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1. Einleitung 

1.1. Immunität 

Während seines Lebens besitzt ein Mensch zwei Arten der Immunität gegen 

verschiedene Krankheitserreger, man spricht von einer angeborenen und einer 

adaptiven Immunität. Sowohl die angeborene als auch die adaptive Immunität hängt 

von weißen Blutzellen, den Leukozyten ab.  

1.1.1. Die angeborene Immunität  

Die angeborene Immunität wird zu einem großen Teil von den Granulozyten und 

Makrophagen getragen. Granulozyten enthalten viele Granula in ihrem Zytoplasma 

und wegen des unregelmäßig geformten Zellkerns nennt man sie auch 

polymorphkernige Leukozyten. Granulozyten unterscheiden sich in drei Arten: 

neutrophile, eosinophile und basophile Zellen. Neutrophile Zellen sind phagozytische 

Zellen und stellen die umfangreichste und wichtigste zelluläre Komponente des 

angeborenen Immunsystems dar. Eosinophile Zellen spielen eine wichtige Rolle bei 

der Abwehr von parasitischen Infektionen. Basophile Zellen tragen beim Schutz der 

Schleimhäute im Körper bei. Makrophagen sind phagozytische Zellen. Sie können 

zahlreiche verschiedene Pathogene sofort angreifen, denen sie vorher bereits einmal 

oder gar nicht begegnet sind.  

Das Komplementsystem ist Teil des angeborenen Immunsystems, das zur 

Verteidigung von Mikroorganismen (z. B. Bakterien, Pilzen und Parasiten) dient, es 

weist jedoch stark zerstörende Eigenschaften auf. Es gibt drei verschiedene 

Möglichkeiten, das Komplementsystem zu aktivieren: den klassischen Weg, den MBL-

Weg (Mannose-bindende Lektine) und den alternativen Weg. Bei dem klassischen 

Weg bindet zuerst Faktor C1 an einen Antigen-gebundenen Antikörper (IgG und IgM). 

Die Untereinheit C1q ist verantwortlich für diese Bindung. Danach werden die an C1q 

gebundenen Serin-Proteasen (C1r und C1s) aktiviert. Nach der Aktivierung der Serin-

Proteasen C1r und C1s werden sie von C2 in C2a und C2b und von C4 in C4a und 

C4b gespalten. C2a und C4b lagern sich an eine "C3-Konvertase" an (C4bC2a), 

welche die C3 in C3a und C3b spaltet. Anschließend bildet C4b2a3b die C5-

Konvertase, die C5 in C5a und C5b spaltet. C5b leitet die Bildung des Zelllyse- 

Komplexes ein. Die Aktivierung des MBL-Weges erfolgt durch die Bindung von 

Mannose auf der Oberfläche von Mikroorganismen, und aktiviert dann die MBL-
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assoziierten Serinproteasen (MASP-1, MASP-2 und MASP-3). Diese MBL-

assoziierten Serinproteasen katalysieren dieselben Reaktionen wie die 

Serinproteasen C1r und C1s im klassischen Weg. Bei dem alternativen Weg wird der 

Komplementfaktor C3 durch den spontanen Zerfall in C3a und C3b gespalten. Freies 

C3b bildet mit Faktor B eine C3-Konvertase C3bBb. Dieser Komplex kann C5 

aktivieren und somit die Auslösung des lytischen Komplexes induzieren.  

1.1.2. Die adaptive Immunität 

Die adaptive Immunität beruht auf den Lymphozyten, welche für eine lebenslange 

Immunität gegen den Krankheitserreger verantwortlich sind, mit dem sie einmal in 

Kontakt gekommen sind. Es gibt zwei Hauptgruppen von Lymphozyten: B- (B-Zellen) 

oder T-Lymphozyten (T-Zellen). Sie werden nach dem Ort ihrer Reifung benannt. T-

Zellen reifen im Thymus, während B-Zellen im Knochenmark reifen. B-Zellen 

differenzieren nach ihrer Aktivierung zu Plasmazellen, die Antikörper freisetzen.  

T-Zellen lassen sich in zwei Gruppen unterteilen, die eine differenziert zu 

zytotoxischen T-Zellen (TC) und entfernt infizierte Zellen, wohingegen die sogenannten 

T-Helfer-Zellen, andere Zellen wie B-Zellen oder Makrophagen aktivieren. An der 

Oberfläche der Lymphozyten gibt es extrem vielgestaltige Rezeptoren, wobei jeder 

Lymphozyt exakt einen Rezeptor besitzt, der für ein bestimmtes Antigen spezifisch ist. 

Aus diesem Grund können Lymphozyten eine große Vielfalt von Antigenen erkennen.  

Alle Blutzellen des Immunsystems, einschließlich der roten Blutkörperchen, der 

Blutplättchen und der weißen Blutzellen stammen aus den sogenannten 

hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark, die als pluripotente Stammzellen 

bezeichnet werden. Diese teilen und entwickeln sich zu Vorläuferzellen für die zwei 

Linien der Blutzellen: den myeloischen Zellen und den lymphatischen Zellen. Die 

myeloiden Vorläuferzellen sind die Vorstufe der Granulozyten und Makrophagen. 

Makrophagen sind die gereifte Form der Monozyten, die im Blutkreislauf zirkulieren 

und zu Makrophagen differenzieren, sobald sie in das Gewebe eintreten.  

Phagozytose durch Makrophagen ist die erste Verteidigungslinie gegen fremde 

Mikroorganismen im angeborenen Immunsystem. Mittels der Oberflächenrezeptoren 

können Makrophagen bakterielle, pilzliche und virale Mikroorganismen erkennen und 

binden. Wenn dies geschieht, beginnen Makrophagen, die Mikroorganismen 

aufzunehmen und Zytokine freizusetzen. Diese Zytokine binden an Rezeptoren in 
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anderen Zellen und beeinflussen somit das Verhalten dieser Zellen. Die Zytokine, die 

von Phagozyten nach einer Begegnung mit Mikroorganismen freigesetzten wurden, 

induzieren die Entzündungsreaktion. An der Infektionsstelle erhöhen die Zytokine die 

Durchlässigkeit der Gefäßwand, damit Protein und Flüssigkeit in das Gewebe 

gelangen können. Diese Zytokine führen zur Erhöhung der Adhäsionskraft des 

Gefäßwandendothels, so dass dort zirkulierende Leukozyten haften bleiben und 

hindurch gelangen. Die vorherrschenden Zelltypen in der ersten Phase einer 

Entzündungsreaktion sind neutrophile Zellen und Makrophagen, und werden daher als 

Entzündungszellen bezeichnet. In einer späteren Phase kommen die Lymphozyten 

zum Einsatz. Die Aktivierung der Lymphozyten findet erst in den Lymphknoten statt, 

nachdem sie mit Antigenen in Kontakt gekommen sind, welche von 

Antigenpräsentierenden Zellen (APC) in die Lymphknoten transportiert wurden.  

1.2. Entzündung 

Eine Entzündung ist eine lokale und systemische biologische Reaktion von 

Körpergeweben auf schädliche Reize, wie z. B. Pathogene oder geschädigte Zellen, 

und ist eine schützende Immunantwort an deren Immunzellen, wobei Blutgefäße und 

molekulare Mediatoren beteiligt sind. Die Funktionsweise einer Entzündung ist es die 

Reizstoffe, geschädigte nekrotische Zellen oder Krankheiterreger aus dem Gewebe zu 

entfernen und die Regeneration des Gewebes zu initiieren.  

Die klassischen Anzeichen einer Entzündung sind die Rötung, das Anschwellen, der 

Schmerz und die Wärme. Die Rötung wird durch die erhöhte Durchblutung und 

Einwanderung von Erythrozyten in die entzündeten Stellen verursacht. Das 

Anschwellen erfolgt durch die Erhöhung der Durchlässigkeit des Blutgefäßes, so dass 

sich Gewebs-Flüssigkeiten, Plasmaproteine, Erythrozyten und Leukozyten 

ansammeln. Der Schmerz wird durch Sekretion von Schmerz-Botenstoffen, 

sogenannten Metaboliten und Zytokinen induziert, die die Nervenzellen stimulieren. 

Die Wärme wird durch eine erhöhte Durchblutung und von Leukozyten freigesetzten 

Chemokinen verursacht.  

Die Entzündung ist nicht völlig spezifisch für die Elimination von Pathogenen oder  

Zelltrümmern, es kann auch das gesunde Gewebe schädigen. Dies steht im 

Vordergrund bei chronischen Entzündungen. Analog zu Autoimmunerkrankungen bzw. 

Allergien, können Entzündungen problematisch werden, wenn sie sich gegen 



  Einleitung 

4 

körpereigenes Gewebe oder harmlose Umweltreize richten. Häufige Erkrankungen, 

die mit einer Entzündung einhergehen, sind beispielsweise Arteriosklerose, 

Rheumatoide Arthritis, Lupus Erythematosus oder sogar Krebs [1]. Bei diesen 

Krankheiten sind eine Vielzahl von Proteinen an der Entzündung beteiligt [1]. Deshalb 

sind Entzündungen von großer Bedeutung in der Medizin und antientzündliche 

Therapien werden im klinischen Bereich immer mehr eingesetzt. 

1.2.1. Selektin und Entzündung 

Die Entzündung wird zunächst durch Freisetzung von Leukozyten aus den 

Blutgefäßen ins Gewebe eingeleitet. Dies wird als Leukozyten-Extravasation genannt 

wobei es zu einer Adhäsionskaskade von Leukozyten mit dem Endothelzellen kommt, 

die sich in sieben Schritte unterteilen lässt: 1) initialer Kontakt, 2) schnelles Rollen, 3) 

langsames Rollen, 4) feste Adhäsion, 5) Verstärkung der Adhäsion und Abflachen, 6) 

intravaskuläres Kriechen und 7) para- oder transzelluläre Migration [2]. An diesem 

Prozess sind zahlreiche Liganden, ihre Rezeptoren und Zytokine beteiligt [2]. 

Die Wechselwirkung zwischen Selektinen und ihren Liganden wird durch den initialen 

Kontakt und das Rollen induziert. Die Familie der Selektine hat drei Mitglieder: L-

Selektin, welches auf Leukozyten exprimiert wird, und P-(Plättchen)-  und E-

(Endothel)-Selektin, welche auf den Plättchen, bzw. Endothelzellen exprimiert werden. 

L-(Leukozyten) Selektin wird im Gegensatz zu P- und E- Selektinen konstitutiv auf 

Leukozyten exprimiert und funktionsfähig, wohingegen P- und E -Selektine nur nach 

Induktion durch Entzündungs-Mediatoren auf der Zelloberfläche exprimiert werden. 

Folgende Liganden wurden als potentielle L-Selektinliganden erkannt: CD34 [3], 

GlyCAM-1 (Glycosylation-Dependent Cell Adhesion Molecule-1) [4], Podocalyxin [5] 

und Endomucin [6] sowie PSGL-1 (P-Selektin Glykoprotein Ligand-1) [7]. P- und E-

Selektin interagieren ebenfalls mit dem Liganden PSGL-1 [8], aber mit geringerer 

Affinität wie mit L-Selektin, sowie mit dem E-Selektin Ligand-1 (ESL-1) [9] und CD44 

[10] auf der Oberfläche von Leukozyten.  

Die Leukozyten rollen dabei entlang eines Konzentrationsgradienten zum Ort der 

höchsten Chemokinkonzentration, die während der Entzündung erzeugt wird. Sowohl 

die Selektin-vermittelte Leukozyten-Endothel-Interaktion, als auch die Bindung von 

Chemokinen an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) führen zur Aktivierung der 

Leukozyten. Dadurch werden die Gestalt und die Zusammensetzung der 
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Oberflächenmoleküle der Leukozyten verändert. L-Selektin wird nach Aktivierung 

abgespalten, was als "Shedding" bezeichnet wird. Die Integrine (Membranproteine) 

werden zeitgleich aktiviert, bzw. hochreguliert. Danach kommen Leukozyten zu deren 

Polarisierung. Der erste Kontakt zwischen Leukozyten und Endothelzellen der 

Gefäßwand wird durch Selektine vermittelt, gefolgt vom Rollen und der Integrin-

vermittelten festen Adhäsion und Abflachen der Leukozyten am Endothel. Hierbei sind 

vor allem das ß1-Integrin very late antigen-4 (VLA4) und das ß2-Integrin lymphocyte 

function-associated antigen-1 (LFA-1) mit ihren Liganden vascular cell-adhesion 

molecule-1 (VCAM-1) und intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) aus der 

Superfamilie der Immunglobuline von großer Bedeutung [11-12]. Der letzte Schritt der 

Adhäsions-Kaskade: die Transmigration der Leukozyten auf dem Endothel, wird durch 

Interaktion von macrophage-1 antigen (MAC-1) mit ICAM-1 vermittelt [13]. Zusätzlich 

vereinfachen die leukozyteneigenen Proteasen den Durchtritt der Leukozyten durch 

das Endothel, indem sie die Bindungen der an den endothelialen Zell-Zellkontakten 

beteiligten Proteine lösen. Dies ermöglicht dann die Transmigration von Leukozyten 

durch das Endothel [14]. 

Ohne den oben bereits erwähnten Selektin-vermittelten ersten Kontakt zwischen 

Leukozyten und Endothelzellen kann keine Leukozytenextravasation erfolgen. 

Deswegen sind Selektine in der Entstehung von akut- und chronisch-entzündlichen 

Krankheiten involviert, was durch viele Studien bestätigt wurde [15]. So kann 

beispielsweise mittels monoklonaler Antikörper gegen L-Selektine die Extravasation 

von Neutrophilen in entzündetem Gewebe stark verringert werden [15]. In Selektin-

knockout Mäusen ist die Neutrophilen-Rekrutierung im entzündeten Gewebe 

unmöglich [16], daher kann die Hemmung von Selektinen zur antiinflammatorischen 

Therapie eingesetzt werden. 

1.2.2. Komplementsystem und Entzündung 

Die löslichen Komplementbestandteile sind nicht nur im Kreislauf, sondern auch in 

Körperflüssigkeiten und -geweben vorhanden, die bereit sind, Abwehrreaktionen 

auszulösen, die durch exogene (z. B. infektiöse Agenzien) oder endogene (z. B. 

Ischämie, Autoimmunität) Reize induziert werden und können ungeregelt für 

Gewebsschäden verantwortlich sein [17]. Komplementkomponenten, die im Plasma 

oder in Körperflüssigkeiten aktiviert werden, sind in der Regulierung aller Phasen einer 

akuten Entzündungsreaktion involviert, einschließlich der Veränderungen im 
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Gefäßfluss und Kaliber, der Zunahme der vaskulären Permeabilität, der Extravasation 

von Leukozyten und der Chemotaxis [18].  

Mastzellen sind im Bindegewebe rund um die Blutgefäße weit verbreitet und zählen zu 

den Ersthelfern bei Entzündungen. Anaphylatoxine setzen bei akuten allergischen 

Reaktionen durch Auslösung des Mastzellen-Zerfalls Histamin, Tumornekrosefaktoren 

(TNF)-Ŭ, neu synthetisierte Zytokine, Tryptasen, andere Proteasen und Chemokine 

frei, die Vasodilatation und Extravasation von Flüssigkeit verursachen [19]. 

Anaphylatoxine spielen im Prozess der Extravasation eine Rolle und beeinflussen 

direkt die Expression von Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen sowie Leukozyten.  

C3a und C5a werden als Anaphylatoxine bezeichnet und sind kleine Proteine, die bei 

der Aktivierung des Komplementsystems durch Spaltung aus größeren Vorläufern 

freigesetzt werden. C3a wirkt als ein Kostimulator des Lipopolysaccharide-Signaling 

zur Erhöhung der Expression von IL-6 in Mastzellen [20]. C5a hat die Fähigkeit, 

Genexpression und Proteinsynthese von TNF-Ŭ und Interleukin (IL-1ß) in Monozyten 

und Makrophagen zu induzieren [21]. C5a stimuliert in humanen Endothelzellen die 

Hochregulierung von Genen für Adhäsionsmoleküle, wie E-Selektin, intrazelluläres 

Adhäsionsmolekül-1, Gefäßzelladhäsionsmolekül-1 und IL-6 [22]. Eine Studie hat 

gezeigt, dass C5a ein Aktivator der Integrin-abhängigen Adhäsion und Transmigration 

von Eosinophilen und Neutrophilen ist [23]. Darüber hinaus nehmen Anaphylatoxine 

indirekt an diesem Prozess teil, indem sie TNF-Ŭ und IL-1ß-Expression induzieren. 

