zellen unter Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen des monomeren und des dimeren Aptamers. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten in Duplikaten. Pro Ansatz wurden 
zwischen 42 bis 667 Zellen analysiert. 

Die Untersuchungen zur Rollgeschwindigkeit zeigen, dass es durch die Verwendung des 

Monomers bei Konzentrationen zwischen 1 nM bis 100 nM zu keiner Änderung in der 

Geschwindigkeit der rollenden Zellen kommt. Bei einer Konzentrationen von 500 nM und 

darüber hinaus kommt es zu einer deutlichen Erhöhung der Rollgeschwindigkeit. 

Durch die Behandlung der Zellen mit dem Dimer kommt es schon bei einer Konzentration von 

1 nM zu einer leichten Erhöhung der Rollgeschwindigkeit. Diese nimmt konzentrationsabhängig 

weiter zu. Da bei den Konzentrationen 500 nM und 1000 nM kaum bzw. kein Rollen mehr 

festgestellt werden konnte, kann auch keine Auswertung bzgl. der Geschwindigkeit gemacht 

werden. 
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Abb. 35: Kumulatives Histogramm der Rollgeschwindigkeit von K562 LLL-Zellen in Abhängigkeit der 
verschiedenen Aptamer-Varianten. Dargestellt ist die Analyse von bis zu 667 Zellen pro Ansatz. Die 
Untersuchungen erfolgten bei 1 dynes/cm² mit verschiedenen Konzentrationen des Monomers (A) und des Dimers 
(B). x steht für die Anzahl der analysierten Zellen. 

Ein Einfluss der beiden verwendeten Aptamere auf das Rollverhalten der K562 LLL-Zellen (Abb. 

35), ist nicht festzustellen. Die Rechtsverschiebung der Graphen ist auf die höhere 

Rollgeschwindigkeit zurückzuführen. Lediglich beim Dimer weist ein geringer Anteil der 

rollenden Zellen bei 100 nM eine verhältnismäßig kleinere Geschwindigkeit im Vergleich zu den 

übrigen Zellen auf. 

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass eine dimere Präsentation des 

Bindungsepitops der Aptamere zu einer stärkeren Inhibition der L-Selektin–Ligand-Interaktion 

führt. Dies weist darauf hin, dass für die Interaktion mit L-Selektin die Multivalenz des Aptamers 

von hoher Bedeutung ist. 

3.4 Charakterisierung der L-Selektin–Ligand-Interaktion mittels 

dendritischer Polyglycerolsulfate 

3.4.1 Beschreibung der verwendeten dendritischen Polyglycerolsulfaten 

Für die Inhibitionsstudien der L-Selektin–Ligand-Interaktion wurden die Substanzen dPG2 kDaS23, 

dPG6 kDaS67 und dPG480 kDaS5185 aus der Gruppe der dendritischen Polyglycerolsulfate verwendet, 
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wobei die kDa die molare Masse des Polyglycerolgerüst angibt und die Zahl S die Anzahl der 

Sulfate. Somit unterscheiden sich diese drei Verbindungen sowohl in der Größe des 

Polyglycerolgerüst als auch (daraus resultierend) in der Beladungsdichte mit Sulfaten. 

Dendritische Polyglycerolsulfate sind polyanionische Verbindungen mit einem hohen 

Sulfatierungsgrad, die sich in Plasmonresonanzuntersuchungen als effektive Inhibitoren der L-

Selektin–Ligand-Interaktion erwiesen haben [124]. Die drei Substanzen wurden in der 

Arbeitsgruppe von Prof. Haag (Institut für Chemie und Biochemie, FU–Berlin) synthetisiert und 

für die Inhibitionstudien zur Verfügung gestellt. 

3.4.2 Inhibitionsstudien in Anwesenheit von dendritischen Polyglycerolsulfaten 

Die Untersuchungen wurden auf zellulärer Ebene mit den Nalm6 LLL-Zellen in der FC 

durchgeführt. Wie unter 2.5.4 beschrieben, wurden die Nalm6 LLL-Zellen mit unterschiedlichen 

Konzentrationen von dendritischen Polyglycerolsulfaten vorinkubiert und anschließend in der FC 

hinsichtlich Flux, Rollgeschwindigkeit und Rollverhalten untersucht. Weiterhin wurde der IC50-

Wert für zwei der drei dendritischen Polyglycerolsulfate bestimmt. Als Positivkontrolle dienten 

unbehandelte Zellen, als Negativkontrolle wurden die Zellen mit blockierendem anti-L-Selektin 

Antikörper behandelt. dPG480 kDaS5185 konnte aufgrund der nur begrenzt verfügbaren 

Substanzmenge nicht in einer 10 µM Konzentration untersucht werden. 

Vor den FC-Experimenten wurde die Expression von L-Selektin auf der Oberfläche der Nalm6 

LLL-Zellen mittels Durchflusscytometrie (2.5.3) sichergestellt (Abb. 36). 

 

Abb. 36: Bestimmung der L-
Selektinexpression mittels Durchfluss-
cytometrie. Gezeigt ist die Analyse der L-
Selektinexpression auf Nalm6 LLL-Zellen 
mittels Isotyp IgG1-PE (links) bzw. anti-
CD62L-PE gekoppelten Antikörpern 
(rechts). 

Der Flux der Nalm6 LLL-Zellen in der FC nach Inkubation der Zellen mit den dendritischen 

Polyglycerolsulfaten ist in Abb. 37 dargestellt. 
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Abb. 37: Flux der Nalm6 LLL-Zellen in Abhängigkeit der verschiedenen dendritischen Polyglycerolsulfate. 
Vergleich des Flux der Zellen nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen an dPG2 kDaS23, dPG6 kDaS67 und 
dPG480 kDaS5185. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten normalisiert auf den 
Flux der nativen Zellen. *, p ≤ 0.0418; **, p ≤ 0.0080 (paired t test). 

dPG2 kDaS23 zeigt in den getesten Konzentrationen keine inhibitorische Wirkung auf die 

Interaktion zwischen zellulärem L-Selektin und dem Liganden PSGL-1. 

dPG6 kDaS67 weist bei der geringsten eingesetzten Konzentration von 1 nM keine inhibitorische 

Wirkung auf. Konzentrationen ab 100 nM zeigen dagegen eindeutig inhibitorische Effekte (p-

Wert ≤ 0.0418). Bei einer stufenweisen Erhöhung der eingesetzten Konzentrationen zeigt sich 

eine deutliche Zunahme der Inhibition des Rollens der Zellen. Aus diesen Daten lässt sich für 

dPG6 kDaS67 ein IC50-Wert von 5 × 10−6 M bestimmen (Abb. 40). 