Diese zwei Zytokine scheinen während der Entzündung Hauptregulatoren der 

Adhäsions-molekülexpression sowohl an Leukozyten als auch am Endothel zu sein 

[17]. Während des Entzündungs-prozesses wandern Leukozyten entlang eines 

chemischen Gradienten von chemotaktischen Mediatoren zum Entzündungsherd und 

passieren die Blutgefäßwände. C5a weist gut etablierte chemotaktische Faktoren auf, 

die die Migration von Leukozyten direkt durch die Bindung an verwandte Rezeptoren 

beeinflussen, die auf Entzündungszellen exprimiert werden [14].  

Eine zusätzliche Eigenschaft von Anaphylatoxinen ist ihre Fähigkeit, die Synthese 

anderer chemotaktischer Faktoren zu induzieren. einschließlich Eicosanoiden und 

Chemokinen, zu induzieren, wie z.B. C5a stimulieren Maus-dermale mikrovaskuläre 

Endothelzellen, die mit IL-6 präpariert sind, um Monozyten-chemoattraktives Protein-

1 und Makrophagen-Entzündungsprotein-2 [25]. C3a und C5a sind potente 

Entzündungsmediatoren und C5b initiiert die Bildung des C5b-9-terminalen 
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Komplementkomplexes, der in bakterielle Zellwände eingebaut wird und die Lyse von 

Pathogenen, insbesondere gramnegativen Neisseria-Stämmen, induziert [19].  

1.3. Blutgerinnung 

Die Blutgerinnung auch als Hämostase bekannt, ist ein mehrschrittiger Prozess, 

welcher die bei Verletzungen der Blutgefäße entstehenden Blutungen stillt. Bei der 

Hªmostase wird zunªchst der Prozess ĂBlutstillungñ eingeleitet. Die Blutplªttchen 

(Thrombozyten) und die Wandzellen des betroffenen Blutgefäßes (Endothel- und 

glatte Muskelzellen) sowie das umliegende Bindegewebe sind an der Blutstillung 

beteiligt. Wenn ein Gefäß verletzt ist, verengt es sich, dann heften sich die 

Blutplättchen an Kollagenfasen (Thrombozytenadhäsion, die im Extrazellularraum 

zahlreich vorhanden sind und verkleben untereinander und schließen lose den den 

ersten Wundverschluss. Bei der sich anschließenden Blutgerinnung wird dieser 

Verschluss durch die Bildung von Fibrin-Fäden verstärkt. In diesem Fall kann die 

Blutgerinnung in zwei Wege unterteilt werden (intrinsischer und extrinsischer Weg). 

Dabei spielt die Aktivierung der im Blutplasma enthaltenen Gerinnungsfaktoren eine 

wichtige Rolle. 

Beim intrinsischen Weg werden die Thrombozyten nach Kontakt mit Kollagenaromen 

aktiviert und dann werden viele Haftstoffe wie Fibronectin und Thrombospondin 

freigesetzt. Dies führt zu einer Aggregation der Thrombozyten und zur Bildung eines 

weißen Thrombus [26]. Die aktivierten Thrombozyten können die Gerinnungsfaktoren 

XII und XI (Serinproteasen) aktivieren, die eine Gerinnungskaskade im intrinsischen 

System auslösen. Der extrinsische Weg wird durch Kontakt von Blut mit dem 

Gewebefaktor aus verletztem endothelialen Gewebe initiiert. Der freigesetzte 

Gewebefaktor bildet einen Komplex mit dem Faktor VII und aktiviert dann die 

Gerinnungskaskade. Sowohl bei dem intrinsischen als auch bei dem extrinsischen 

Weg wird am Ende der Kaskade die Faktor X aktiviert, der das Prothrombin in 

Thrombin spaltet. Das aktivierte Thrombin wandelt das Fibrinogen in Fibrin um. Durch 

Wirkung der Faktors XIII wird die Vernetzung von Fibrin zu einem Fibrinnetz katalysiert. 

Die roten Blutkörperchen werden in dem Fibrinnetz eingefangen, und ein roter 

Thrombus wird gebildet. Der Thrombus wird stabilisiert und Gerinnsel gebildet [27].  

Die Blutgerinnung spielt bei der Wundheilung eine wichtige Rolle. Im gesunden Körper 

werden die gebildeten Thromben durch Fibrinolyse wieder völlig aufgelöst. Eine 
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verstärkte Blutgerinnung ist für Menschen gefährlich, da das Blutgerinnsel im 

Blutgefäß eine sehr langsame Fließgeschwindigkeit hat und zu einem erhöhten 

Embolie-Risiko führen kann. Deswegen muss bei vielen Patienten die Blutgerinnung 

gehemmt werden, um eine Lungenembolie oder Herzrhythmusstörung zu vermeiden. 

Heparin wird zur medikamentösen Gerinnungshemmung in vivo häufig eingesetzt. Ab 

einer Kettenlänge von fünf Monosacchariden (drei D-Glucosamine und zwei D-

Glucoronsäure) wirken Heparine gerinnungshemmend. Entsprechend der 

Kettenbausteine besitzen Heparine viele negative Ladungen, über welche sie auch an 

Antithrombin III koppeln können. Dieser Komplex hemmt die aktivierte Faktor 

Thrombin und Faktor Xa. 

1.4. Tumor 

Ein Tumor zeichnet sich unabhängig von der Ursache durch Zunahme des 

Gewebevolumens aus. In der Medizin werden Tumore nach ihren Eigenschaften und 

Fähigkeiten in zwei Arten klassifiziert: gutartige und bösartige Tumoren. Gutartige 

Tumoren wachsen lokal begrenzt und bilden keine Tochtergeschwülste (Metastasen), 

können aber durch ihr bloßes Volumen das umliegende Gewebe verdrängen und 

damit schwere Probleme verursachen. Bösartige Tumore wachsen dagegen 

unbegrenzt in das umliegende Gewebe und schädigen daher den Organismus stärker 

als gutartige Tumore und wird in der Medizin als Krebs bezeichnet [28]. Krebs ist 

Haupttodesursache weltweit. Laut der Welt-Gesundheitsorganisation (WHO) 

erkrankten 2012 etwa 14 Millionen an Krebs, wovon 8,2 Millionen ihrem Krebsleiden 

erlagen [29]. Im Jahr 2012, waren bei den Männern Lungen-, Prostata-, Darm-, Magen- 

und Leberkrebs die fünf am häufigsten diagnostizierten Krebsarten, während es bei 

den Frauen Brust-, Darm-, Lungen-, Gebärmutternhals- und Magenkrebs war [29]. Es 

wird erwartet, dass die Zahl der jährlichen Krebsneuerkrankungen von derzeit 14 

Millionen bis auf 22 Millionen innerhalb der nächsten 20 Jahre ansteigen wird [29]. 

Deswegen ist die Forschung antitumoraler Therapien von größter wissenschaftlicher 

Bedeutung. 

1.4.1. Signalumsetzung von Tumorzellen 

Zelluläre Signalwege sind nicht voneinander isoliert, sondern miteinander gekoppelt, 

und bilden ein komplexes Signalnetzwerk. Zellen erhalten Informationen von vielen 

verschiedenen Wachstumsfaktorrezeptoren, von der Zellmatrix- und Zell-Zell-
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Kontakten. Sie müssen diese Informationen integrieren, um verschiedene Prozesse 

wie Proteinsynthese, Zellwachstum, Motilität, Zellarchitektur, Polarität, Differenzierung 

und programmierten Zelltod zu regulieren. Krebszellen sind genetisch instabil, sie 

können ihre Signalstoffe kontinuierlich verändern, um ihre Proliferation zu stabilisieren 

und dem Zelltod zu entkommen [30]. Obwohl ein Mutation-aktivierter Weg durch einen 

Inhibitor blockiert werden kann, können Tumorzellen diesem Weg durch Aktivierung 

anderer Wege ausweichen. Daher ist das Verständnis der Signalwege des Tumors 

sehr wichtig für die Entwicklung einer Tumortherapie. 

1.4.1.1. RAS-ERK Signalweg 

Der ERK (extrazellulär regulierte Kinase)-Signalweg ist der meist untersuchte MAPK 

(mitogen-activated protein kinase)-Signalweg und spielt insbesondere bei 

Tumorerkrankungen eine wichtige Rolle. Die wichtigsten signalübermittelnden 

Komponenten des MAPK-Signalwegs sind RAS (rat sarcoma), RAF (rat fibrosaroma), 

MEK (synonym MAPKK, Kinase der MAPK), und ERK. RAS ist ein mutationsaktiviertes 

Signalprotein, welches in verschiedenen humanen Krebszellen vorkommt. Der RAS-

ERK-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Integration externer Signale in der 

Anwesenheit von Mitogenen, wie dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), die das 

Zellwachstum und die Zellproliferation in vielen Säugerzelltypen fördern.  

Durch die Bindung des EGF an den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) 

wird eine Phosphorylierung der intrazellulären Rezeptordomäne ausgelöst und 

aktiviert dann fungiert als eine Tyrosinkinase. Dadurch entsteht eine Bindungsstelle für 

Growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) und durch dessen Bindung wird SOS 

(Son of Sevenless) zur Plasmamembran rekrutiert. SOS bindet daraufhin 

membrangebundene RAS-Proteine, die an der inneren Oberfläche der Membran 

verankert sind, und stimuliert den Austausch von GDP gegen GTP [31]. RAS kann 

Guanosintriphosphat (GTP) binden und es bildet sich ein aktiver RAS-GTP-Komplex 

[31]. 

Aktives GTP-gebundenes RAS bewirkt Konformationsänderungen von RAF, welche 

MEK (MEK1 und MEK2) phosphoryliert und aktiviert. MEK phosphoryliert und aktiviert 

eine Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK). MAPK wurde ursprünglich als 

"extrazellulär Signal-regulierte Kinase" (ERK) bezeichnet [32]. Aktiviertes MEK1 und 

MEK2 aktivieren ERK1 und ERK2 (Serin-/Threoninkinasen), welche 
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Wachstumsfaktor-responsive Zielmoleküle und Transkriptionsfaktoren regulieren, so 

dass letztlich eine Wachstumsfaktor-abhängige Regulation von Transkription, 

Metabolismus und zytoskelettalem Rearrangement erfolgen kann [32]. Durch die 

Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren wird die Expression von Wachstumsfaktoren 

und Zytokinen stimuliert. Diese fördern Vorgänge wie die Proliferation.  

Cyclin-abhängige Kinasen (CDK1, 2, 3, 4 und 6) gehören zur Familie der 

Proteinkinasen, welche sowohl bei der Transkription als auch bei der Regulation des 

Zellzyklus eine Rolle spielen. Deren wechselnde zelluläre Konzentration ist für die 

Steuerung der Zellzyklusphasen entscheidend. Proteinkinasen sind Enzyme, die 

anderen Proteine phosphorylieren, sind jedoch nur in Verbindung mit ihrem 

zugehörigen Cyclin aktiv. Aufgrund ihrer essentiellen Rolle bei der Steuerung des 

Zellzyklus und somit bei der Proliferation von Zellen, werden sogenannte CDK-

Inhibitoren, als potentielle Krebs-Therapeutika getestet. Der Teilungszyklus 

eukaryotischer Zellen, lässt sich in die vier Phasen G1, S, G2 und M einteilen. Die 

Bindung von CDK4/6 an Cyclin D1 führt durch Phosphorylierung des Retinoblastom 

(Rb)-Proteins, zum Übergang von der G1- zur S-Phase [33].  Rb wird normalerweise 

in frühen G1 an den Transkriptionsfaktor E2F gebunden und inhibiert seine 

Transkriptionsaktivität, wodurch die Expression von S-Phasen-Eintrittsgenen 

einschließlich Cyclin E, Cyclin A2 und Emi1 verhindert wird [33]. In der S-Phase wird 

die DNA repliziert und neue Gene exprimiert, es schließen sich die G2-Phase und die 

Mitosephase an. Vermittelt wird die ungehemmte Zellteilung letztlich von aktivierenden 

Transkriptionsfaktoren der Familie E2F. Aktiviertes ERK stimuliert die Expression des 

Transkriptionsfaktor Myc, der ein direkter Aktivator von E2F ist [33].  

1.4.1.2. PI3-Kinase (PI3K) Signalweg 

Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) / AKT (auch bekannt als Proteinkinase B (PKB)) ist 

ein intrazellulärer Signalweg, der für die Regulierung des Zellzyklus wichtig ist. Daher 

steht er in direktem Zusammenhang mit dem Zellwachstum, der Motilität und dem 

Überleben. Die PI3K phosphoryliert und aktiviert AKT und lokalisiert AKT in der 

Plasmamembran. Das aktivierte AKT kann eine mehrstufige Kaskade iniitieren [34]. 

Eine Stufe davon ist die Serin/Threonin-Kinase mTOR (mechanistic Target of 

Rapamycin). Aktiviertes mTOR führt durch Phosphorylierung von zwei 

Schlüsselproteinen zur deren Aktivierung, welche die Translation von Proteinen 

regulieren: 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E (elF-4E) binding protein-1) und S6K1 
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(protein S6 kinase 1regulieren). mTOR wird durch Rapamycin gehemmt [34]. YAP 

(yes-associated protein) ist ein Aktivator des p53-bezogenen Transkriptionsfators p73 

und ein Substrat von AKT. YAP verstärkt die p73-induzierte Transkription der pro-

apoptotischen Proteine wie Bax und Bad, wohingegen AKT diesen Effekt durch 

Inaktivierung von YAP verhindert [35]. Das FoxO-Protein (forkhead box, Klasse O) ist 

Transkriptionsfaktor, der sich im Zellkern an bestimmte Stellen der DNA heftet und so 

die Expression verschiedener Tumorsuppressoren wie p27 und p21 unterdrückt [35]. 

FoxO-Transkriptionsfaktoren werden durch AKT phosphoryliert und inaktiviert [35]. 

Dadurch können die Zellen krebsartig werden [35]. Zusätzlich zu seinem Einflußauf 

das Zellwachstum kann der PI3/Akt-Weg auch die maligne Progression fördern, indem 

er das Zellüberleben erhöht. Bei vielen Krebsarten ist dieser Weg überaktiv, wodurch 

die Apoptose reduziert und die Proliferation ermöglich wird. PTEN (Phosphatase and 

Tensin homolog) ist eine Phosphatase, welche durch Dephosphorylierung von 

Phosphatidylinositolphosphaten (insbesondere IP3) den PI3K-AKT/PKB-Signalweg 

unterbricht und als Tumorsuppressor wirkt [35].  

1.4.1.3. Wnt Signalweg 

Wnt-Gene kodieren 19 sezernierte Glykoproteine, die als Liganden wirken, um den 

Rezeptor-vermittelten Signalweg zu aktivieren, und die Zelldifferenzierung, 

Zellproliferation und Zellmotilität kontrollieren [36]. Zwei Wnt-Signalwege wurden 

charakterisiert: der kanonische Wnt-Signalweg und der nichtkanonische Wnt-

Signalweg. Der kanonische Wnt-Signalweg ist von ɓ-Catenin abhängig und wird als 

Wnt/ɓ-Catenin-Signalweg beschrieben. Dies kann zu einer Akkumulierung von ɓ-

Cateninen im Zytoplasma und schließlich zur Translokation von ɓ-Cateninen in den 

Kern als Co-Aktivator von Transkriptionsfaktoren führen, die zu der TCF/LEF-Familie 

gehören [37]. Ohne Binding des Wnt-Liganden an den Wnt-Rezeptor Frizzled (FZD) 

und Low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP)5/6 auf der Zellmembran 

werden keine ɓ-Catenine im Zytoplasma akkumuliert, da ɓ-Catenine von einem 

Proteinkomplex zerstört werden. Dieser Komplex umfasst die folgenden Proteine: Axin, 

Adenomatose Polyposis coli (APC), Protein-Phosphatase 2A (PP2A), Glykogen-

Synthase-Kinase-3 (GSK3) und Casein-Kinase 1Ŭ (CK1Ŭ) [38,39]. Dieser Komplex 

degradiert ɓ-Catenin, indem er ɓ-Catenin mit Ubiquitin markiert, anschließend wird das 

ubiquitinierte ß-Catenin im Proteasom verdaut [37]. Sobald jedoch der Wnt-Ligand an 

FZD und LRP5/6 bindet, wird das intrazelluläre Protein Dishevelled (DSH) durch 
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Phosphorylierung aktiviert und hemmt anschließend die GSK3-Aktivität des 

Proteinkomplexes. Dann wird der Abbau von ɓ-Catenin gehemmt. 