Gegenüber den beiden kleinen Polyglycerolen zeigt dPG480 kDaS5185 schon bei der geringsten 

untersuchten Konzentration von 1 nM einen inhibitorischen Effekt (p-Wert = 0.0396) von 25 %. 

Bei 100 nM rollen weniger als ¼ der eingesetzten Zellen (p-Wert = 0.0080) und bei 1 µM kommt 

es zu einer fast vollständigen Inhibition (p-Wert = 0.0037). Aus den einzelnen Daten lässt ein 

IC50-Wert von 8 × 10−9 M für dPG480 kDaS5185 bestimmen (Abb. 40). 

Mittels der FC wurde auch die Rollgeschwindigkeit (Abb. 38) und das Rollverhalten (Abb. 39) der 

Nalm6 LLL-Zellen unter Einfluss der dendritischen Polyglycerolsulfate nach Vorinkubation 

untersucht. 

Die Untersuchung der Rollgeschwindigkeit unter dPG2 kDaS23 Inhibition (Abb. 38) zeigt nur bei 

Verwendung von 10 µM eine Erhöhung der Rollgeschwindigkeit. Geringere Konzentrationen 

dieses dPGS haben keinen Einfluss auf die Rollgeschwindigkeit. 
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Durch Einsatz von 10 µM dPG6 kDaS67 kommt es fast zu einer Verdopplung der Geschwindigkeit 

der rollenden Zellen, wohingegen 1 µM nur eine leichte Erhöhung der Rollgeschwindigkeit zur 

Folge hat und niedrigere Konzentrationen zu keiner Änderung der Geschwindigkeit führen. Die 

Geschwindigkeitserhöhung lässt sich durch die vom Inhibitor bewirkte geringere Interaktion mit 

dem Liganden PSGL-1 erklären. 

Dahingegen zeigt sich bei Verwendung von dPG480 kDaS5185 eine leichte Erhöhung der Roll-

geschwindigkeit bereits bei einer Konzentration von 1 nM; bei einer Konzentration von 0.1 bzw. 

1 µM kommt es zu mehr als einer Verdopplung der Geschwindigkeit der rollenden Zellen. 

 

Abb. 38: Bestimmung der Rollgeschwindigkeit der Nalm6 LLL-Zellen in Abhängigkeit der verschiedenen dPGS-
Varianten. Vergleich der Geschwindigkeit der rollenden Nalm6 LLL-Zellen unter Verwendung unterschiedlicher 
Konzentrationen nach Vorinkubation mit den Inhibitoren dPG2 kDaS23, dPG6 kDaS67 und dPG480 kDaS5185. Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten. Pro Ansatz wurden 30 bis 281 Zellen analysiert. 

Das Rollverhalten der Zellen wird durch die Verwendung der unterschiedlichen Konzentrationen 

der verschiedenen dPGS (Abb. 39) nicht verändert. In allen Ansätzen zeigen die Zellen das 

gleiche einheitliche Rollverhalten. Die Rechtsverschiebung der Kurven kommt aufgrund der 

generellen Geschwindigkeitszunahme der rollenden Zellen in Gegenwart der Inhibitoren 

zustande. Allerdings ist zu erkennen, dass bei Verwendung von 1 µM dPG480 kDaS5185 ein geringer 

Anteil der rollenden Zellen eine im Vergleich zu den restlichen Zellen niedrigere 

Rollgeschwindigkeit aufweisen. 

Die Untersuchungen zeigen, dass die multivalente Präsentation der Bindungsepitope, also der 

Sulfatgruppen, auf dem Polyglycerolgerüst einen entscheidenden Einfluss auf die Bindung an 

das zelluläre L-Selektin und dadurch auf die Inhibition der Interaktion mit dem Liganden PSGL-1 
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hat. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die inhibitorische Wirkung höher ist, je größer das 

Polyglycerolgerüst und damit je mehr Sulfatreste präsentiert werden. 

  

 

Abb. 39: Kumulatives Histogramm der Roll-
geschwindigkeit von Nalm6 LLL-Zellen in Abhängigkeit 
der verschiedenen dPGS-Varianten. Dargestellt ist die 
Analyse von bis zu 281 Zellen pro Ansatz. Die 
Untersuchungen erfolgten bei 1 dynes/cm² mit 
verschiedenen Konzentrationen an dPG2 kDaS23 (A), 
dPG6 kDaS67 (B) und dPG480 kDaS5185 (C). x steht für die 
Anzahl der analysierten Zellen. 
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3.5 Vergleich des Einflusses der verwendeten Inhibitoren auf die L-

Selektin–Ligand-Interaktion 

Vergleicht man die IC50-Werte der Aptamer-Varianten und der verschiedenen dendritischen 

Polyglycerolsulfate miteinander (Abb. 40), so stellt man fest, dass dPG2 kDaS23 keine 

inhibitorische Wirkung in dem untersuchten Konzentrationsbereich aufweist. Das dimere 

Aptamer sowie das sulfatierten Polyglycerole dPG480 kDaS5185 zeigen eine starke Hemmung der L-

Selektin–Ligand-Bindung, wobei dPG480 kDaS5185 die stärkste Inhibition mit einem IC50-Wert von 

8 × 10−9 M aufweist. dPG6 kDaS67 und das monomere Aptamer weisen dahingegen eine moderate 

Hemmwirkung auf, wobei das monomere Aptamer einen um eine Zehnerpotenz besseren IC50-

Wert aufweist. 

 

Abb. 40: Bestimmung der IC50-Werte. 
Zusammenfassende Darstellung der IC50-
Werte der getesteten Aptamer-Varianten 
(durchgezogene Linie) und der dendritische 
Polyglycerolsulfate (gestrichelte Linie) auf 
die L-Selektin–Ligand-Interaktion aus den 
ermittelten Flux-Daten. 

Es ist anzumerken, dass die IC50-Werte visuell aus der Grafik abgelesen wurden. Die einzelnen 

IC50-Werte sind in Tab. 8 zusammenfassend dargestellt. 

Tab. 8: Zusammenfassung der IC50-Werte der einzelnen eingesetzten Inhibitoren. 

Inhibitor 
Aptamer-Derivate  dendritische Polyglycerole 

Monomer Dimer  dPG2 kDaS23 dPG6 kDaS67 dPG480 kDaS5185 

IC50-Wert 0.6 × 10−6 M 12 × 10−9 M  – 5 × 10−6 M 8 × 10−9 M 
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4 Diskussion 

4.1 Modulation der Selektin–Ligand-Interaktion 

Die Interaktion der Selektine mit ihren entsprechenden Liganden ist eine Wechselwirkung 

zwischen der Lektindomäne der Selektine und den vier Monosaccharidresten des sLex-Motivs 

sowie benachbarter Sulfatgruppen, die von den Liganden präsentiert werden. Die Modulation 

der L-Selektin–Ligand-Interaktion ist von großem medizinischem Interesse, da diese 

Wechselwirkung das Einwandern von Leukozyten in entzündetes Gewebe steuert. Untersucht 

wurde die L-Selektin–Ligand-Wechselwirkung in Bindungsstudien unter Flussbedingungen. 

Dabei wurde versucht, die Wechselwirkung zu beeinflussen durch: 

 die Modifikation der Glykanstrukturen von Rezeptor und Ligand mittels biochemical 

glycoengineering, 

sowie durch den Einsatz von 

 Inhibitoren aus der Gruppe der dendritischen Polyglycerolsulfate (dPG2 kDaS23, dPG6 kDaS67 

und dPG480 kDaS5185) und verschiedener Varianten von L-Selektin-Aptameren (Monomer 

und Dimer). 

4.1.1 Modifikation der Glykane von Selektinen und Liganden 

Mit dem Ziel der Veränderung der Glykosylierung wurden Jurkat T-Zellen mit den Mannosamin-

Vorläuferderivaten peracMNAc, peracMNProp und peracMNCycloProp behandelt. Der 

natürliche und die beiden artifiziellen Analoga wurden in den Zellen verstoffwechselt und in 

Glykokonjugate eingebaut. Untersucht wurde der Einfluss des Einbaus der verstoffwechselten 

Analoga auf das zelluläre Bindungsverhalten des membranständig exprimierten Selektin-

liganden PSGL-1. 

Die Messung des Sialinsäuregehalts der Jurkat T-Zellen nach der Inkubation der Zellen mit den 

Vorläufern zeigt, dass es zu einem verstärkten Einbau der Neuraminsäuren Neu5Ac, Neu5Prop 

und Neu5CycloProp in Glykokonjugate kam (Abb. 21). Arbeiten anderer Arbeitsgruppen hatten 

gezeigt, dass es bei Mannosaminderivaten mit einer Seitenkette an Position C5 erst ab einer 
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Länge von mehr als sechs C-Atomen zu einer Abnahme der Einbauraten kommt [125]. Diese 

Ergebnisse konnten für die hier verwendeten Analoga mit kürzeren Seitenketten nicht bestätigt 

werden. Nach Supplementierung mit peracMNAc, peracMNProp und peracMNCycloProp war 

der Gehalt an Neu5Prop und Neu5CycloProp (diese Neuraminsäuren haben in ihren 

Seitenketten drei bzw. vier C-Atome) gegenüber Neu5Ac (zwei C-Atome an Position C5) deutlich 

geringer. Allerdings war der Gehalt an Neuraminsäure der Zellen bei Supplementierung mit 

allen Vorläufern deutlich höher als bei den nicht-supplementierten Kontrollzellen. 

Unter Zuhilfenahme des mathematischen Modells zur Einberechnung der veränderten 

Oberflächenexposition von PSGL-1 auf den Jurkat T-Zellen (Abb. 22, Tab. 5), zeigten die 

Untersuchungen zur Adhäsion, dass die Mannosamin-Vorläuferderivate einen verstärkenden 

Effekt auf die Adhäsion unter Flussbedingungen haben (Tab. 6). Dies könnte zum Einen an der 

erhöhten Sialylierung und damit an einem in der Folge möglicherweise vermehrten Gehalt am 

sLex-Motiv liegen, wobei dies nicht spezifisch am Liganden PSGL-1 gezeigt wurde, sondern nur 

auf der zellulären Ebene. Für eine Verifizierung dieser Aussage müsste man aber in zukünftigen 

Untersuchungen zwischen dem Gehalt an Sialinsäuren und der Menge des sLex-Motivs nach 

Supplementierung diskriminieren. Zum Anderen könnte die Verstärkung der Adhäsion auf die 

Verlängerung der Seitenkette der verwendeten Mannosamin-Vorläufer zurückzuführen sein. 

Sowohl peracMNProp als auch peracMNCycloProp zeigten eine deutlich stärkere Adhäsion als 

peracMNAc (basierend auf dem mathematischen Modell). Ohne die genauen Ursachen der 

erhöhten Adhäsion zu kennen, kann man dennoch darauf schließen, dass die verbesserte 

Adhäsion der Jurkat T-Zellen auf eine höhere Avidität des P-Selektins zum veränderten PSGL-1 

zurückzuführen sein muss. Dies ergibt sich aus der Beobachtung, dass das immobilisierte P-

Selektin nur an PSGL-1 auf den Jurkat T-Zellen bindet, was durch den Einsatz des blockierenden 

Antikörpers KPL1 als Kontrolle gezeigt wird (Abb. 23). Folglich kommt es möglicherweise in der 

Folge des verstärkten Einbaus von Neuraminsäure und aufgrund der hydrophoben Seitenketten 

der Neuraminsäure zu einer verstärkten Bindung von P-Selektin an PSGL-1. Dies konnte für 

MNAc und MNProp bereits von anderen Arbeitsgruppen beobachtet werden [114]. 