Der nichtkanonische Wnt-Signalweg ist von ɓ-Catenin unabhängig und kann durch 

Regulierung der Calcium-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) die 

Calcium-vermittelten intrazellulären Signalwege kontrollieren. Deswegen kann er als 

Wnt/Calcium-Signalweg beschrieben werden [40]. Analog zum Wnt/ɓ-Catenin-

Signalweg interagiert der aktivierte FZD-Rezeptor direkt mit DSH nach der 

Ligandenbindung und aktiviert spezifische DSH-Proteindomänen. Diese Ko-

stimulation von DSH kann zur Aktivierung von Phospholipase C (PLC) führen und dann 

spaltet sich Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Diacylglycerol (DAG) und 

Inositoltrisphosphat (IP3). Der IP3-Rezeptor ist ein Ligandenaktivierter Calciumkanal 

in der Membran des glatten ER. Nach der Bindung von IP3 mit seinem Rezeptor wird 

die Freisetzung von Calcium aus ER induziert [40]. Beide Wnt-Wege werden in 

Verbindung mit Krebs gebracht, insbesondere in Bezug auf Brustkrebs oder 

Darmkrebs [41].  

1.4.2. Antitumor Therapie 

1.4.2.1. Konventionelle Therapien 

Zu den konventionellen Verfahren zur Behandlung von Krebs gehören Operation, 

Bestrahlung und Chemotherapie. Gutartige Tumore können, wenn sie sich noch in 

einem frühen Entwicklungsstadium befinden, chirurgisch entfernt werden. 

Grundsätzlich gelten diese Verfahren für alle Krebsarten. Im besten Fall kann der 

Tumor vollständig entfernt werden und die Funktion des erkrankten Organs bleibt 

erhalten [42].  

Minimalinvasive Verfahren werden heutzutage als neu entwickelte Techniken zur 

operativen Tumorentfernung verwendet. Durch minimalinvasive Verfahren haben 

Patienten weniger Schmerzen, erholen sich schneller und genesen schneller und 

Untersuchungen z.B. bei Gebärmutterhals-, Enddarm- und Prostatakrebs zeigen, dass 

minimal-invasive Verfahren die gleichen Erfolgsaussichten haben wie die 

herkömmlichen offenen Operationen [43]. Allerdings kann das Risiko für einen Rückfall 

auftreten. Um im Körper verbliebene Krebszellen zerstören zu können, wird im 

Anschluss an die Operation eine unterstützende Therapie, wie die Strahlen- oder 

Chemotherapie angewandt [44]. 
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Die Strahlentherapie ist eine der zentralen Säulen der Krebstherapie. Die tumor-

zerstörende Wirkung der Strahlentherapie tritt nur innerhalb des Bestrahlungsfelds auf. 

Für einige lokal begrenzte Krebsarten, z.B. Kehlkopfkrebs oder Prostatakrebs ist der 

alleinige Einsatz von Strahlentherapie ausreichend. Bei der Strahlentherapie wird die 

Erbsubstanz der Krebszellen durch ionisierende Strahlung geschädigt, sodass die 

Zellteilung gestoppt wird. Danach werden die Tumore kleiner und verschwinden sogar. 

Allerdings ist die zerstörende Wirkung der Strahlentherapie nicht spezifisch, das 

bedeutet, dass auch gesunde Körperzellen beschädigt werden können [44].  

Unter Chemotherapie versteht man die Behandlung bösartiger Tumore mit 

Chemotherapeutika, die in den Teilungszyklus der Krebszellen eingreifen. Heute gibt 

es mehr als 50 verschiedene die Zellteilung-hemmende Medikamente, z.B. 

Alkylanzien, die in der Krebstherapie eingesetzt werden, die sich mit dem genetischen 

Material des Zellkerns verbinden, und dadurch die Zellteilung verhindern. Andere 

Chemotherapeutika wie Vincaalkaloide wirken an Mikrotubuli und hemmen dadurch 

die Zellteilungsprozesse [45]. Im Vergleich zu gesunden Zellen, teilen und vermehren 

sich Krebszellen sehr schnell, so dass Chemotherapeutika besonders intensiv auf 

Krebszellen wirken, jedoch können auch gesunde Zellen durch Chemotherapeutika 

beschädigt werden. Dies ist ein Nachteil der Chemotherapie. Im Gegensatz zu lokal 

wirkenden Methoden, wie z.B. Operation und Strahlentherapie wirkt die 

Chemotherapie im ganzen Körper und kann die Metastasen der Krebszellen 

behandeln [45]. Im Frühstadium von Krebserkrankungen kann die Chemotherapie die 

anderen therapeutischen Verfahren unterstützen.  

1.4.2.2. Gezielte Antitumor Therapie 

Die konventionellen Behandlungsverfahren sind zwar bei mehreren Krebsfällen 

wirksam, bleiben aber im weiter fortgeschrittenen Stadium in ihren Möglichkeiten 

beschränkt. Operation und Strahlentherapie wirken nur unmittelbar am Ort des Tumors. 

Sie eignen sich nicht gut für bösartige Tumore, die bereits Metastase gebildet haben. 

Die Chemotherapie bekämpft zwar Krebszellen im ganzen Körper, schädigt aber auch 

gesundes Gewebe, weshalb auch erhebliche Nebenwirkungen einhergehen. Gezielte 

Antitumor-Therapien werden derzeit entwickelt, um spezifisch den Krebs zu 

bekämpfen ohne gesunde Körperzellen zu beeinflussen. Deshalb werden sie auch als 

zielgerichtete Therapien bezeichnet. Viele monoklonale Antikörper sind bereits als 

Medikament zugelassen. 
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In Krebszellen wurden die Wachstumsrezeptoren im Vergleich zu gesunden Zellen 

überexprimiert. Dies führt zur häufigen Übertragung des Wachstumssignals ins 

Zellinnere, und kann dann zu einer beschleunigten Zellteilung kommen. Um diese 

Übertragung zu verhindern, werden bei molekularbiologischen Therapien die 

Rezeptor-Bindungsstellen für Wachstumsfaktoren blockiert. Die Wachstumssignale 

werden innerhalb der Zelle über verschiedene Wege der Signaltransduktion z.B. über 

den MAP-Kinase-Weg (mitogen activated protein) oder mTOR-Weg an den Zellkern 

weitergeleitet. Beide Wege sind an Prozessen des Zellwachstums und der Zellteilung 

beteiligt und werden in Krebszellen überexprimiert oder mutiert. Nach der Aktivierung 

des Wachstumssignalweges kommt es zum unkontrollierten Wachstum der 

Krebszellen. Deswegen stellt die Inhibierung der Signaltransduktion einen weiteren 

Ansatzpunkt der molekularbiologischen Therapie dar. Heutzutage werden bereits 

einige monoklonale Antikörper z. B. Catumaxomab, Ipilimumab in die Krebstherapie 

eingesetzt. Diese Wirkstoffe können entweder dazu verwendet werden, die 

Wachstumsrezeptoren auf der Zelloberfläche direkt zu blockieren oder auf der 

Oberfläche der Tumorzellen zu markieren, damit Immunzellen sie erkennen können. 

Es werden aber auch Hemmstoffe wie Afatinib, Imatinib und Vemurafenib eingesetzt, 

die sich spezifisch gegen die Signaltransduktion richten, indem sie die Tyrosinkinase 

und den mTOR-Inhibitor Everolimus hemmen [46]. Krebszellen haben noch eine 

Fähigkeit, nämlich die Bildung neuer Blutgefäße (Angiogenese) zu induzieren. Tumore 

benötigen, wie alle anderen Zellen im Körper, Nährstoffe und Sauerstoff, weil sich 

Krebszellen häufig teilen, ist ihr Bedarf an Nährstoffen besonders hoch und deshalb 

benötigt ein Tumor eigene Blutgefäße. Dies führt zu einem weiteren 

Anwendungsmögickeit für molekular-biologische Therapien [46]. Bavacizumab ist ein 

monoklonaler Antikörper der die Angiogenese hemmt und als Medikament zur 

Behandlung von sechs Krebserkrankung im fortgeschritten Stadium in Europa 

zugelassen ist [47]. Kleine Moleküle können die Zellmembran durchdringen, um mit 

Targets innerhalb einer Zelle zu interagieren. Kleine Moleküle werden normalerweise 

so designt, dass sie die enzymatische Aktivität des Zielproteins beeinträchtigen so 

inhibiert Brotezomib Proteasome, Imatinib Tyrosinekinasen und Seliciclib Cyclin-

abhängige Kinasen. 
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1.4.2.3. Immunologische Tumortherapie 

Im 21. Jahrhundert gilt die Krebsimmuntherapie als großer Hoffnungsträger der 

Medizin, da die Krebsimmuntherapie im Vergleich zu herkömmlichen 

Behandlungsverfahren wie Operation, Strahlentherapie und Chemotherapie für 

gesunde Zellen weniger toxisch ist. Mehrere Formen der Immuntherapie werden in 

Laboratorien erforscht und in klinischen Studien getestet. 

Generell tragen Krebszellen bestimmte Zelloberflächenmerkmale, sogenannte 

tumorassoziierte Antigene (TAA), die dann vom Immunsystem erkannt und zerstört 

werden können, insbesondere durch zytotoxische T-Zellen (CTLs). Viele Tumorarten 

haben sich jedoch weiterentwickelt, und sind in der Lage der zytotoxischen 

Immunantwort von CTLs zu entgehen, indem sie immunsuppressive Zytokine wie PD-

1L, TGFß oder IL-10 sekretieren, welche die Aktivität der CTLs schwächen oder die 

regulatorische T-Zellpopulation (Treg) hochregulieren [48].  

Ein zentraler Ansatzpunkt der Immuntherapie sind Wirkstoffe, die auf die Schaltstellen 

der Immunantwort (Immun-Checkpoints) gegen Tumore auf der Oberfläche von T-

Zellen einwirken, damit diese Zellen Tumorzellen direkt angreifen und die 

Abwehrreaktion der anderen Immunzellen koordinieren [48]. Als erstes Medikament 

wurde der Wirkstoffe Ipilimumab als Therapie gegen schwarzen Hautkrebs zugelassen 

[49]. Ipilimumab ist ein monoklonaler Antikörper und greift am inhibitorischen Signal 

von CTLA-4 (cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) der T-zelle ein. Daher wirkt es als 

Verstärker der T-Zellfunktion und es kommt dann zur Aktivierung. Proliferation sowie 

Infiltration von T-Zellen in Tumoren, führt zum Absterben der Tumorzellen [49]. Seit 

2015 ist Nivolumab ebenfalls ein weiterer monoklonaler Antikörper als Wirkstoff für die 

Therapie von Lungenkrebs zugelassen [50]. Nivolumab bindet an den PD-1 

(programmed cell death protein 1) Rezeptor auf T-Zellen und hemmt die Interaktion 

mit den Liganden PD-L1 und PD-L2 auf Krebszellen. Dadurch wird die Aktivierung der 

T-Zellen stimuliert und Krebszellen eliminiert [50].  

Neben der Aktivierung vom Immunsystem durch dieses Medikament ist der Ansatz der 

Krebsimpfung eine weitere erfolgversprechende Therapie. Krebsimpfstoffe enthalten 

entweder spezifische Tumor-assoziierte Antigene (TAA) oder MCH-I-/MCH-II- 

präsentierbare Peptide aus Tumorzellen. Nach der Injektion des Krebsimpfstoffes in 

Krebspatienten präsentieren dendritische Zellen das tumor-assoziierte Antigen auf 
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ihrer Oberfläche, und induzieren tumorantigen-spezifische CD8+ T-Zellen (CTLs) in 

den Lymphknoten. Außerdem werden dabei CD4+ Helfer T-Zellen aktiviert, die eine 

effektive Immunantwort gegen den Tumor unterstützen können [51]. Danach können 

die Tumorzellen eliminiert werden, ohne gesunde Zellen involvieren zu müssen.  

Die adaptive T-Zellen-Therapie ist auch eine neu entwickelte Krebsimmuntherapie. 

Hier müssen die T-Zellen aus dem Körper des Patienten entnommen werden. Durch 

ex vivo-Behandlung mit einem immunogenen Tumorantigen wird der tumorspezifische 

chimäre Antigenrezeptor (CAR) auf der Oberfläche dieser T-Zellen exprimiert. Die 

veränderten T-Zellen werden danach zurück in den Körper des Patienten injiziert [52]. 

Bei einer klinischen Studie mit einem Anti-CD19-CAR T-Zelltransfer konnte bei 

Patienten, die an B-Zell Leukämie erkrankt waren, eine Remissionsquote von 88% 

erreicht werden [53]. 

Zusätzlich werden auch Immuntoxine zur Behandlung von Krebserkrankungen 

eingesetzt. Immuntoxine bestehen aus zwei Komponenten. Eine Komponente ist ein 

an Krebszellen bindendes Targetmolekül. Dies dient als Ligand zur Anbindung an die 

Zielstruktur auf der Zellmembran einer Krebszelle und ist in den meisten Fällen ein 

monoklonaler Antikörper, ein Antikörperfragment oder ein Antikörpermimetikum. 

Andere Komponenten sind Toxine, die über chemische Linker mit Targetmolekülen 

miteinander verbunden sind. Als Toxine kommen pflanzliche Toxine wie Rizin oder 

Saporin, sowie bakterielle Toxine wie Diphtherietoxin oder Exotoxin A zur Anwendung 

[54]. Das Immuntoxin bindet an der Oberfläche der Krebszelle, mittels 

rezeptorvermittelter Endozytose wird es internalisiert und im Lysosom zerlegt. Dabei 

wird das Toxin im Zytosom freigesetzt, führt zur Zerstörung der Krebszellen und löst 

anschließend die Apoptose aus.  

1.4.2.4. Natürliche Produkte in der Tumortherapie 

Die Rolle von Naturprodukten als Heilmittel ist bereits seit der Antike bekannt. Mit der 

Entwicklung der organischen Chemie sind synthetische Produkte von natürlich 

vorkommenden Stoffen Hauptaugenmerk des modernen Gesundheitssystems. Trotz 

der großen wissenschaftlichen und technischen Fortschritte in der kombinatorischen 

Chemie, leisten Medikamente, die aus natürlichen Produkten gewonnen werden, 

heute noch erhebliche Beiträge zur Wirkstoffforschung [55]. Eine Analyse der Anzahl 
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der Chemotherapeutika und ihrer Quelle zeigt, dass über 60% der zugelassenen 

Arzneimittel aus natürlichen Verbindungen gewonnen werden [56]. 

Die enorme chemische Vielfalt macht Naturprodukte zu einer attraktiven Quelle für 

neue therapeutische Kandidaten. Natürliche Produkte bieten eine größere strukturelle 

Vielfalt als die herkömmliche Synthese, und bieten daher große Chancen bei der 

Suche nach neuen niedermolekularen Substanzen, die gegen eine breite Palette von 

Targets wirksam sind. Da bislang weniger als 10% der Naturstoffe auf deren 

biologische Aktivität getestet wurde, warten noch viele weitere Naturstoffe darauf, 

entdeckt zu werden. Zusätzlich sind natürliche Produkte, die biologisch aktiv sind, im 

Allgemeinen kleine Moleküle mit hohem Wirkstoffpotential. Sie können besser vom 

Körper absorbiert und metabolisiert werden [57].  

Die Suche nach neuen Antitumormitteln mit neuen bioaktiven Eigenschaften aus 

natürlichen Quellen wird durch die Zusammenarbeit von Wissenschaftlern weltweit 

fortgesetzt. Experimentelle Wirkstoffe aus Naturprodukten bieten eine große Chance, 

nicht nur völlig neue chemische Klassen von Antitumormitteln, sondern auch neuartige 

und potentiell relevante Wirkmechanismen evaluieren zu können [58].  