Supplementiert man HL-60 Zellen mit diesen beiden Monosacchariden, kommt es im Vergleich 

zu Kontrollzellen unter statischen Bedingungen zu einer vermehrten Adhäsion der Zellen sowohl 

an P- als auch an E-Selektin. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Oberflächenexposition des 

sLex-Motivs durch die Supplementation mit den beiden Monosacchariden stark erhöht war. Das 
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verwendete MNProp bewirkte im Vergleich zu MNAc einen starken Effekt auf die Präsentation 

des sLex-Motivs. In derselben Arbeit wurde weiterhin gezeigt, dass die Expression des PSGL-1 

nicht durch die Mannosamin-Vorläufer beeinflusst wurde. Dies steht im Widerspruch mit den 

hier gezeigten Daten, da die Durchflusscytometrie zeigte, dass die Oberflächenexposition des 

PSGL-1 durch die Supplementation verändert wurde (Abb. 22). Es ist allerdings denkbar, dass die 

hier verwendete T-Zelllinie Jurkat anders auf die Supplementierung mit den Vorläufer-

Monosacchariden reagiert als HL-60 Zellen. 

In einem zweiten Teil der Untersuchung wurden K562-Zellen, die L-Selektin stabil auf der Zell-

oberfläche exprimieren (K562 LLL-Zellen), mit den Mannosamin-Vorläuferderivaten behandelt 

und die Interaktion der Zellen mit dem gereinigtem und immobilisierten Liganden PSGL-1 unter 

Flussbedingungen untersucht. Hierbei wurden die Glykane des L-Selektins modifiziert. Ziel war 

es zu untersuchen, ob die Modifikationen der Glykosylierung des Rezeptors die Liganden-

bindung beeinflusst. 

Die Untersuchungen der Zellen mittels Durchflusscytometrie zeigten, dass es zu keiner 

Veränderung der Oberflächenexpression von L-Selektin nach der Supplementierung mit den 

Vorläufern peracMNAc, peracMNProp und peracMNCycloProp gekommen ist (Abb. 26). Dies ist 

ein deutlicher Unterschied gegenüber den zuvor verwendeten Jurkat T-Zellen, bei denen die 

Expression des PSGL-1 nach der Supplementierung verändert wurde. Ähnlich wie bei den Jurkat 

T-Zellen kam es in den K562 LLL-Zellen nach Supplementierung mit den Vorläufern zu einer 

Erhöhung des Gesamtgehalts an Sialinsäuren (Abb. 25). In Analogie zu den Jurkat T-Zellen war 

auch bei den K562 LLL-Zellen der Effekt nach Supplementierung mit peracMNAc um ein 

Vielfaches stärker als nach Supplementierung mit peracMNProp oder peracMNCycloProp. 

Es zeigte sich, dass die Supplementierung mit den Mannosamin-Vorläuferderivaten einen 

deutlichen Einfluss auf die Rezeptor–Ligand-Interaktion unter Flussbedingungen ausübt, obwohl 

die Glykane von L-Selektin, nach gegenwärtigem Stand des Wissens, nicht direkt an der Bindung 

beteiligt sind. Die mit den Vorläuferderivaten behandelten K562 LLL-Zellen wiesen dabei einen 

deutlich geringeren Flux als die entsprechenden Kontrollzellen auf (Abb. 27), was bedeutet, dass 

die supplementierten Zellen in diesen Versuchen weniger rollen. Dieser Effekt war bei den 

beiden artifiziellen Mannosamin-Vorläufern stärker ausgeprägt als bei Verwendung des 

natürlichen Derivates, wobei die Zellen nach Inkubation mit peracMNCycloProp den geringsten 
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Flux aufwiesen. Das Rollverhalten und die Geschwindigkeit der rollenden Zellen wurde durch die 

Supplementation nicht beeinflusst (Abb. 28). 

Bis heute ist nicht bekannt, ob die Glykane von L-Selektin direkt oder indirekt an der 

Ligandbindung beteiligt sind. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen daraufhin, dass die 

Glykane zumindest einen modulierenden Einfluss auf die Bindung ausüben. Dieser Einfluss 

könnte durch eine verstärkte Abstoßung zwischen Ligand und L-Selektin aufgrund vermehrter 

negativer Ladungen der Glykane hervorgerufen werden. Auf der zellulären Ebene könnte dies 

durch die erhöhte Sialylierung der Oberflächenproteine der Zelle und des an der Bindung 

beteiligten L-Selektins hervorgerufen werden. In Oberflächenplasmonresonanz-Untersuchungen 

konnte gezeigt werden, dass rekombinantes L-Selektin, das nach Supplementierung mit MNAc 

isoliert wurde, eine höhere Sialylierung und eine niedrigere Affinität zum synthetischen 

Minimalliganden sTyr/sLex-PAA aufweist als L-Selektin aus nicht-supplementierten 

Kontrollzellen [113]. Allerdings kann der hohe Sialylierungsgrad nicht die alleinige Ursache für 

die beobachtete Veränderung des Fluxs sein (Abb. 27), da die mit peracMNAc supplementierten 

Zellen zwar eine deutlich höhere Sialylierung jedoch eine nicht so starke Änderung im Flux 

aufweisen als die mit den artifiziellen Mannosamin-Derivate supplementierten Zellen. Daher hat 

möglicherweise auch die Sturktur der Sialinsäure-Derivate, die bei Supplementierung mit den 