Heute gibt es schon viele natürliche Produkte, welche als Arzneistoff in der Medizin 

zur Behandlung verschiedener Krebserkrankungen eingesetzt werden. Paclitaxel wird 

in der Chemotherapie für maligne Tumoren (z. B. Burstkrebs) eingesetzt. Sie wird aus 

der Rinde der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) isoliert und stört den Abbau von 

Mikrotubuli, und damit die Zellteilung (Mitose) [59]. Camptothecin ist ein natürlich 

vorkommendes Alkaloid und hat auch signifikante anti-neoplastische Aktivität. Diese 

Verbindung wurde zuerst von Camptotheca acuminata durch Wall et al. (1966) 

entdeckt [60]. Die zytotoxische Wirkung von Camptothecin richtet sich auf die 

Topoisomerase I, so dass die DNA-Synthese der Krebszellen gehemmt wird [61]. 

Andere bekannte aus Naturstoffen isolierte Moleküle zur Behandlung von 

Krebserkrankung sind Colchicin, Etoposide, Irinotecan, und Topotecan [58].  

1.5. Traditionelle chinesische Medizin (TCM) 

Die Philosophien, die der traditionellen chinesischen Medizin zugrunde liegen, sind 

unterschiedlich, aber sowohl die westliche Medizin als auch die TCM sind bei der 

klinischen medizinischen Behandlung wirksam. TCM hat seine eigenen kohärenten 

Theorien in Bezug auf die Ätiologie, Diagnose und Behandlung von Krankheiten 
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entwickelt. Im Gegensatz zur westlichen Medizin handelt es sich bei der TCM um eine 

Erfahrungsheilkunde, wohingegen in der westlichen Medizin jede Therapie 

wissenschaftlich und experimentell erforscht und analysiert wird. 

Ein bekanntes Beispiel ist das chinesische Kraut Qing Hao, welches in China seit 

tausenden von Jahren verwendet wird, um Malaria zu behandeln und aus der Pflanze 

Artemistia annua isoliert wird. Durch die Reinigung des Wirkstoffs, Artemisinin 

(Qinghaosu) wurde jetzt ein vielversprechendes Anti-Malaria-Medikament entwickelt 

[62]. Durch die Entdeckung dieses Wirkstoffs hat die chinesische Wissenschaftlerin 

Youyou Tu 2015 den Medizin-Nobelpreis erhalten.  

Ephedrin, ein weltweit verwendetes Arzneimittel gegen Hypotonin, chronische 

Bronchitis und Asthmaanfälle, wurde ursprünglich aus der Pflanze Ephedra sinica 

extrahiert und in der TCM verwendet [63]. Der bemerkenswerte Vorteil von TCM ist die 

reichlich vorhandene klinische Erfahrung und geringe Toxizität, die dazu beigetragen 

hat, dass auch kurzfristig bioaktive Komponenten aus TCM-Produkten isolieren 

werden können. In aktuellen Studien wird die Suche nach Wirkstoffen von TCM immer 

wichtiger.  

1.5.1. Ganoderma lucidum 

Ganoderma lucidum (G. lucidum) wird in China "Ling Zhi" genannt und ist ein Pilz aus 

der Familie der Lackporlingsverwandten (Polyporaceae). Dieser medizinische Pilz ist 

weit verbreitet und wird in China seit mehr als 4000 Jahren für die Behandlung von 

verschiedenen Krankheiten, einschließlich Krebs, verwendet. Es wurde als ein 

gesundheitsförderndes Lebensmittel weltweit akzeptiert. G. lucidum soll nicht nur 

Krankheiten vorbeugen, sondern auch das Leben verlängern können. Es gibt viele 

Studien über die biologischen und medizinischen Funktionen der Extrakte von G. 

lucidum.  

1.5.1.1. Immunmodulatorische Wirkungen 

G. lucidum haben eine immunomodulatorische Aktivität, die hauptsächlich auf deren 

Protein- oder Polysaccharid-Fraktion zurückzuführen ist. Ein Protein, LZ-8, wurde aus 

G. lucidum isoliert und zeigte eine starke immunmodulatorische Aktivität. Es hat eine 

mitogene Wirkung auf humane Monozyten und T-Zellen [64]. Wang et al. (2002) 

isolierte eine fucosehaltige Glykoproteinfraktion aus G. lucidum, die die Proliferation 
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von Milzzellen und die Expression der Zytokine IL-1ɓ, IL-2 und IFN-ɔ induzierte [65]. 

GLIS, ein bioaktives Proteoglycan, wurde aus G. lucidum isoliert. Es konnte die 

Aktivierung und Proliferation von Milzlymphozyten der Maus stimulieren und die 

meisten der aktivierten Zellen waren B-Zellen. Nach deren Aktivierung wurde eine 

gewisse Menge Immunoglobulin produziert. Zusätzlich wurde auch die IL-2-Produktion 

von Lymphozyten erhöht. Die Aktivität von Maus-Makrophagen, inklusive Freisetzung 

von Stickstoffmonoxide (NO) und Zytokine, (IL-1ß und TNF-Ŭ), Phagozytose sowie 

Tumor-Zytotoxizität, wurde durch GLIS stimuliert [66].  

Die Spore von G. lucidum enthält auch Polysaccharide, welchen eine starke 

immunologische Aktivität bei der Proliferation der Lymphozyten nachgewiesen wurde 

[67]. Eine Polysaccharid-Fraktion aus frischen Fruchtkörpern von G. lucidum kann 

menschliche Monozyten-Makrophagen und T-Lymphozyten stimulieren, was zu einer 

Erhöhung der Konzentrationen von IL-1ɓ, TNF-Ŭ und IL-6 führt. Die Freisetzung von 

IFN-ɔ aus T-Lymphozyten wurde ebenfalls stark gefördert [68]. 

Eine Studie an Mäusen zeigte, dass ß-1,3/1,6-Glucan von G. lucidum die IgA-und IgG-

Produktion in Serum induziert, die Expression des Immunglobin-Rezeptors im 

Dünndarm erhöhte, die IL-2-Produktion verbessert und NK-Zellen aktiviert. Diese 

entzündliche Reaktion durch G. lucidum ß-1,3/1,6-Glucan ist abhängig von der 

aufgenommen Cholesterinmenge [69]. 

1.5.1.2. Antitumor Wirkungen 

G. lucidum ist extrem reich an Triterpenen, die sich positiv auf Krebserkrankungen 

(anti-angiogenetisch und zytotoxisch) auswirken. Zwei Triterpenoide, Lucidensäure A 

und Ganoderinsäure E zeigten eine signifikante zytotoxische Aktivität gegenüber 

menschliche Leberkrebszellen Hep G2-Tumorzellen und Menogaril-resistente 

Mausleukämie P388-Tumorzellen [70]. Die sechs folgenden Lanostan-Triterpene 

wurden ebenfalls gefunden: Ganoderinsäure-ɔ, -ŭ, - ắ, -ɕ, -ɖ und -ɗ, die alle eine 

Hemmwirkung gegenüber Maussarkom Meth-A-Tumorzellen und Lewis 

Lungenkarzinom LLC-Tumorzellen zeigten [71].  

Min et al. (2000) berichtete, dass das Steroid aus Fruchtkörpern von G. lucidum eine 

starke Hemmung des Wachstums auf die humanen epidermoidalen KB-Zellen und 

dem humanen hepatozellulärem Karzinom PLC Tumorellen in vitro zeigten [71]. Eine 

Studie zeigte, dass der Extrakt aus G. lucidum das Wachstum von menschliche 
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Gebärmutterhalskrebszellen HeLa-Zellen hemmt und in der Lage ist, den Zellzyklus 

am Übergang von der G1- in die S-Phase zu blockieren und eine deutliche Abnahme 

des intrazellulären Calciumspiegels induziert [72]. G. lucidum gemischte Triterpene 

induzieren Apoptose von Bruskrebszellen MCF-7 Zellen und vermindern das 

Wachstum von DMBA (dimethyl benz anthracene) -induzierten Mamma- und 

Hautkarzinomen bei Versuchstieren [73]. 

Jiang D. et al. (2017) hat zum ersten Mal beschrieben, dass Polysaccharide (GLPs), 

die aus Sporen, Myzelien und Fruchtkörpern des G. lucidum isoliert wurden, direkt 

Antitumor-Aktivität bei HT29-Zellen zeigten, indem sie die Reaktivierung von p53 

induzieren. Daher kann das Targeting von p53 durch GLPs neben anderen 

Chemotherapeutika auch als eine neue Behandlungsstrategie gegen Krebs 

angesehen werden [74]. GLPs könnten auch die bei der Chemotherapie auftretenden 

Nebenwirkungen, wie Ermüdung verbessern, indem sie die Entzündungsreaktion und 

den oxidativen Stress reduzieren [75]. 

Die Einnahme eines Extrakts aus G. lucidum erhöhte zwar das Körpergewicht, aber 

normalisierte die Blutwerte von Mäusen nach Röntgen Bestrahlung [76]. Es wurde 

auch festgestellt, dass ein Heißwasserextrakt des Fruchtkörpers von Ganoderma 

lucidum eine gute Radio-Schutzfähigkeit in vitro gegenüber Schäden durch 

Hydroxyradikale und UV-Bestrahlung zeigte [77]. Diese schützenden Eigenschaften 

sind mit einer Verringerung der Nebenwirkungen der Strahlentherapie im 

Tumorpatienten verbunden. 

Die gebrochenen Sporen von G. lucidum (SBGS) zeigten auch starke Antitumor-

Aktivität gegenüber Lungenkrebszellen. Die Ethanol-Extrakte von SBGS arretierten 

den Zellzyklus in der G2/M-Phase und lösten die Apoptose aus, indem sie die 

Expression und Aktivität von Cyclin B1 und CDC2 sowie anti-apoptotischen Proteinen 

Bcl-2 und Bcl-xl senkten. Außerdem hemmten sie den Akt/mTOR-Signalweg, indem 

sie das Zellwachstum von Lungenkrebszellen hemmten [78].  

1.5.1.3. Andere Wirkungen  

Neben den oben erwähnten Effekten wurden auch noch weitere Wirkungen von 

verschiedenen Extrakten aus G. lucidum beschrieben. Mehrere biologisch aktive 

Triterpene wurden aus G. lucidum isoliert und als zytotoxisch oder antiviral wirksam 

bewiesen. Es wurde festgestellt, dass Ganoderiol F und Ganodermanontriol als Anti-
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HIV-1-Mittel wirksam sind. Ganoderinsäure-B, Ganoderiol-B, Ganoderinsäure-C1, 

Ganoderinsäure-Ŭ, Ganoderinsäure H und Ganoderiol A waren mäßig aktive 

Inhibitoren gegenüber HIV-1 [79]. Andere Triterpene, wie Ganoderinsäure-ß, 

Ganodermanondiol, Ganodermanontriol und Ganolucidinsäure-A zeigten eine 

signifikante Aktivität gegenüber dem humanen Immunschwäche-Virus (Anti-HIV) -1-

Protease [80]. Das saure Protein gebundene Polysaccharid (APBP) wurde aus 

wasserlöslichen Substanzen von G. lucidum isoliert, und zeigte eine antivirale Aktivität 

gegen HSV-1 und HSV-2. Die antiherpetische Aktivität von APBP steht im 

Zusammenhang mit seiner Bindung an HSV-spezifische Glykoproteine, die für die 

Bindung und Penetration verantwortlich sind, und behindert die Bindung von Viren an 

die Membranen von Wirtszellen. [81].  

Es wurde berichtet, dass Wasser-Extrakte von G. lucidum den Blutdruck und die 

Blutplättchenaggregation [82], sowie die Konzentration von Cholesterin im Blut senken 

konnten [83]. Manche Extrakte von G. lucidum zeigten auch hepatoprotektive [84], 

antimikrobielle [85], und entzündungshemmende [86] Wirkung und schützen darüber 

hinaus vor Allergien [87].  

Anhand mehrerer Studien an Mäusen wurde gezeigt, dass ein Extrakt der G. lucidum 

die Leber schützen konnte. Dies ist auf die anti-oxidative Wirkung zurückzuführen, die 

die Entgiftungsaktivität der Leber verstärkt [88]. Auch eine weitere Polysaccharid-

Fraktion aus G. lucidum konnte die humanen Fibroblasten gegen UVB-induzierte 

Lichtalterung schützen [89].  

Ganodermanodiol aus G. lucidum könnte künftig für die Herstellung von 

Hautpflegeprodukten verwendet werden, denn es konnte die Aktivität von Tyrosinase, 

dem Tyrosinase-verwandten Protein-1 (TRP-1), TRP-2 sowie dem Mikrophthalmie-

assoziierten Transkriptionsfaktor (MITF) hemmen, wodurch die Melanin-Produktion in 

Melanomzellen verringert wurde. [90].  

Neue Studien zeigten die therapeutische Wirkung von Polysacchariden aus Myzelien 

des G. lucidums (GLPS3) gegenüber der chronischen Pankreatitis (CP) und der 

Modulation der Darmmikroflora bei Mäusen. GLPS3 verminderte die Pankreatitis 

(Bauchspeicheldrüsenentzündung) bei Mäusen durch Verminderung des Lipase-, IFN-

ɔ- und TNF-Ŭ. Spiegels sowie durch Erhöhung der Superoxid-Dismutase (SOD) und 

der gesamten antioxidativen Aktivität. Bei Modulation der Darmmikroflora erhöhte 
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GLPS3 die relative Häufigkeit der nützlichen Bakterien wie Lactobacillales und 

Lachnospiraceas im Dünndarm [91]. 

Polysaccharide des G. lucidum (GLPs) zeigten eine neuroprotektive Wirkung gegen 

die Neurotoxine Methyl-4-phenylpryidin und Rotenon. Diese neuroprotektive 

Eigenschaft ist auf ihre antioxidative Aktivität zurückzuführen. Auf diesem Grund 

können sie bei der Behandlung von der Parkinson-Krankheit verwendet werden, um 

von der durch den oxidativen Stress induzierte Neurodegeneration zu schützen [92].  

1.5.2. Tremella aurantia lba 

Tremella aurantia lba (T. aurantia lba) ist ein Mitglied der Gattung Tremella und ein 

hochgeschätzter essbarer und medizinischer Pilz. Er heißt in China "Jin er". In China 

wurden die Polysaccharide aus der Tremella-Familie zur Krebsvorsoge und zur 

Stimulierung des Immunsystems eingesetzt [93]. Viele Tremella-Arten zeigten 

pharmakologische Eigenschaften, wie Immunverstärkung von T. mesenterica [94], die 

Antitumor Aktivität von T. fuciformis [95] und die Anti-Diabetes-Aktivität von T. aurantia 

lba [96]. Im Vergleich dazu ist jedoch relativ wenig über die Art und Bioaktivität von 

Polysacchariden aus Tremella aurantia Iba bekannt.  

1.5.2.1. Immunstimulatorische Wirkungen 

Ein saures Heteropolysaccharid (TAPA1), das aus dem Fruchtkörper von T. aurantia 

lba isoliert wurde, stimuliert die Proliferation von Milz-Lymphozyten von Mäusen (MSLs) 

in vitro [97]. TAPA1-s, das sulfatierte Derivat von TAPA1, zeigte eine stärkere 

immunstimulierende Wirkung als TAPA1 selbst [98]. Durch Acetylierung von TAPA1 

(TAPA1-ac) wurden seine Immunstimulationseffekte in Bezug auf die Proliferation von 

MSLs signifikant erhöht. Außerdem stimulierte TAPA1-ac die Makrophagen-Zelllinie 

RAW264.7 zur Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) [99]. Eine Fraktion des 

Myzelpolysaccharids (MCP), welche aus Myzel von T. aurantia lba extrahiert wurde, 

zeigte eine immunstimulatorische Wirkung auf RAW264.7-Zellen. MCP induzierte die 

Proliferation, die NO-Produktion und die Sekretion von TNF-Ŭ, IL-1ß und IL-6 von 

RAW264.7-Zellen [100].  

1.5.2.2. Antioxidantien Wirkungen 

In Ratten-Studien wurde gezeigt, dass der Rohextrakt (TBE) von T. aurantia lba 

antioxidative Eigenschaften besitzt, da er die Aktivitäten von Superoxid-Dismutase und 
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Glutathion-Reduktase erhöht, und gleichzeitig den zunehmenden oxidativen Stress in 

verschiedenen Geweben reduzieren kann [101]. Durch die 2, 2-Diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) - Radikalfänger-Methode wurde festgestellt, dass die 

Polysaccharid-Fraktionen aus Myzel (MCP) antioxidative Eigenschaften besitzen [100].  

1.5.2.3. Antidiabetes Wirkungen 

Ein abnormaler Lipidstoffwechsel und ein erhöhter oxidativer Stress sind die 

bekanntesten Komplikationen der diabetischen Mellitus. Regulierter Lipidstoffwechsel 

und verminderter oxidativer Stress sind deshalb der Schlüsselindikator dafür, die 

diabetischen Komplikationen zu heilen. In Ratten-Studien wurde gezeigt, dass der 

Rohrextrakt (TBE) und die Polysaccharid-Fraktion aus Myzel (TMP) von T. aurantia 

lba Anti-Diabetes Aktivität haben. Sowohl TBE als auch TMP knnnten den 

Blutzuckerwert von diabetischen Ratten verringern. TBE konnte den Cholesterin und 

Triglycerin-Spiegel im Serum in verschiedenen Geweben von diabetischen Ratten 

reduzieren. Dabei war TBE auch in der Lage, den oxidativen Stress zu regulieren. 

Deshalb hat TBE besserer Antidiabetes Aktivität [101]. 

1.5.3. Sargassum gaminifolium 

Sargassum ist eine braune Seealge. Zahlreiche Arten sind in den gemäßigten und 

tropischen Ozeanen der Welt verteilt. Diese Algen sind in der Regel braun oder 

dunkelgrün und wachsen häufig an Korallen, Felsen oder Muscheln in mäßig 

exponierten oder geschützten Felsengebieten. Manche Arten sind jedoch 

freischwimmend. Das Sargasso-Meer des Atlantischen Ozeans wurde nach diesen 

Algen benannt, da es eine große Menge an Sargassum beherbergt [102]. Sargassum 

umfasst etwa 250 Arten [103]. Sargassum wird hauptsächlich als Rohstoff für die 

Alginatproduktion verwendet und dient als Quelle für pflanzliche Lebensmittel, 

Biostimulanzien, und tierische Lebensmittel. Aufgrund der Anwesenheit von Fucoidan 

und anderen bioaktiven Stoffen wird Sargassum Extrakt auch in Pharmazeutika 

eingesetzt [104].  

Eine Bibliographie zeigte, dass Sargassum eine wichtige Quelle für zahlreiche 

bioaktive Stoffe ist, u. a. für Steroide, Flavonoide, Polysaccharide, Terpenoide, 

Fettsäuren, Plastochinone und Tannine [105]. In dem Review-Artikel von Zhang et al 

wurden die verschiedenen biologischen Eigenschaften der einzelnen Mitglieder der 
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Seealgen-Familie Sargassum aufgelistet und sind in der folgenden Tabelle 1 

zusammengefasst [105]. 

Tabelle 1: Zusammenfassung der biologischen Aktivitäten von verschiedenen Arten von 
Sargassum [105] 

Biologische Aktivität  Algen 

Antioxidative Aktivität 
Sargassum filipendula; Sargassum fusiforme 

Sargassum kjellmanianum; Sargassum micracanthum 

Sargassum pallidum; Sargassum plagiophyllum;  

Sargassum siliquastrum; Sargassum thunbergii 

Sargassum vulgare; Sargassum wightii 

Anti-Tumor Aktivität Sargassum filipendula; Sargassum fusiforme 

Sargassum kjellmanianum; Sargassum micracanthum 

Sargassum pallidum; Sargassum plagiophyllum 

Sargassum thunbergii; Sargassum vulgare 

Antihyperlipidämische Aktivität  Sargassum fluitans; Sargassum fusiforme 

Sargassum henslowianum; Sargassum natans 

Sargassum thunbergii 

Antiinflammatorische Aktivität Sargassum hemiphyllum; Sargassum sagamianum 

Sargassum siliquastrum; Sargassum vulgare 

Anti-Herpes Aktivität Sargassum horneri; Sargassum naozhounse 

Sargassum patens; Sargassum tenerrimum 

Antikoagulans Aktivität Sargassum fulvellum; Sargassum thunbergii 

Sargassum vulgare 

Antimikrobielle Aktivität Sargassum johnstonii; Sargassum pallidum 

Sargassum wightii 
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Immunologische Aktivität Sargassum fusiforme; Sargassum kjellmanianum 

Sargassum pallidum 

Anti-HIV Aktivität Sargassum fusiforme 

Sargassum. graminifolium (S. graminifolium) ist ausgiebig an den Küsten des Süd- und 

Ostchinesischen Meeres verbreitet. Seit über 1000 Jahren werden sie in der 

traditionellen chinesischen Medizin verwendet [106]. Heute gibt es jedoch nur sehr 

wenige Berichte über die Wirkungen seiner bioaktiven Stoffe. Die Studien von Zhang 

et al. (2013) zeigten, dass eine Polysaccharid-Fraktion des S. graminifoliums 

antioxidative Eigenschaften aufweist und Mitochondrien gegen Beschädigungen 

schützen konnte [107].  

1.5.4. Bioaktivität von sulfatierte Polysaccharide 

Viele Seesalgenarten werden als Lebensmittel verwendet, aber aufgrund ihrer 

gesundheitlichen Vorteile finden sie auch in der traditionellen Medizin Anwendung. 

Seegräser sind reichan sulfatierten Polysacchariden. Es ist bewiesen, dass sulfatierte 

Polysaccharide eine Vielzahl von biologischen Eigenschaften besitzen, einschließlich 

Antikoagulans-, antiviraler und antiinflammatorischer Aktivitäten, der Relevanz in 

nutrazeutischischen/funktionellen Lebensmitteln, für kosmetische und 

pharmazeutische Anwendungen. 

1.5.4.1. Anti-Entzündungswirkung  

Fucoidan ist ein sulfatiertes Polysaccharid, das hauptsächlich in verschiedenen Arten 

von Seesalgen vorkommt und entzündungshemmende Wirkung aufweist. Zum 

Beispiel wurde in einem Kaninchenmodell einer bakteriellen Meningitis das 

Leukozytenrollen durch intravenöse Infusion von Fucoidan deutlich reduziert [108]. 

Dieser Effekt war auf die Bindung von Fucoidan an L- und P-Selektine zurückzuführen, 

bei denen es sich um die für den Rekrutierungsprozess essentiellen 

Zelladhäsionsmoleküle handelt [109]. Zusätzlich zur Beeinträchtigung der Wirkung von 

Selektinen inhibieren algesulfatierte Polysaccharide die Enzymeaktivität wie 

Heparanase und Elastasen, die am Abbau der Basalmembranintegrität während der 

Entzündung beteiligt sind [110]. Eine der wichtigsten Aktivitäten ist die starke 

inhibitorische Wirkung von Fucoidan auf die Aktivierung des Komplementsystems von 
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Menschen. Die Beobachtungen zeigten, dass Fucoidan-Fraktionen von A. nodosum 

sowohl die klassischen als auch die alternativen Wege im menschlichen Serum stark 

inhibieren [111]. Es wurde festgestellt, dass niedermolekulare Fucoidan-Fraktionen an 

die C1q-Untereinheit des C1-Komplexes binden konnten [112]. Die Bindung von 

Fucoidan hemmt die Aktivität von C1q, somit die C1-Aktivierung inhibiert wurde [113]. 

Weiterhin wurde gefunden, dass Fucoidan die C1q-Erkennung von IgG stören kann 

[114]. Fucoidan bindet auch C4 und verhindert dadurch den Abbau und die Bildung 

seines Spaltprodukts C4b, das für die Bildung der C3-Konvertase und die Vermehrung 

des Komplements benötigt wird [112].  

Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass sulfatierte Polysaccharide aus Algen die 

angeborene Immunantwort direkt regulieren können, indem sie an 

Erkennungsrezeptoren, wie dem Mannose-Rezeptor und den Toll-like-Rezeptoren auf 

phagozytischen Zellen und Makrophagen binden [115].  

Induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS) wurde nach Stimulation mit 

Lipopolysaccharid (LPS) aus Immunzellen exprimieren [116], jedoch konnte das 

Fucoidan in Gegenwart von LPS die induzierte Expression von iNOS und Stickoxid 

beeinträchtigen [117]. In ähnlicher Weise unterdrückt Fucoidan die Interferon-gamma-

induzierte iNOS-Expression in Makrophagen- und Glia-Zelltypen [118].  

1.5.4.2. Antikoagulierende und antithrombotische Aktivitäten 

Die wahrscheinlich meist untersuchte Bioaktivität von marinen sulfatierten 

Polysacchariden ist die Heparin-ähnliche gerinnungshemmende Aktivität, die von 

Fucoidanen und anderen Fucanen der Seealge gezeigt wird. Dies wurde zuerst für 

Fucoidan berichtet, welches die Fibringerinnselbildung und die Antithrombinaktivität 

hemmt [119]. Die Grundlage für diese Aktivitäten ist bislang nicht vollständig aufgeklärt, 

aber zahlreiche Untersuchungen zeigen, dass es mehr als einen 

Wirkungsmechanismus gibt, einschließlich der direkten und indirekten Inhibierung von 

Thrombin durch die Aktivierung von Thrombininhibitoren (z.B. Antithrombin und 

Heparin-Cofaktor II) [120].  

Die Strukturmerkmale sulfatierter Polysaccharide wie Molekulargewicht, Sulfatierungs-

grad und Position des Sulfatrestes am Zuckerrückgrat sind wichtig für ihre 

Antikoagulationsaktivität [121]. Zum Beispiel fand Nishino et al heraus, dass ein 

höherer Gehalt an Sulfatgruppen mit einer höheren gerinnungshemmenden Aktivität 
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in sulfatierten Polysaccharid-Fraktionen von E. kurome einhergeht [122]. Sie konnten 

weiterhin zeigen, dass die gerinnungshemmende Aktivität von Fucanen mit dem 

Sulfatgehalt korreliert [123]. Fucane mit höherem Molekulargewicht (z. B. 27 und 58 

kDa) zeigten eine stärkere gerinnungshemmende Aktivität als solche mit niedrigerem 

Molekulargewicht (~ 10 kDa) [124]. Chevolot et al. berichtete über die Bedeutung der 

Position der Sulfatgruppen an den Zuckerresten in Bezug auf ihre antikoagulierende 

Aktivität [125]. Bei der Untersuchung des Fucoidans von A. nodosum wurde 

festgestellt, dass die gerinnungshemmende Aktivität 2-O-sulfatierte und 2,3-O-

disulfatierte Fucose-Reste erfordert, während eine Sulfatierung an der O-4-Position 

nicht notwendig ist. 

1.5.4.3. Antivirale Aktivität 

Sulfatierte Polysaccharide aus der Seealge besitzen die Fähigkeit, die Replikation von 

umhüllten Viren (Herpes-simplex-Virus (HSV), humaner Immunschwächevirus (HIV), 

humaner Cytomegalovirus, Dengue-Virus und humaner Respiratorischer Synzytial-

Virus (RSV)) zu inhibieren [126]. Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass die 

Auswirkungen von sulfatierten Polysacchariden auf die virale Replikation durch eine 

Reihe von Mechanismen mit spezifischen strukturellen Eigenschaften der 

Polysaccharide und nicht einfach durch unspezifische Wechselwirkungen erfolgen 

[127]. 

Ein Fucan aus Cladosiphon okamuranus, bestehend aus Glucuronsäure und 

sulfatierten Fucose-Einheiten, inhibierte die Infektion vom Dengue-Virus Typ 2 (DENV-

2) in BHK-21-Zellen [128]. Die Sulfatierung des Fucans war für diese Aktivität 

notwendig. Die Analyse der Struktur der Hüllglykoproteine aus den vier Serotypen des 

Denguevirus zeigte, dass Arginin-323 im DENV-2, nahe der Heparinbindungsstelle für 

die Fucaninteraktion kritisch ist. In ähnlicher Weise berichtete Talarico et al., dass zwei 

sulfatierte Polysaccharide, die aus der Rotalge gewonnen wurden, ein Carrageenan 

aus Gymnogongrus griffithsiae und ein Galactan aus Cryptonemia crenulata, die 

DENV-2-Multiplikation in Vero-Zellen hemmten [129]. Es wurde gezeigt, dass diese 

Polysaccharide sowohl die DENV-2-Adsorption als auch die Internalisierung in die 

Zellen stören und nur wirksam sind, wenn sie gemeinsam mit dem Virus oder kurz 

nach der Infektion zugegeben werden [129]. 
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Die marinen sulfatierten Polysaccharide zeigten auch die antivirale Aktivität gegenüber 

die HSV-Typen 1 und 2 (HSV-1, HSV-2) [130]. Sulfatierte Polysaccharide aus der 

Rotalgenart Sebdenia polydactyla hemmten die Vermehrung von HSV-1 in Vero-Zellen 

[130]. Die Aktivität wurde durch Desulfatierung dieser Polysaccharide aufgehoben, 

wohingegen übersulfatierte Derivate eine erhöhte Wirksamkeit zeigten. Mohsen et al. 

berichtete, dass er zunächst sulfatierte Polysaccharide aus Sargassum latifolium 

isolierte und durch anschließende Fraktion drei Fraktionen (SP-I, SP-II and SP-III) 

gewann, die er in einem Plaque Assay gegenüber HSV-1 teste. Es stellte sich heraus, 

dass die Fraktion mit dem höchsten Sulfatestergehalt und Molekulargewicht am 

wirksamsten die antivirale Aktivität gegenüber HSV-1 [131]. Demnach beruht die 

antivirale Aktivität der sulfatierten Polysaccharide auf einem komplexen 

Zusammenspiel von Strukturmerkmalen, wie Sulfatierungsgrad, Position der 

Sulfatgruppen am Polysaccharidgerüst, Molekulargewicht, der Zuckerrest-

Zusammensetzung und Stereochemie [127]. 

1.5.4.4. Antioxidative Aktivität 

Viele Studien zeigen, dass sulfatierte Polysaccharide, die in verschiedenen Algenarten 

vorkommen, antioxidative Fähigkeiten besitzen. Zum Beispiel zeigen Fucane von F. 

vesiculosus eine beträchtliche Superoxid-Radikalfänger-Fähigkeit [132]. Fucan-

Fraktionen von L. japonica zeigen ebenfalls signifikante antioxidative Fähigkeiten in 

Superoxid-Radikal- und Hydroxyl-Radikalfänger-Assays [133]. Die Superoxid-

Radikalfängeraktivität korreliert mit dem Sulfatgehalt der Polysaccharid-Fraktionen 

[134]. 

1.6. Zielsetzung 

Ziel der Arbeit war es, die immunmodulatorischen Kapazitäten verschiedener 

Polysaccharid-Fraktionen aus G. lucidum, T. aurantia lba und S. graminifolium zu 

untersuchen. Hierbei handelt es sich um zwei gegenseitige Immunveränderungen, die 

entweder das Immunsystem stimulieren oder die Entzündung hemmen. Es wurde 

untersucht, ob die immunmodulatorischen Kapazitäten von Polysaccharid-Fraktionen, 

die aus G. lucidum und T. aurantia isoliert wurden, durch Sulfatierung verstärkt werden 

konnten.  

Sulfatierte Polysaccharide wie Heparin können für die Hemmung der Blutgerinnung 

verwendet werden, daher sollte weiterhin untersucht werden, ob die sulfatierten 
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Polysaccharide aus G. lucidum und T. aurantia lba gerinnungshemmende Wirkung 

haben. Außerdem sollte getestet werden, ob sie eine antineoplastische Wirkung 

besitzen.  

Viele Studien beschreiben, dass Triterpenoide die aktiven Stoffe von G. lucidum sind, 

und Tumorzellen beim Wachstum hindern. G2 und G4 sind zwei Triterpenoiden des G. 

lucidums. Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es, die Antitumorwirkung beider 

Fraktionen zu untersuchen und die entsprechenden molekularen Mechanismen 

aufzuklären. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Reagenzien 

Alle Chemikalien wurden in analytischer Qualität von Merck Millipore, Sigma-Aldrich 

oder Roth gekauft. Alle verwendeten Lösungen und Puffer wurden mit ELIX-Wasser 

hergestellt. Dieses Wasser wurde in einer ELIX-Wasseraufbereitungsanlage (Merck 

Millipore) hergestellt und hat einen Reinheitsgrad von Typ 2, welches mit 

bidestilliertem Wasser vergleichbar ist. Für die molekularbiologische Arbeit wurde 

MilliQ Wasser (Tridest Wasser) verwendet, welches in einer MilliQ-Biocell-A-10-

Anlage (Merck Millipore) hergestellt wurde. 