Mannosamin-Vorläufern enstehen, einen Einfluss auf die L-Selektin-Funktion. Da die Glykane 

nach heutigem Wissen nicht an der L-Selektin–PSGL-1-Interaktion direkt beteiligt sind, ist es 

denkbar, dass sie modulierend auf die korrekte Präsentation der Bindungsdomäne wirken. Da 

solch ein Einfluss für die EGF-like Domäne von Selektinen nachgewiesen werden konnte [63, 64], 

ist es vorstellbar, dass die bis zu sieben Glykane des L-Selektins ebenfalls an der Ausrichtung der 

Bindungsdomäne beteiligt sind. In unserer Arbeitgruppe konnte gezeigt werden, dass sich die 

Bindungsaffinitäten von Glykosylierungsmutanten von L-Selektin gegenüber dem Minimal-

liganden sTyr/sLex-PAA verringern, je mehr Glykane das L-Selektin trägt [126]. Dies zeigt 

ebenfalls, dass die Glykane des L-Selektins modulierend auf die Interaktion mit dem Liganden 

einwirken. Da die Glykosylierung von Proteinen zahlreichen Einflüssen unterworfen ist und bei 

Entzündung gesetzmäßige Veränderungen aufweist [127], übt die Glykosylierung 

möglicherweise eine physiologischen Regulationsfunktion auf die Diapedese durch L-Selektin 

aus. 
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4.1.2 Untersuchungen zur Inhibition der Funktion von L-Selektin durch 

dendritische Polyglycerolsulfate 

dPG2 kDaS23, dPG6 kDaS67 und dPG480 kDaS5185 gehören zur Gruppe der dendritischen 

Polyglycerolsulfate, die erstmalig als Heparin-Analoga beschrieben wurden [97]. Da sie 

hochsulfatiert sind und Sulfate bei der Selektin–Ligand-Bindung ein entscheidendes Bindungs-

epitop darstellen, wurden diese drei dPGS-Varianten in der vorliegenden Arbeit als potentielle 

Inhibitoren der L-Selektin–Ligand-Interaktion untersucht. 

Die Untersuchungen in der Flusskammer zeigen klar, dass dPG6 kDaS67 und dPG480 kDaS5185 die 

Bindung von L-Selektin an PSGL-1 hemmt. Die Analyse des Flux der Nalm6 LLL-Zellen zeigt bei 

diesen beiden Substanzen eindeutig eine konzentrationsabhängige Inhibition der L-Selektin-

Wechselwirkung mit dem Liganden PSGL-1 (Abb. 37). Dabei konnte ein IC50-Wert von 5 × 10−6 M 

für dPG6 kDaS67 bzw. von 8 × 10−9 M für dPG480 kDaS5185 ermittelt werden (Abb. 40). Die kleinere 

Verbindung dPG2 kDaS23 wies hingegen keinerlei inhibitorische Wirkung auf. Neben dPGS 

hemmen weitere funktionalisierte dendritische Polyglycerole die Selektin–Ligand-Bindung. So 

konnte gezeigt werden, dass mit Galaktose funktionalisiertes Polyglycerol die Bindung mit 

einem IC50-Wert von 70 nM hemmt. Eine Sulfatierung der Galaktose verstärkt die Inhibition, für 

die ein IC50-Wert von etwa 1 nM ermittelt wurde [98]. Diese Werte wurden allerdings mittels 

Oberflächenplasmonresonanz bestimmt und sind daher nicht mit den hier in der FC ermittelten 

Ergebnissen vergleichbar. Untersucht man die Inhibition der hier verwendeten sulfatierten 

Polyglycerole auf die L-Selektin–Ligand-Bindung mittels Oberflächenplasmonresonanz, erhält 

man IC50-Werte im mittleren nano- bis unteren picomolaren Bereich [128]. Diese mittels 

Plasmonresonanz ermittelten niedrigeren IC50-Werte lassen sich möglicherweise dadurch 

erklären, dass in der FC aufgrund der hohen Zellzahl deutlich mehr L-Selektin vorhanden ist, das 

geblockt werden muss. 

Heparin zeigte bei der Messung der Inhibition mittels Plasmonresonanz einen IC50-Wert von 

etwa 12 µM, der somit deutlich über den Werten liegt, die für die dendritischen Polyglycerole 

ermittelt wurden. Dies zeigt, welch wirksame Inhibitoren dPGS bei der Inhibition der L-Selektin–

Ligand-Interaktion sind. Die Erhöhung der Rollgeschwindigkeit (Abb. 38) ist ein Resultat der 

Bindung der dendritischen Polyglycerolsulfate an L-Selektin. Da aufgrund dieser Bindung nur ein 
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Teil der L-Selektine für eine Interaktion mit PSGL-1 zur Verfügung steht, führt der verminderte 

Kontakt mit dem Liganden zu einer Erhöhung der Geschwindigkeit der rollenden Zellen. 

Das dPGS-Derivat dPG6 kDaS67 konnte bereits erfolgreich in zwei Entzündungsmodellen, der 

Kontakt-Dermatitis und dem Komplement-Aktivierungsmodell der Maus, getestet werden. 

Dabei wurde gezeigt, dass dPGS am Entzündungsherd angereichert wurde und eine starke anti-

inflammatorische Wirkung entfaltet. Bis 30 mg/kg Körpergewicht konnte keine cytotoxische 

Wirkung festgestellt werden [99]. Da bei diesen in vivo-Experimenten nur dendritisches Poly-

glycerolsulfat mit einem 6000 Da Kern / Gerüst, welches mit dem dPG6 kDaS67 vergleichbar ist, 

untersucht wurde, wäre es interessant, die in der vorliegenden Arbeit charakterisierten beiden 

weiteren dendritischen Polyglycerolsulfate ebenfalls in vivo zu testen. 

4.1.3 Inhibition der L-Selektin-Funktion in Anwesenheit durch DNA-Aptamere 

DNA- oder RNA-Aptamere sind kurze einzelsträngige Oligonukleotide, die aufgrund ihrer 

Struktur spezifisch an bestimmte Liganden binden können [129, 130]. Sie sind leicht zu 

modifizieren, sind in vivo therapeutisch wirksam und weisen nur geringe Nebenwirkungen auf 

[131-133]. Aptamere sind zwar anfällig gegenüber Nucleasen und werden rasch renal 

ausgeschieden, allerdings kann ihre Halblebenszeit durch chemische Modifikationen mit 

Aminoalkyl-Linkern oder Polyethylenglykol (PEG) drastisch verlängert werden [134-136]. 

Mittlerweile werden verschiedene DNA- bzw. RNA-Aptamere in klinischen Studien untersucht 

und finden in der Medizin Anwendung wie z.B. Pegaptanib bei altersbedingter Makular-

degeneration oder ARC1779 beim Moschcowitz-Syndrom (klinische Phase II) [131]. 

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Aptamer basiert auf einem bereits 1996 erstmals 

synthetisierten L-Selektin-spezifischen DNA-Aptamer [101]. Durch Struktur-Wirkungs-

untersuchungen konnte das ursprünglich 40 Nukleotide umfassende Aptamer auf 28 Basen 

verkürzt werden. Diese verkürzte Variante zeigt in Bindungsstudien mittels Plasmonresonanz-

spektroskopie gegenüber dem ursprünglich beschriebenen Aptamer einen nur leicht erhöhten 

IC50-Wert (unveröffentlichte Daten). Es weist jedoch Vorteile bei der Multimerisierung auf. Das 

verwendete dimere Aptamer basiert auf diesem verkürzten Aptamer, wobei zwei monomere 

Einheiten des Aptamers durch neun Adenosine miteinander verknüpft sind. Die 

Untersuchungen zeigen, dass beide Aptamer-Varianten die Bindung von L-Selektin an den 
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Liganden PSGL-1 konzentrationsabhängig inhibieren. Dabei wies das Monomer verglichen mit 

dem Dimer mit einem IC50-Wert von 6 × 10−7 M (Abb. 40) die geringere inhibitorische Wirkung 

auf. Dieser IC50-Wert liegt deutlich unter dem in der Literatur beschriebenen IC50-Wert von 

3 µM. Bei dieser Konzentration konnte eine 50 %ige Inhibition der Bindung von Neutrophilen an 

aktivierte human umbilical vein endothelial cells und eine 70 %ige Inhibition der 

entsprechenden Bindung von peripheral blood mononuclear cells erreicht werden [101]. Das 

hier verwendete monomere Aptamer zeigt schon bei etwa 1 µM eine 70 %ige inhibitorische 

Wirkung der Bindung von K562 LLL-Zellen an PSGL-1 in der FC. Gegenüber dem monomeren 

Aptamer wies die dimere Varianten eine deutliche Steigerung dieser Inhibition auf. Dabei lag 

der IC50-Wert um das 50fache unter dem der monomeren Variante. Der in der vorliegenden 

Arbeit ermittelte IC50-Wert von 12 × 10−9 M für das Dimer ist deutlich niedriger, als der für ein 

dimeres L-Selektin Aptamer in der Literatur beschriebene Wert von 1 µM [137]. Das von dieser 

Arbeitsgruppe verwendete dimere Aptamer bestand aber aus 39 Basen pro monomerer 

Variante und wurde über einen Linker bestehend aus 18 Oligonukleotiden dimerisiert. 

Weiterhin wurde dabei die Neutrophilen-Neutrophilen-Interaktion untersucht, so dass die IC50-

Werte nicht ohne weiteres vergleichbar sind. 

Die verstärkende Wirkung durch die Dimerisierung der in dieser Arbeit verwendeten Aptamere 

auf die Inhibition der L-Selektin–Ligand-Bindung konnte auch mittels der Plasmonresonanz 

gezeigt werden. Dabei wies das Dimer gegenüber dem Monomer einen 26fach niedrigeren IC50-

Wert auf (unveröffentlichte Daten). 

Der Einfluss einer monomeren Variante des L-Selektin Aptamers auf die Rezirkulation von 

Lymphozyten in periphere Lymphknoten wurde im Mausmodell untersucht. Dabei konnte ein 

ED50 (effektive Dosis)-Wert von 80 pmol/kg Körpergewicht ermittelt werden [102]. 

Untersuchungen zur inhibitorischen Wirkung dimerer Aptamere in solch einem System der 

Lymphozytenrezirkulation liegen bislang noch nicht vor. 
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5 Zusammenfassung 

Im Rahmen der angeborenen Immunreaktion kommt es zum Austritt aktivierter Leukozyten aus 

dem Blutstrom in entzündetes Gewebe. Bei der Auswanderung (Extravasation) werden 

Leukozyten zuerst eingefangen und verlangsamt (initialer Kontakt), um anschließend auf dem 

Gewebeendothel zu rollen, fest zu adhärieren und schließlich durch das Endothel hindurch zu 

wandern, um den Entzündungsherd zu erreichen. Diese gezielte Auswanderung ist ein 

physiologischer Prozess. Da es durch Persistenz des Antigens bei chronischen Erkrankungen zu 

einem unkontrollierten Auswandern der Leukozyten mit der Folge eines sekundären 

Gewebeschadens kommt, ist die Möglichkeit der gezielten Hemmung der Extravasation von 

großem medizinischen Interesse. Ein möglicher Ansatzpunkt ist dabei die Modulierung der L-

Selektin–Ligand-Interaktion, da L-Selektin, das konstitutiv auf Leukozyten exprimiert wird, eine 

entscheidende Rolle während des initialen Kontaktes der Leukozyten mit dem Endothel spielt. 

Diese Interaktion wird durch Bindung der Lektindomäne des L-Selektins an sLex-Motive und 

Sulfatgruppen endothelialer Liganden vermittelt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die L-Selektin–Ligand-Interaktion auf zwei verschiedenen 

Wegen moduliert, wobei für die Interaktionsstudien initial ein Flusskammer-Assay etabliert 

wurde, mit dem erfolgreich die Zell / Ligand-Interaktion quantifiziert werden konnte. 