Alamar Blue solution Biosource (Nivelles, Belgium) 

Alkallive phosphatase Streptavidin Pharmigen (Heidelberg, Germany) 

ConA (Concanavalin A) Sigma (Steinheim, Germany) 

LPS (Lipopolysaccharid) Sigma (Steinheim, Germany) 

Mouse IgG reagent Grade Sigma (Steinheim, Germany) 

Naphthylethylene-diamine dihydrochloride Sigma (Steinheim, Germany) 

Resveratrol Sigma (Steinheim, Germany) 

Sulfanilamide Sigma (Steinheim, Germany) 

2.1.2. Antikörper 

Anti-mouse CD3 FITC conjugate ImmunoTools (Friesoythe, Germany) 

Anti-mouse CD19 PE conjugate ImmunoTools (Friesoythe, Germany) 

Anti-mouse CD4 PE conjugate ImmunoTools (Friesoythe, Germany) 

Anti-mouse CD8 FITC conjugate ImmunoTools (Friesoythe, Germany) 

Anti-mouse CD69 PE conjugate Dianova (Hamburg, Germany) 

Anti-human CD3 FITC conjugate ImmunoTools (Friesoythe, Germany) 

Anti-human CD19 PE conjugate ImmunoTools (Friesoythe, Germany) 

Anti-human CD4 FITC conjugate ImmunoTools (Friesoythe, Germany) 
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Anti-human CD8 APC conjugate ImmunoTools (Friesoythe, Germany) 

Anti-human CD29 FITC conjugate ImmunoTools (Friesoythe, Germany) 

Anti-human CD62L FITC/PE conjugate BD Biosciences, (Heidelberg, Germany) 

Anti-human CD69 FITC conjugate Abcam (Cambridge, UK) 

Anti-human IgG FITC conjugate BD Biosciences, (Heidelberg, Germany) 

Anti-human AKT Sigmal (Steinheim, Deutschland) 

Anti-human p-AKT Biolegend (San Diego, US) 

Anti-human Axin2 Sigmal (Steinheim, Deutschland) 

Anti-human Bax AAT Bioquest (Sunnyvale, US) 

Anti-humen Bcl-2 AAT Bioquest (Sunnyvale, US) 

Anti-human caspase 3 Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland) 

Anti-human caspase 9 Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland) 

Anti-human Cytochrom c Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland) 

Anti-human p-ERK1/2 Sigmal (Steinheim, Deutschland) 

Anti-human GAPDH Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland) 

Anti-human p-PKC-Ŭ Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland) 

Anti-human p53 ImmunoTools (Friesoythe, Deutschland) 

Anti-human PI3K(p85) Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland) 

Anti-human ß-catenin Sigmal (Steinheim, Deutschland) 

2.1.3. Kits 

Annexin V apoptosis detection kit BD Biosciences, (Heidelberg, Germany) 

BCA Protein assay reagent Kit Pierce (Rockford, USA) 

Calcein AM cell Viability Kit Trevigen (Gaithersburg, USA) 

CFSE cell proliferation Kit Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 

Huamn Complement system Kit  Euro Diagnostica (Sweden) 

Ficoll-Paque PLUS GE Healthcare (Uppsala, Sweden) 

Maus IL-1ß ELISA Kit  R&D (Minneapolis, USA) 

Maus IL-2 ELISA Kit  R&D (Minneapolis, USA) 
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Maus IL-4 ELISA Kit R&D (Minneapolis, USA) 

Maus IL-6 ELISA Kit R&D (Minneapolis, USA) 

Maus IFN-ɔ ELISA Kit R&D (Minneapolis, USA) 

Maus TNF-Ŭ ELISA Kit R&D (Minneapolis, USA) 

Maus Total Immunglobin ELISA Kit antibodies (Achen, Germany) 

2.1.4. Medien 

RPMI 1640 medium Biochrom (Berlin, Germany) 

DME medium Biochrom (Berlin, Germany) 

Penicillin-streptomycin Stock solution Biochrom (Berlin, Germany) 

Fetal calf serum Kraeber (Wedel, Germany) 

2.1.5. Fraktionen aus Naturstoffen  

Bei der Untersuchung der immunmodulatorischen Wirkungen wurden eine Fraktion 

GLP20 aus G. lucidum getestet. GLP20 ist eine Polysaccharid-Fraktion aus dem 

Fruchtkörper der G. lucidum. GLPss58 stellt die sulfatierte Form von GLP20 dar. G2 

und G4 sind zwei unterschiedliche Triterpenoids aus dem Fruchtkörper der G. lucidum. 

JRP ist eine Polysaccharid-Fraktion aus T. aurantia lba und ihre sulfatierte Form 

bezeichnet man als JRP-SS. Sarg-Z ist eine Polysaccharid-Fraktion aus S. 

graminifolium.  

Alle Proben aus G. lucidum und T. auranital lba wurden von unseren Kooperations-

partner in der Shanghai Akademie für landwirtschaftlichen Wissenschaften hergestellt 

und uns geliefert. Sarg-Z wurden von unseren Kooperationspartnern an der Shanghai 

Ozan Universität hergestellt und uns geliefert.  

2.1.6. Zelllinien 

L929 murine fibrosarcoma cell line 

HT29 human colorectal adenocarcinoma cell line 

SW620 human colon adenocarcinoma cell line 

MCF7 human breast adenocarcinoma cell line 
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MDA-MB-231 human breast adenocarcinoma cell line 

MEL-2 human melanoma cell line (ATCC-Name: SK-MEL-2) 

Alle Zelllinien wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, 

Virginia USA) erhalten. 

2.1.7. Tiere 

C57BL/6 Mäuse wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) 

bezogen. Die Tiere wurden nach dem deutschen Tierschutzgesetz behandelt und die 

Genehmigung (T0169 /11) wurde vom staatlichen Tierschutzausschuss erhalten. 

Männliche Mäuse zwischen 8 bis 13 Wochen wurden zur Herstellung von 

Knochenmark-abgeleiteten Makrophagen (BMMs) und Mausmilch-Lymphozyten 

(MSLs) verwendet. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellpräparation und Zellkultur 

2.2.1.1 Medium für Tumorzellen 

RPMI 1640-Medium (Biochrom AG) und DMEM-Medium wurde mit 10 % hitz-

inaktivierten FCS, 100 ug/mL Streptomycin und 100 IU/mL Penicillin eingesetzt. MCF-

7, HT29, SW620, MEL-2 und L929-Zelllinien wurden in RPMI 1640-Medium und MDA-

MB wurde in DMEM-Medium in einem Begasungsbrutschrank unter 5 % CO2-

Atmosphäre und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. 

2.2.1.2. Präparation von Lymphozyten aus der Milz der Maus 

C57BL/6 Mäuse im Alter von 8-10 Wochen wurden für die Lymphozyten-Zubereitung 

verwendet. Die Milz wurde nach der Tötung der Mäuse durch zervikale Dislokation 

entfernt, mehrfach zerschnitten und schließlich mittels eines sterilen Spritzenkolbens 

durch ein Edelstahlgitter gedrückt. Das Gitter wurde zuvor zweimal mit PBS unter 

sterilen Bedingungen gespült. Die Milzzellensuspension wurde in ein neues Röhrchen 

überführt und durch Zentrifugation bei 300 rpm für 3 min sedimentiert. Der Überstand 

wurde in ein neues Röhrchen überführt und anschließend bei 1300 rpm für 6 Minuten 

zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet zweimal mit PBS gewaschen. 3x108-Zellen 

wurden für 10 min bei RT in 1 mL Lyse-Puffer inkubiert, um rote Blutkörperchen zu 
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lysieren. Die Zellsuspension wurde mit 10-fachem Überschuss von Medium verdünnt, 

um den Lyseprozess zu beenden. Nach dem Zentrifugieren wurden die Zellpellets 

schließlich in RPMI 1640-Medium mit 10% FCS (fetal calf serum) und 1 % 

Penicillin/Streptomycin für weitere Experimente suspendiert. Die Zellviabilität wurde 

mittels des Trypanblau-Ausschluss Tests evaluiert. 

Lyse-Puffer pH 7.2 : 1 Volum von Tris-HCl-Puffer (2,06 W / V in Wasser, pH 7,65) plus 9 Volum 

von 0,83% NH4Cl-Lösung, pH-Wert auf 7,2 

2.2.1.3. Präparation von Knochenmark-abgeleiteten Makrophagen (BMMs) 

Die vom Knochenmark abgeleiteten Makrophagen wurden nach der von Stanley et al. 

(1997) [135] beschriebenen Methode gewonnen. Mäuse mit einem Alter von 8-10 

Wochen wurden zur Gewinnung von Knochenmark-Makrophagen nach dem 

Zufallsprinzip ausgewählt. Die C57BL/6-Mäuse wurden durch zervikale Dislokation 

getötet und die Schienbeine und Oberschenkelknochen wurden von C57BL/6 Mäusen 

durch Schneiden des proximalen Endes des Oberschenkelknochens und dem distalen 

Ende des Schienbeins entfernt, wobei die anderen Enden intakt blieben. Eine 23-

Gauge-Nadel wurde in die intakten Enden eingeführt und das Knochenmark wurde 

durch die Schnittenden mit eiskaltem DMEM gespült.  

Die Knochenmarkzellen wurden durch eine 22-Gauge-Nadel homogenisiert und dann 

zentrifugiert (1200 g, 6 min, 4°C). Die Zellpellets wurden dann in vollständigem 

RPMI1640-Medium mit 10% L929 konditioniertem Medium resuspendiert und in 

Bakterienkulturschalen kultiviert. Nach drei Tagen wurden die nicht-adhärenten Zellen 

gesammelt, und die anhaftenden Zellen verworfen. Danach wurden die Zellen in 

Bakterienkulturschalen in RPMI1640-Medium mit 10% L929 konditioniertem Medium 

ausgesät und bei 37°C für weitere drei Tage inkubiert. Die nicht-adhärenten Zellen 

wurden entfernt und mit sterilem PBS gewaschen. Anhaftende Makrophagen wurden 

für die Verwendung durch Kratzen mit kaltem PBS gesammelt, wobei das 

Wachstumsmedium durch komplettem Medium ersetzt wurde. 

L929-konditionertes Medium: Kurtulmedium von L929 bis Wachstum auf etwa 100% Konfluenz.  

Kulturmedium von L929: 10% hitz-inaktiviertem FCS, 100 ug/ml Streptomycin und 100 IU/ml 

Penicillin in DMEM-Medium 

 



  Material und Methoden 

35 

2.2.1.4. Präparation von human peripheren Blutlymphozyten (HPBLs) 

Lymphozyten wurden aus periphere Blut von gesunden Spendern aus Blutbank von 

Charité-Universitätsmedizin Berlin hergestellt. Alle Blutspender hatten sich freiwillig 

zur Verfügung gestellt. Das Durchschnittsalter der Blutspender lag bei 30 Jahren. 

Einsammeln und Arbeit mit humanem Blut wurde nach dem deutschen Ethikgesetz 

durchgeführt und die Genehmigung (EA4/106/13) wurde von der Ethikkomission der 

Charité-Universitätsmedizin Berlin erhalten.  

Die Blutentnahme wurde im Charité Blutspende Zentrum Campus Virchow Klinikum 

(CVK) durch qualifizierte Ärztinnen/Ärzte durchgeführt. Die verwendeten Röhrchen 

enthalten ein Antikoagulans (Heparin). Für die Isolierung der Blutlymphozyten wurde 

ein Ficoll-Trennsystem (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare) eingesetzt. Das mit einem 

Antikoagulanz behandelte Blut wurde mit einer ausgewogenen Salzlösung (siehe 

Protokoll der Manufaktur von Ficoll-Paque PLUS) 1:1 vermischt. Mit aseptischen 

Techniken wurde Ficoll-Paque Plus (3 mL) abgezogen und im Zentrifugenröhrchen (15 

mL) gegeben. Die verdünnte Blutprobe (4 mL) wurde sorgfältig auf Ficoll-Pague Plus 

pipettiert und bei 400 g für 35 min zentrifugiert. Während der Zentrifugation sammeln 

sich die mononuklearen Zellen wie z.B. Lymphozyten und Monozyten oberhalb im 

Ficoll-Paque Plus. Erythrozyten und Granulozyten bilden ein stabiles Pellet. Über der 

mit mononuklearen Zellschicht liegt das Blutplasma. Das Blutplasma wurde vorsichtig 

abgenommen und verworfen. Die mononukleare Zellschicht wird mittels einer Pipette 

in ein neues Zentrifugenröhrchen überführt. 3 mL ausgewogene Salzlösung wurde 

zugefügt. Die Zellen wurden durch sanftes Einziehen in und aus einer Pasteurpipette 

ausgespült und bei 100 g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das 

Zellpellet wurde in 8 mL ausgewogene Salzlösung suspendiert und zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet resuspendiert, die 

Zellzahl bestimmt und die Zellen für die Untersuchung verwendet.  

Saltzlösung = 1 Volume Lösung A + 9 Volumen Lösung B 

Lösung A 

 

Lösung B 

50 µM CaCl2 x 2H2O 

 

0,14 M NaCl 

98 mM MgCl2 x 6H2O 

  
5,4 mM KCl 
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0,415 M Tris 

  
1% D-Glukose 

  

2.2.2. Bioassay 

2.2.2.1. Markierung von FITC-Polysacchariden 

Die Herstellung von FITC markierten Polysacchariden wurde von A. N. de Belder et. 

al (1973) beschrieben [136]. Die Polysaccharid-Probe (10 mg) wurde in Methylsulfoxid 

(200 µL) gelöst, das ein Tropfen Pyridin enthält. Fluoresceinisothiocyanat (1 mg) und 

Dibutylzinndilaurat (0,5 mg) wurden hinzugefügt, und das Gemisch anschließend 2 

Stunden bei 95°C erhitzt. Nach 4-maligen Ausfällen in Ethanol wurde das erhaltene 

FITC-Polysaccharid über Nacht in Slide-A-Lyzer® G2 Dialysekassetten (Thermo 

Fisher Scientific) dialysiert, um den überschüssigen Farbstoff zu entfernen. Dann 

wurde FITC-Polysaccharid in der Vakuumzentrifuge getrocknet. 

2.2.2.2. Bestimmung der Proliferation und Aktivierung durch Alamar-Blau-

Assay 

Die Zellsuspension wurde auf eine geeignete Konzentration eingestellt und dann je 

180 µL/Well der Zellsuspension auf eine 96-Mikrotiterplatte gegeben. Anschließend 

wurden 20 µL von verschiedenen Testmitteln in je dreifacher Ausführung zugegeben. 

Nach Inkubation bei 37°C in 5 % CO2- Atmosphäre für eine definierte Zeit wurden 20 

µL Alamar-Blau in jedes Well gegeben. Nach Inkubation für weitere 4 h, wurde die 

Farbänderung der Lösung mit einem Mikro-ELISA-Autoreader bei 570 nm und 600 nm 

gemessen. Die Aktivierungsrate wurde nach der Alamar-Blau-Assay Formel (Nivelles, 

Belgien) berechnet. 

 

Abbildung 1: Alamar-Blau-Assay Formel (Nivelles Belgien) 
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2.2.2.3. Quantifizierung der Zytokine IL-1ß und TNF-Ŭ 

Die Anwesenheit der Zytokine IL-1ɓ und TNF-Ŭ, die aus Makrophagen in das 

Kulturmedium freigesetzt wurden, wurden unter Verwendung eines empfindlichen und 

spezifischen Sandwich-ELISA (R&D) quantifiziert. Die Makrophagen-Zellsuspension 

wurde auf die Konzentration 5 x 105 Zellen/mL eingestellt, und 180 µL der 

Zellsuspension wurde in jedes Well einer 96-Mikrotiterplatte gegeben. In der 

Zwischenzeit wurden 20 µL verschiedener Testmittel in dreifacher Ausführung 

zugegeben. Nach Inkubation bei 37°C in 5 % CO2 -Atmosphäre für 48 h wurden die 

zellfreien Überstände für die Zytokinmessung gesammelt. Je 100 µL des zellfreien 

Überstands, IL-1ɓ oder TNF-Ŭ-Standard-Proben wurden auf eine 96-Mikrotiterplatte, 

welche mit einem polyklonalem Antikörper beschiechtet wurde, der spezifisch gegen 

Maus-IL-1ɓ oder TNF-Ŭ reagiert, gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde anschließend 

vorsichtig gemischt und bei 4°C über Nacht inkubiert. Danach wurde die Platte 4-mal 

mit Waschpuffer gewaschen und dann das HRP-gekoppelte Anti-IL-1ɓ oder TNF-Ŭ in 

jedes Well gegeben und bei Raumtemperatur für 2 h inkubiert. Nach 4-maligem 

Waschen mit Waschpuffer wurden 100 µL Substrat-Lösung in jedes Well gegeben und 

30 min inkubiert. Schließlich wurden 100 µL Stopplösung zugegeben, und die 

Extinktion der Reaktionsmexturen wurde bei 450 nm (Referenz Wellenlänge 570 nm) 

gemessen.  

2.2.2.4. Messung von Stickstoffmonoxid (NO) 

Die Produktion von Stickstoffmonoxid wurde durch Messung der Nitrat/Nitrit-Bildung 

mittels der Griess-Reaktion bestimmt wurden [137]. Zuerst wurde 

Makrophagensuspension auf 5 × 105 Zellen/mL eingestellt, und 180 µL der 

Zellsuspension auf jedes Well der 96-Mikrotiterplatte verteilt. In der Zwischenzeit 

wurden 20 µL verschiedener Testmittel in dreifacher Ausführung zugegeben. Nach 

Inkubation bei 37°C in 5% CO2 -Atmosphäre für 48 h wurde je 100 µL zellfreier 

Überstand für die anschließende Nitrit-Messung gesammelt. Dafür wurde der 

Überstand (100 µL) mit 50 µL Griess-Reagenz gemischt und 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert, und die entstehende Farbereaktion wurde durch Messung 

der Absorbtion bei 543 nm bestimmt. Die Nitritkonzentration wird mit Natriumnitrit als 

Standard bestimmt. Die Konzentration wurde, entsprechend der Anleitung des Assays, 

nach Abzug der Blanks mit der Standardkurve berechnet. Die Standardkurve ist linear 

zwischen 0,1 und 100 µM.  
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Griess-Reagens 

1 % Sulfanilamid 

0,1 % Naphthylethylen-diamin -dihydrochlorid 

2,5 % Phosphorsäure 

2.2.2.5. Bestimmung der gesamten Immunglobulin-Produktion 

Das gesamte Immunglobin in den Kulturüberständen von MSLs wurde durch das Total 

Immunglobin ELISA Kit (Aachen, Deutschland) gemessen.  Die MSLs wurden auf 5 x 

106 Zellen/ml eingestellt, und 200 µl der Zellsuspension wurde in jedes Loch einer 96-

Mikrotiterplatte zugegeben. Dann wurden die Zellen mit oder ohne Behandlung von 

verschiedener Proben mit angegebenen Konzentration für 7 Tage bei 37°C in 5% CO2 

-Atmosphäre inkubiert. Zellfreie Suspensionen, nach Behandlung mit den 

verschiedenen Proben, wurden für das Immunglobulin-ELISA-Assay verwendet. 100 

µl zellfreier Überstand oder Ig-Standard-Proben wurden jeweils in ein Loch einer 96-

Mikrotiterplatte zugegeben, welche mit Ig-Antikörper beschichtete wurde. Nach 

Inkubation über Nacht bei 4°C wurde die Platte 4-mal mit Waschpuffer gewaschen und 

dann die Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten Anti-Ig-Antikörper zugegeben und 

bei Raumtemperatur für 2 h inkubiert. Nach 4-maligem Waschen mit Waschpuffer 

wurden 100 µl Substrat-Lösung in jedes Loch zugegeben und 30 min inkubiert. 

Schließlich wurde 100 µl Stopplösung zugegeben und die Extinktion der 

Reaktionsmixturen wurde bei 450 nm mit einer Referenz Wellenlänge von 570 nm 

gemessen. 

2.2.2.6. Messung der Zytokin-Produktion 

Die Zytokinproduktion (IL-2, -4, -6, IFN-ɔ) in den Überständen von kultivierten MSLs 

wurde durch ELISA-Kits (R&D, USA) nach Herstellerangaben bestimmt. Die 

Lymphozyten der Mausmilz wurden auf eine Konzentration von 5 x 106 Zellen/mL 

eingestellt, und 200 µL der Zellsuspension in jedes Well einer 96-Mikrotiterplatte 

gegeben. In der Zwischenzeit werden 20 µL verschiedener Testmittel in dreifacher 

Ausführung zugegeben. Nach Inkubation bei 37°C in 5% CO2- Atmosphäre für 48 

Stunden wurden die zellfreien Überstände für die Zytokinmessung gesammelt.  

100 µL zellfreier Überstand und IL-2-, IL-4-, IL-6- oder IFN-ɔ- Standard-Proben werden 

jeweils auf eine 96-Mikrotiterplatte mit einem polyklonalem Antikörper, der spezifisch 



  Material und Methoden 

39 

gegen Maus- IL-2, IL-4, IL-6 oder IFN-ɔ gerichtet ist, gegeben. Danach wurde die 

Mikroplatte vorsichtig gemischt und bei 4°C über Nacht inkubiert, die Platte wurde 

anschließend 4-mal mit Waschpuffer gewaschen und dann der HRP-gekoppelte 

sekundäre Antikörper gegen IL-2, IL-4, IL-6 oder IFN-ɔ jeweils zu entsprechendem 

Well gegeben und anschließend wurde wieder bei Raumtemperatur für 2 h inkubiert. 

Nach 4-maligem Waschen mit Waschpuffer wurden 100 µL Substrat-Lösung in jedes 

Well gegeben und ein weiteres Mal für 30 min inkubiert. Schließlich wurden 100 µL 

Stopplösung hinzugefügt, und die Extinktion der Reaktionsmixturen bei 450 nm 

(Referenz Wellenlänge 570 nm) gemessen.  

2.2.2.7. Phagozytotisches Assay von Makrophagen 

Die Fixierung und Permeabilisierung von E. coli (Optische Dichte = 6 in 1 mL) erfolgt 

durch zehnminütige Inkubation in 4% Formaldehyd; 0,1% Triton X-100/PBS. Nach 

dem Waschen wurde E. coli mit FITC durch Inkubieren in 10 µg/mL FITC/PBS für 10 

min markiert. Danach wurde das FITC-markierte E. coli dreimal mit PBS gewaschen 

und auf die optische Dichte von 1 in PBS verdünnt. Makrophagen wurden unter 

Verwendung von kaltem PBS geerntet und in RPMI-1640 Medium auf 2×105 Zellen/mL 

verdünnt. Die Zellen wurden in 12-Well-Platte mit 1 mL ausgesät und mit 

Polysacchariden für 24 h bei 37°C behandelt. 100 µL FITC-markierte E. coli werden 

auf das Well gegeben und für 90 min inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen 

dreimal mit PBS gewaschen und die Zahl der phagozytischen Zellen mittels 

Durchflusszytometrie quantitativ bestimmt. 10000 Zellen wurden jeweils mittels 

FACScalibur (Becton Dickinson) gezählt. Die Daten wurden durch Cellquest-Software 

analysiert. 

2.2.2.8. Analyse der Subpopulationen von Lymphozyten 

Lymphozyten wurden nach dem oben beschriebenen Verfahren erhalten. Dann 

werden 200 µL Zellsuspension (2 x 106 Zellen/mL) in 96-Well-Platte mit oder ohne 

Proben zugegeben. Nach einer Behandlung für 72 h wurden die Lymphozyten 

zentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann mit 

spezifischen mAk Anti-CD3(T-Zellen)-FITC/anti-CD19(B-Zellen)-PE, anti-CD8 

(zytotoxische T-Zellen)-FITC/anti-CD4(T-Helfe Zellen)-PE, anti-CD3-PE/anti-CD69 

(aktiviert T-Zellen)-FITC und anti-CD8-APC/anti-CD69-FITC doppel gefärbt. Nach der 

Färbung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und in 0,3 mL PBS 
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resuspendiert. Die Fluoreszenz-Analyse wurde unter Verwendung eines FACScan-

Analysators durchgeführt. Ein Mittelwert von 10000 Zellen wurde in diesem Gate 

analysiert. Die Cellquest-Software wurde verwendet, um die Daten für die Berechnung 

des Prozentsatzes von verschiedenen Lymphozyten-Unterpopulationen zu 

analysieren. 

2.2.2.9. Analyse der HPBLs-vermittelten Tumor-Zytotoxizität 

2x104 MCF7-Zellen wurden als Zielzellen auf Platten mit 96-Well ausgesät und über 

Nacht inkubiert. Nach der Inkubation wurden 2x105 HPBLs (bei einem Verhältnis von 

10 HPBLs zu einer Zielzelle) in Gegenwart von Proben mit unterschiedlichen 

Konzentrationen für 24 h in einem mit 5% CO2-befeuchtetem Inkubator bei 37°C 

inkubiert. Nach der zytotoxischen Wirkung von HPBLs werden die sterbende bzw. 

unadhärenten Zellen und suspendierende HPBLs entfernt. Die überlebenden und 

adhärenten Zellen wurden mittels der Kristallviolettfärbung quantitative bestimmt. 

Nach dem Waschen wurden je 100 µL 70% Ethanol in die Wells zugefügt. Nach 15 

min wurde die Farbintensität durch Spektroskopie bei 540 nm analysiert. Im Vergleich 

mit der Zellzhal der Zielzellen von Kontrollexperiment, die reduzierte Prozentsatz von 

Zielzellen nach der Behandlung mit verschiedener Proben wird als Zytolyse-

Prozentsatz der Tumorzellen durch HPBLs ausgedruckt 

2.2.2.10. Messung der Bindung der L-Selektin mit ihrer Ligand durch SPR 

(surface plasmon resonance)-Verfahren 

SPR-Experimente wurden auf einem BIAcore X Instrument nach der Hinweise von 

Firma GE Healthcare bei 25°C durchgeführt. L-Selektin-IgG-Chimäre (R&D Systems), 

die die Leukozyten-nachahmen, wurden auf Protein A beschichteten Gold (Au)-

Nanopartikeln (15 nm Durchmesser) immobilisiert, und auf die Oberfläche eines SPR-

Sensorchips ähnlich dem vaskulären Endothel aufgetragen. Der synthetische L-

Selektin-Modell-Ligand SiaLex/sTyr-PAA sowie N-Acetyl-Lactosamin-PAA wurden 

bereit auf dem SPR-Sensorchip beschiechtet. Die Selektin-Nanopartikel wurden in 

0,020 M HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4, mit 0,150 M NaCl und 0,001 M CaCl2) dispergiert 

und mit einer konstanten Flussrate von 20 mL/min durchströmt.  

Zur Bewertung der Bindung von potentiellen Inhibitoren von L-Selektin wurde ein 

definierter Vorinkubationsschritt mit dem Selektin Nanopartikel vor seinem Durchgang 
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über die Sensorchipoberfläche durchgeführt. Die Reduktion des Bindungssignals in 

Bezug auf die Inhibitor-Konzentration wurde als x% der Bindung berechnet und notiert. 

Die Inhibitor-Konzentration, die die Bindung um 50% reduziert, wird als IC50-Wert 

bezeichnet. Jede Konzentration wurde mindestens in zweifacher Ausfertigung 

aufgetragen. 

2.2.2.11. Einfluss der Bindung von L-Selektin Antikörpern (anti-CD62L) an L-

Selektin auf der Oberfläche von HPBLs durch Proben 

Jeweils 1 x 105 HPBLs wurden mit den unterschiedlichen Proben in 10 µl PBS bei 

angegebenen Konzentrationen oder gleichem Volumen PBS als Negativkontrolle für 

30 min bei Raumtemperatur in 90 ɛL RPMI 1640 Medium mit 10% FCS (fetales 

Kälberserum) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 1 

µL FITC-konjugiertem anti-CD62L-monoklonalem Antikºrper in 100 ɛL PBS für 30 min 

auf Eis markiert. Die Zellen wurden zweimal gewaschen, um ungebundene Antikörper 

zu entfernen, und die Anzahl sowie die FITC-Intensität der Antikörper-gebundenen 

HPBLs wurde durch Durchflusszytometrie bestimmt. 20000 Zellen wurden für jede 

messung verwendet. Die Daten wurden durch Cellquest-Software analysiert. 

2.2.2.12. Analyse der Bindung von verschiedenen Proben an L-Selektin auf der 

HPBL-Oberfläche 

Jeweils 1 x 105 HPBLs wurden mit 100 µl 50 µg/mL unterschiedlichen FITC-markierten 

Proben und 1 µL PE-markierten anti-CD62L-monoklonalen Antikörpern für 30 min in 

100 µL PBS auf Eis inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen durch 

Durchflusszytometrie analysiert. 20000 Zellen wurden jeweils gemessen. Die Daten 

wurden durch Cellquest-Software analysiert 

2.2.2.13 Analyse der Chemotaxis von Lymphozyten 

Um die Chemotaxis von humanen peripheren Blutlymphozyten (HPBLs) zu 

analysieren wurde ein TransWell System (Zwei-Kammer-System, Merck, Darmstadt) 

und humanes sekundäres lymphatisches Gewebe Chemokin (hSLC) verwendet. In der 

oberen Kammer wurden die Zellen ausgesät. In der unteren Kammer befindet sich das 

verwendete Chemokin. Die Kammern sind durch eine Membran mit 3 µm großen 

Poren voneinander getrennt. Die Zellen können nicht durch die Poren wandern, 

sondern müssen sich aktiv hindurch bewegen, nachdem sie von Chemokin stimuliert 
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wurden. Die Zellen wandern entlang eines Konzentrationsgradienten aktiv durch die 

Poren hindurch In Richtung der Chemokine. Die Isolierung von HPBLs wurde unter 

Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben. In die untere Kammer der Transwellplatten (24er Platte) 

wurde 300 µL serumfreies Medium mit 10 ng/mL hSLC gegeben. 1 x 106 HPBLs wurde 

zuerst in 100 µL serumfreiem Medium mit oder ohne Proben für 30 min im Inkubator 

(37°C, 5% CO2) inkubiert. Nach dreimal Waschen wurden 100 µL der Zellsuspension 

in die obere Kammer eingesät. Nach zwei Stunden Inkubation wurden die Zellen der 

oberen und unteren Kammer in FACS-Puffer aufgenommen und von PE-markiertem 

Anti-CD62L Antikörper gefärbt und gemessen. 

2.2.2.14. Analyse der Homing von Lymphozyten 

Die Analysen-Methode vom Lymphozyten-Homing wurde von Kenji Chiba et. al (1998) 

im Detail beschrieben [138]. Dafür wurden Calcein-markierte Spleen Lymphozyten von 

C57BL/6J Mäusen (MSLs) verwendet. Die Isolierung der MSLs wurde unter Abschnitt 

2.2.1.2 beschrieben.  

Lymphozyten (1,2 x 108 Zellen) wurden mit Calcein markiert, indem sie in 500 µL 

RPMI1640 Medium, welches 2 µM Calcein-AM enthält, für 30min im Brutschrank (37°C, 

5% CO2) inkubiert. Nach der Markierung wurde eine Viabilität der Lymphozyten von 

mehr als 95% durch Trypan Blue Färbung nachgewiesen. Um der Einfluss von Probe 

auf Lymphozyten-Homing zu untersuchen, wurden die Calcein-markierten 

Lymphozyten (4 x 107 Zellen) in 200 µL RPMI1640 Medium, welche 50 µg/mL der 

entsprechenden Probe enthält, für 30 min in Brutschrank (37°C, 5% CO2) inkubiert. 

Danach wurden die behandelten und unbehandelten Calcein-markierten Lymphozyten 

über die Schwanzvene von Mäusen injiziert. Nach der Injektion für 10 bzw. 30 min, 

wurde Peripherieblut von Maus-Schwanzvene entnommen, und nach der Injektion für 

30 min wurden Lymphknoten und Milz nach der Tötung der Mäuse genommen. Die 

Calcein-markierten Lymphozyten jeweils in Lymphozyten von Peripherieblut, 

Lymphknoten und Milz wurden nach Injektion für 10 bzw. 30 min mittels FACS-Analyse 

quantitativ nachgewiesen.  