Erstens wurden in intakten Zellen die Neuraminsäurereste der zellulären Glykoproteine durch 

Behandlung der Zellen sowohl mit dem natürlichen Mannosamin-Vorläuferderivat peracMNAc, 

als auch mit den artifiziellen Derivaten peracMNProp und peracMNCycloProp verändert. In 

diesen modifizierten Zellen wurde untersucht, ob die veränderte Sialylierung zu einer 

veränderten Interaktion zwischen Selektinen und dem Liganden PSGL-1 kommt. 

Die Untersuchungen zeigten, dass es bei allen Behandlungen zu einer Hypersialylierung der 

Zellen kam, wobei die Behandlung mit peracMNProp bzw. peracMNCycloProp zum Einbau der 

strukturell veränderten Neuraminsäure N-Propanoylneuraminsäure bzw. N-Cyclopropyl-

carbonyl-Neuraminsäure führte. Weiterhin konnte eine verstärkte Adhäsion der PSGL-1-

exprimierenden Zellen an den Liganden P-Selektin nach Supplementierung gemessen werden, 

die durch den Einbau der artifiziellen Sialinsäuren noch verstärkt wurde. Dahingegen zeigten die 
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entsprechend behandelten L-Selektin-exprimierenden Zellen aufgrund der Hypersialylierung 

eine verminderte Interaktion mit dem Liganden PSGL-1. Durch die Behandlung mit den 

artifiziellen Derivaten kam es dabei zu einer weiteren Verminderung der Interaktion mit PSGL-1. 

Zweitens wurden unterschiedliche potentielle L-Selektin-Inhibitoren zur Modulation der 

Interaktion verwendet: zwei L-Selektin-Aptamere, welche sich in der Anzahl der Bindungs-

domäne unterschieden (Monomer und Dimer) und drei Vertreter aus der Gruppe der 

dendritischen Polyglycerolsulfate (dPG2 kDaS23, dPG6 kDaS67 und dPG480 kDaS5185), die sich in der 

Größe des Polyglycerolgerüstes und in der Anzahl der funktionalisierten Sulfate unterschieden. 

Die dendritischen Polyglycerolsulfate zeigten eine inhibitorische Wirkung auf die L-Selektin–

Ligand-Interaktion, wobei sich die gewünschte inhibitorische Wirkung in Abhängigkeit der 

Anzahl bindungsrelevanter Sulfate einstellte. So konnte eine eindrucksvolle Verbesserung der 

Inhibition bei Verwendung von dPG480 kDaS5185 um das 1000fache gegenüber dPG6 kDaS67 erzielt 

werden. Damit konnte gezeigt werden, dass eine multivalente Präsentation der Bindungs-

epitope eine entscheidende Rolle für die Bindung an L-Selektin spielt. Die Bindungsstudien an 

den DNA-Aptameren konnten dieses Ergebnis untermauern, da die dimere Präsentation des 

Bindungsepitops zu einer 50fachen besseren inhibitorischen Wirkung gegenüber dem 

monomeren Aptamer führt. 

Diese Resultate zeigen eindeutig, dass eine gezielte Modulation der L-Selektin–Ligand-

Interaktion möglich ist und dass mit den dendritschen Polyglycerolsulfaten und den DNA-

Aptamer-Varianten neuartige Inhibitoren charakterisiert wurden, die das Potential für eine 

therapeutische Anwendung besitzen. 
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6 Abstract 

During inflammation leukocytes exit the bloodstream into the site of inflammation 

(extravasation). Therefore, free floating cells are captured by endothelial ligands, slowed down 

by transient interactions (initial contact) and start rolling on the vascular endothelium and 

attach firmly to pass through the endothelium and to finally access the center of inflammation. 

This is a desired process during the innate immune response, but in chronic diseases 

extravasation of leukocytes is misregulated and leads to tissue damage. Therefore, it is desirable 

to regulate the uncontrolled leukocyte migration, e.g. by modulation of the L-selectin–ligand 

interaction. L-selectin, which is constitutively expressed on leukocytes, plays an important role 

for the initial contact of leukocytes to the endothelium. The binding of L-selectin depends on 

the interaction of its lectin domain to the endothel ligands containing the sLex-motif and sulfate 

groups. 

In the present study, the modulation of the L-selectin–ligand interaction was studied in two 

different ways. Initially a flow chamber assay was established to quantify the cell / ligand 

interaction under defined conditions. 

In a first step the neuraminic acids of glycoproteins of intact cells were modified by 

incorporation of the natural mannosamine derivative peracMNAc and the unnatural derivatives 

peracMNProp and peracMNCycloProp. These modified cells were examined concerning the 

changes in the interaction between selectins and their ligand PSGL-1. 

Analyses confirmed the successful incorporation of the sialic acid derivatives and therefore the 

hypersialylation of the cells. The treatment with the unnatural derivatives peracMNProp and 

peracMNCycloProp lead to the integration of the artificial neuraminic acids N-propanoyl 

neuraminic acid and N-cyclopropylcarbonyl neuraminic acid into the glycan structures. The 

modifications lead to improved adhesion of PSGL-1 expressing cells to P-selectin due to a higher 

incorporation of sialic acids and its derivatives in glycan structures. In contrast, the modification 

of the L-selectin glycans with the sialic acid derivatives leads to a reduced interaction of L-

selectin expressing cells with the ligand PSGL-1. 
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The second way to modulate L-selectin interactions relied on different potential inhibitors: 

three different dendritic polyglycerol sulfates (dPG2 kDaS23, dPG6 kDaS67 and dPG480 kDaS5185), which 

differed in the size of the polyglycerol core and in the amount of sulfate groups, and two L-

selectin-aptamers, which differed in the presentation of the L-selectin specific binding epitop 

(monomer and dimer). 

The application of the polyglycerol sulfates showed significant inhibition dependent on the 

amount of the binding sulfates on the L-selectin-ligand interaction. This work demonstrates thus 

an impressive 1000-fold stronger inhibition by dPG480 kDaS5185 compared to dPG6 kDaS67. This 

reflects the important role of multivalent presentation of the binding epitopes for the L-

selectin–ligand interaction. The interaction studies with the DNA-aptamers confirmed this 

observation. Compared to the monomeric aptamer, the dimeric epitope presentation shows a 

50-fold (dimer-flex) better inhibition. 

These results clearly demonstrate the possibility to modulate the L-selectin-ligand interaction 

specifically and present the dendritic polyglycerol sulfates and DNA-aptamer variants as novel 

inhibitors with the potential for a successful therapeutic application. 
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8 Abkürzungen 

APS   Ammoniumperoxodisulfat 

BSA   bovine serum albumin 

COPD   chronisch-obstruktive Lungenerkrankung 

dPGS   dendritisches Polyglycerolsulfat 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

ECL   enhanced chemiluminescence 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF   epidermal growth factor 

ESAM   endothelial cell-selective adhesion molecule 

ESL-1   E-selectin ligand-1 

FC   Flusskammer 

FCS   fetal calf serum 

FoV   field of view 

Fuc   Fucose 

G418   Geneticin 

Gal   Galaktose 

GlcNAc   N-Acetylglucosamin 

GlyCAM-1  glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1 

HBSS   Hank's balanced salt solution (mit 1.26 mM Ca2+) 

HRP   horseradish peroxidase 

ICAM-1 (2)  intracellular adhesion molecule-1 (2) 

IgG   Immunglobulin G 

JAM   junctional adhesion molecule 

LFA-1   lymphocyte function-associated antigen-1 

Mac-1   macrophage-1 antigen 

MAPK   mitogen-activated protein kinase 

MNAc, ManNAc  N-Acetylmannosamin 

MFI   mean fluorescence intensity 
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MNCycloProp  N-Cyclopropylcarbonylmannosamin 

MNProp   N-Propanoylmannosamin 

Neu5Ac   N-Acetylneuraminsäure 

PAA   Polyacrylamid 

PBS+/+   phosphate buffered saline (mit 0.89 mM Ca2+) 

PE   Phycoerythrin (Emission bei 575 nm) 

PECAM-1  platelet / endothelial-cell adhesion molecule-1 

perac   peracetyliert 

PSGL-1   P-Selektin Glykoproteinligand-1 

RPMI 1640  Roswell Park Memorial Institute 1640 

scr   short consensus repeat 

sLex   sialyl Lewis X 

sTyr/sLex-PAA  sulfo Tyrosin / sialyl Lewis X-Polyacrylamid 

Syk   spleen tyrosine kinase 

TBS   Tris buffered saline 

TBST   TBS mit Tween 20 

TBE   Tris / Borat / EDTA 

TEMED   Tetramethylethylendiamin 

TMB   Tetramethylbenzidin 

TNFα   tumor necrosis factor α 

Tris   Tris-hydroxymethylaminoethan 

Triton-X 100  T-octylphenoxypolyethoxyethanol 

Tween 20  Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 

VCAM-1   vascular cell adhesion molecule-1 

VLA-4   very late antigen-4 

x × g  x-faches der Erdbeschleunigung 
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9 Anhang 

Der shear stress τ ist eine physikalische Größe, welche von der Flussrate φ und den 

Dimensionen des Flusskanals abhängt, wobei φ abhängig von der Viskosität der Lösung und vom 

angelegten Druck ist. τ wird in dyn/cm² und φ in ml/min angegeben. 

Da wässrige Lösungen sogenannte Newtonsche Flüssigkeiten sind, besteht eine lineare 

Beziehung zwischen dem shear stress τ und der Flussrate φ, die durch die 

Proportionalitätskonstante η (dynamische Viskosität) beschrieben wird: 

 

mit  

wobei  für die shear rate, v für die Strömungsgeschwindigkeit und y für die Ortskoordinate 

normal zur Wand steht. In der hier verwendeten Flusskammer µ-Slide VI von der Firma ibidi 

lässt sich dieser Zusammenhang wie folgt darstellen: 

τ [dyn/cm²] = 1.761 φ [ml/min] 

Dies bedeutet nichts anderes, als dass die Flussrate auf 0.57 ml/min eingestellt werden muss, 

um einen shear stress von 1 dynes/cm² zu erhalten. In Abb. 41 ist dieser Zusammenhang 

grafisch dargestellt: 

 
Abb. 41: Zusammenhang zwischen Flussrate und shear stress. Gezeigt ist der lineare Zusammenhang zwischen 
dem shear stress und der Flussrate in der Flusskammer µ-Slide VI von ibidi. 
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Betrachtet man das Strömungsprofil (Abb. 42), welches in einer Flusskammer besteht, erkennt 

man, dass der maximale shear stress im Zentrum zu finden ist (helle Bereiche). Er nimmt nach 

außen hin kontinuierlich ab und verschwindet zu den Ecken der Flusskammer (graue bis dunkle 

Bereiche). Dies zeigt, wie stark der shear stress von dem Aufbau des Flusskanals abhängig ist 

und wie entscheidend es ist, für die mikroskopischen Aufnahmen den korrekten Bildausschnitt 

zu wählen. Dies zeigt auch Abb. 43, in der dargestellt ist, wo in der Kammer ein homogener 

shear stress existiert. 

 

Abb. 42: Strömungsprofil in der Flusskammer. Dargestellt ist ein vertikaler Schnitt durch die Flusskammer, wobei h 
die Höhe und b die Breite der Kammer widerspiegelt. Schwarz steht für Bereiche mit der geringsten 
Geschwindigkeit und weiß für die maximale. Grau spiegelt die Abstufungen dazwischen wider (Abbildung von ibidi). 

 

Abb. 43: Homogener shear stress. In orange ist der Bereich dargestellt, in dem ein homogener shear stress 
vorhanden ist. Dies ist auch der Bereich, in dem man mikroskopische Aufnahmen durchführen sollte (Abbildung 
von ibidi). 
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