2.2.2.15. Analyse der Aktivierung der Komplementsystems  

Die Aktivierung des Komplementsystems kann über den klassischen, alternativen und 

Lektin (Mannose-bindendes Lektin)-aktivierende Wege erfolgen. Über welchen Weg 
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das Komplementsystem aktiviert wird, kann mittels eines ELISA-Kits (Wieslab® 

Complement Kit) untersucht werden. Dieses Assay ist ein Enzym-Immunoassay, 

indem ein hämolytische Assay mit der Aktivierung des Komplementsystems unter 

Verwendung von markierten Antikörpers miteinander kombiniert. Dieser markierte 

Antikörper produziert nach erfolgreicher Aktivierung von Komplementsystem ein 

Neoantigen. Die Menge des erzeugten Neoantigens (C5b-9) ist proportional zu der 

Aktivität von funktionellem Weg des Komplementsystems. Die Wells der 96-

Mikrotiterplatte waren jeweils mit spezifischen Aktivatoren für einen der drei oben 

genannten Wege beschichtet. Das menschliche Serum wurde in Verdünnungsmittel, 

die mit spezifischen Inhibitoren versetzt, verdünnt und um sicherzustellen, dass nur 

einer der drei möglichen Wege aktiviert ist. Danach wurden die Wells gewaschen und 

der C5b-9-Antikörper konnte mit einem spezifischen alkalischen Phosphatase-

markierten Antikörper nachgewiesen werden, welcher sich gegen das während der 

MAC (membrane attack complex) -Bildung exprimierte Neoantigen richtet. Nach einem 

weiteren Waschschritt und Inkubation mit einer alkalischen Phosphatase-

Substratlösung konnten spezifische Antikörper nachgewiesen werden, wobei die 

Menge der Aktivierung des Komplementsystems mit der Farbintensität korreliert und 

als Extinktion (optische Dichte (OD)) gemessen werden kann.  

Bei dem Experiment wurden die Proben mit definierten Konzentrationen in verdünnte 

Serum gemischt. Die Aktivierung des Komplementsystems durch verdünntes Serum 

ohne Mischung von Proben diente lediglich als Kontrolle und deren Aktivität wurde 

gleich 100% gesetzt. Die Reduktion der Aktivität durch die Probe wurde in Bezug auf 

die Kontrolle als 100 ï x% Aktivität berechnet. Jede Messung wurde jeweils zweifach 

wiederholt.  

2.2.2.16. Zell-Matrix-Adhäsionsassay 

Je 100 µl  (50 ng/mL) unterschiedlicher ECM-Proteine (Fibronectin, Laminin, Collagen-

I und ïIV, Merck, Darmstadt) werden in einer 96-Well-Platte über Nacht ausplattiert. 

Nach dem Waschen wurde die Zellen (2 x 105) wurden in 90 ɛL RPMI 1640 Medium 

mit 10% FCS (fetales Kªlberserum) resuspendiert und gemeinsam mit 10 ɛL der 

jeweils unterschiedlichen Proben in PBS bei angegebenen Konzentrationen oder dem 

gleichen Volumen PBS als Negativkontrolle in die 96-Well-Platte gegeben und für 30 

min inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal gewaschen, um die suspendierenden 

Zellen zu entfernen. Die adhärierten Zellen wurden mit 10% Formaldehyd für 30 min 
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fixiert und mit 0,05% Kristallviolett angefärbt. Nach dem Waschen wurden 100 µL 70% 

Ethanol in die Platte gegeben. Nach 15 min wurde die Farbintensität mittels eines 

Spektrometers bei 540 nm analysiert.  

2.2.2.17. Einfluss der Bindung des ß1-Integrin Antikörpers (anti-CD29) an das ß-

Integrin auf der Oberfläche von Tumorzellen durch Proben 

Jeweils 1 x 105 Tumorzellen wurden mit 100 ɛg/mL unterschiedliche Proben in 100 ɛL 

RPMI 1640 Medium mit 10% FCS (fötales Kälberserum) oder dem gleichen Volumen 

Medium als Negativkontrolle für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 1 µL FITC-konjugiertem anti-

CD29-mAk f¿r 30 min in 100 ɛL PBS auf Eis markiert. Die Zellen wurden zweimal 

gewaschen, um ungebundene Antikörper zu entfernen, und die Anzahl sowie die FITC-

Intensität der Antikörper-gebundenen Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie 

bestimmt. 

2.2.2.18. Analyse der Migration von Tumorzellen durch Wundheilung 

Die Analyse der Tumorzellmigration erfolgte durch Wundheilung nach Verletzung. 1 x 

105 Zellen wurden in einer 96-Well-Platte gesät. Nach 48 h bildeten die Zellen eine 

Monolage, welche durch Abkratzen von Zellen mit einer Pipettenspitze verletzt wurden 

(Zeitpunkt t=0). Anschließend wurden die Proben mit 50 µg/mL in Medium eingesetzt 

und die Zellen weiterkultiviert. 24 h nach Verletzung wurde die Migration der Zellen in 

den zuvor zellfreien Bereich durch Fotografieren dokumentiert. Die Werte der zellfreien 

Areale wurden zum Zeitpunkt t = 0h als a und t = 24 h als b vermessen und der relative 

Migrationsrate in Form: "Migrationsrate = (a-b)/a x 100 [%] bestimmt.  

2.2.2.19. Analyse der Transwell-Migration von Tumorzellen  

Die Tumorzellmigration wurde durch das Transwell System analysiert. Tumorzellen mit 

einer Zellzahl von 1 x 105 wurden zuvor mit je 50 ɛg/mL der Proben für 30 min 

behandelt und anschließend mit serumfreien Medium gewaschen, und in das obere 

Well mit durchlässiger Membran (8 ɛm Poren) des Transwells gegeben. In unteren 

Well wurde das Medium, welches 10% FCS enthält, eingegeben. Nach 24 h 

Inkubationszeit wurden die Zellen, die durch die Membran gewandert sind, mit 4% 

Formaldehyd für 30 min fixiert, und dann mit 0,05% Kristallviolett gefärbt und 
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schließlich mittels eines Spektrometers bei 540 nm gemessen. Der OD-Wert ist 

proportional zu den migrierten Zellen. 

2.2.2.20. Messung der Blutgerinnung  

Um die Wirkung der einzelnen Proben auf die Blutgerinnung zu messen wurde die 

ROTEM® Thromboelastometrie (Tem International GmbH, München) durchgeführt. 

Dazu wurde eine frische Blutprobe von gesunden Spendern entnommen. Die 

Blutentnahme wurde im Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben.  

 

Abbildung 2: Standardanalyse der Blutgerinnung aus ROTEM® Thromboelastometrie 

Das Blut wurde direkt in ein mit Antikoagulans Zitrat enthaltenes Röhrchen (BD 

Vacutainer® mit Na-Citrat gepuffert 3,8%) eingesammeln. 300 µL der Blutprobe wurde 

dann in eine Küvette gefüllt und ein zylindrischer Stempel eingetaucht. Der Stempel 

wurde durch eine elastische Feder nach rechts und links gedreht. Anschließend wurde 

20 µL Aktivator der spezifischen intrinsischen oder extrinsischen Gerinnungskaskade 

hinzugefügt und anschließend direkt mit der Messung begonnen. Solange keine 

Gerinnsel auftreten, bewegt sich der Stempel ungehindert von rechts und links. Sobald 

sich ein Gerinnsel bildet, ist die Bewegung des Stempels durch die zunehmende 

Gerinnung eingeschränkt, was als Festigkeitskurve über die Zeit dargestellt werden 

kann. Die kinetische Änderung wurde optisch erfasst und von einem integrierten 

Computer berechnet. Es entstehen die typischen Kurven und numerischen Parameter 

(Abb. 2). Nach der Messung wurden drei Parameter miteinander verglichen: Die 

Clotting-Time (CT) zeigt den Beginn der Gerinnung an, ĂMCFñ entspricht der 

maximalen Gerinnsel-Festigkeit. Bei beiden Experimenten wurde die Probe in Citrat-

behandeltem Blut mit definierter Konzentration eingesetzt und bei Raumtemperatur für 
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30 min inkubiert. Der Start der Blutgerinnung erfolgte durch den Zusatz von einem 

Aktivator. 

2.2.2.21. Analyse der apoptotischen Zellen 

Die Zell-Apoptose wurde mittels Dead Cell Apoptosis Kit (BD Pharmingen, USA) 

ausgewertet. MCF-7 und MEL-2 wurden in einer 24-Well-Platte mit 1 x 105 Zellen pro 

Well mit verschiedenen Proben behandelt. Nach einem definierten Zeitpunkt wurden 

die Zellen geerntet und mit kaltem PBS zweimal und dann einmal mit 100 µL Annexin-

V Bindungspuffer gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 100 µL 

Bindungspuffer resuspendiert. 5 µL der Annexin V-FITC und 1 µl Propidiumiodid (PI) 

(100 µg/mL) Lösungen wurden jeweils in die Zellsuspensionen für 15 min bei 

Raumtemperatur und unter Lichtausschluss inkubiert. Dann wurden 300 µL 

Bindungspuffer zugegeben, und 10000 Zellen/Gate sofort mit einem FACScalibur 

(Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert. Für die Auswertung wurde die Cellquest-

Software wurde verwendet. 

2.2.2.22. Analyse des Zellzykluses 

MCF-7 und MEL-2 wurden in einer 24-Well-Platte mit 1 x 105 Zellen pro Well ausgesät 

und mit verschiedenen Proben für 24 h behandelt. Nach einem definierten Zeitpunkt 

wurden die Zellen geerntet und mit kaltem PBS zweimal gewaschen. Anschließend 

wurden die Zellen mit 70 % Ethanol für 48 h fixiert und permeabilisiert. Nach dem 

Zentrifugieren bei 1000 rpm für 5 min wurden die Zellen in 200 µL PBS mit 50 µg/mL 

Propidiumiodid und 50 µg/mL RNase A resuspendiert und für 20 min bei 

Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Dann wurden 200 µL Bindungspuffer 

zugegeben und die Zellen wurden sofort durch FACS analysiert. 10000 Zellen wurden 

für jede Analyse gemessen. 

2.2.2.23. Analyse der Zellproliferation durch CFSE-Färbung 

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) ist ein Fluoreszenzfarbstoff für Zellen. 

CFSE ist zellpermeabel und bindet an intrazelluläre Lysinreste und andere 

Aminquellen. Dadurch kann er über einen langen Zeitraum aufbewahrt werden. Je 

nach Zellteilung kann CFSE in Tochterzellen übertragen werden, wobei die 

Fluoreszenzintensität bei vermehrter Zellzahl verringert wird. 1x106 Zellen wurden in 

500 µL PBS resuspendiert. CFSE wurde bis zu einer Endkonzentration von 2 µM 
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hinzugefügt, und dann vorsichtig gevortext. Die Zellsuspension wurde 15 min bei 37°C 

stehengelassen. Danach wurde die Zellsuspension 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert 

und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 500 mL vorgewärmten Medium 

resuspendiert und weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Zellsuspension 

zentrifugiert und das Pellet nochmal mit dem Medium gewaschen. Die CFSE-

markierten Zellen wurden gleichmäßig in 6 Teile aufgeteilt, wovon ein Teil sofort mittels 

FACS analysiert wurde und die erhaltenen Daten als Tag 0 gesetzt werden. Die 

anderen 5 Teile wurden auf 24-Well-Platte ausgesät und bei 37°C in einem Inkubator 

mit 5% CO2 inkubiert, wovon jeden Tag 1 Teil/Gruppe geerntet und analysiert wurde. 

2.2.2.24. Messungen des intrazellulären ROS 

Zur Untersuchung des intrazellulären ROS-Levels wurde 2ó,7ó-Dichlorodihydro-

fluoresceindiacetat (DCF-DA, Merck, Darmstadt) verwendet. Die Tumorzellen wurden 

mit Phenolrot RPMI1640 mit 10% FCS und 1% Penicillin/ Streptomycin auf 1 x 105 

Zell/mL eingestellt und 1 mL pro Well in 24-Well-Platte ausgesät. Nach Inkubation über 

Nacht wurden die Zellen mit Proben für 24 h behandelt. Danach wurden die Zellen mit 

PBS (enthält Ca2+/Mg2+) gewaschen und in 10 µM DCF-DA in PBS (enthält Ca2+/Mg2+) 

bei 37°C für 30 min inkubiert. 10000 Zellen wurden mittels FACScalibur (Becton 

Dickinson) gemessen. Die Daten wurden mittels Cellquest-Software analysiert. 

2.2.2.25. Messungen des mitochondrialen Membranpotentials (ȹɊm) 

Um die Änderungen des mitochondrialen Membranpotentials ȹɊm zu messen, wurde 

die JC-1 (Invitrogen, Deutschland) mitochondriale Membranpotential Detektions-

methode verwendet. JC-1 (5,5ô,6,6ô-tetrachloro-1,1ô,3,3ô-tetraethylbenzimi-dazolyl-

carbocyanine iodide) ist ein lipophiler kationischer Carbocyanin-Farbstoff, der in 

funktionell aktive Mitochondrien einlagert und je nach Höhe des Membranpotentials 

eine rote, bzw. grüne Fluoreszenz emittiert. Bei gesunden Zellen mit hohem 

mitochondrialen ȹɊm, bildet JC-1 spontan Aggregate in den Mitochondrien mit 

intensiver roter Fluoreszenz. Wohingegen JC-1 in apoptotischen oder kranken Zellen 

mit niedrigen ȹɊm in seiner monomeren Form im Zytosom bleibt und eine grüne 

Fluoreszenz zeigt. Der Farbstoff wurde zunächst bei Raumtemperatur vorgewärmt und 

dann im Verhältnis 1:10 mit  Phenolrot-freiem RPMI 1640 Flüssigmedium verdünnt. 

Die Tumorzellen wurden in Phenolrot-freiem RPMI 1640 Flüssigmedium mit 10% FCS 

und 1% Penicillin/Streptomycin auf 1 x 105 Zellen/mL eingestellt und je 1 mL pro Well 
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in einer 24-Well-Platte ausgesät und über Nacht inkubiert. Nach der Behandlung mit 

verschiedener Probe für 8 h wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 200 µL JC-

1 Farblösung bei 37°C für 30 min inkubiert. Anschließend wurden jeweils 10000 Zellen 

mittels FACScalibur (Becton Dickinson) gemessen. Die Daten wurden mittels 

Cellquest-Software analysiert. 

2.2.2.26. Gewinnung von Proteinen aus Tumorzellen 

Die Zellen wurden dann mittels 0,05% EDTA (im PBS ohne Ca2+ und Mg2+) geerntet 

und in ein 15 mL Zentrifugenröhrchen überführt und bei 1200 rpm für 5 min bei 4°C 

zentrifugiert. Die Zellen wurden anschließend mit PBS gewaschen und nochmal 

zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und das Pellet auf Eis gestellt. Danach 

wurde das Zellpellet mit 100 µL Lysepuffer resuspendiert, in 1,5 mL Röhrchen 

überführt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Schließlich wurde die Ultrazentrifugation 

(150.000 rpm, 30 min, 4°C) mit dem TLA-100.4 Rotor durchgeführt. Aus dem 

Überstand wurden die löslichen Proteine aus Zellen gewonnen. 

Lysepuffer 

1% Triton X-100 

1 mM PMSF 

2.2.2.27. Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay 

Diese Methode beruht auf der Reaktion von Bicinchinonsäure (BCA) mit einwertigen 

Kupferionen in der Umgebung von Proteinen. Dabei wurden zweiwertige Kupferionen, 

in Anwesenheit von Proteinen und im alkalischen Medium, zu einwertigen Kupferionen 

reduziert, welche mit der Bicinchinonsäure reagieren. Dabei binden jeweils zwei 

Moleküle Bicinchinon mit einem Kupferionl und es entsteht eine violette Farbe. Die 

Reagenzien A und B wurden im Verhältnis 50 : 1 gemischt. 200 µL davon wurden 

jeweils in ein Well einer 96-Well-Platte vorgelegt. Anschließend wurden 10 µL 

Proteinprobe hinzugegeben. Nach 30 min bei 37°C wurde die Extinktion bei 595 nm 

gemessen. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer BSA-Standardreihe 

kalkuliert. 
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2.2.2.28. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) können Proteine nach 

ihrem Molekulargewicht in Polyacrylamidgelen mit unterschiedlichem 

Vernetzungsgrad aufgetrennt werden. Das Gel wurde zwischen zwei vertikale 

Glasplatten gegossen und besteht aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Zuerst 

wurde das 12% ige Trenngel hergestellt und mit Isopropanol beschichtet. Nachdem 

das Trenngel polymerisiert ist, wurde der Isopropanol entfernt. Das 3,75% ige 

Sammelgel wurde danach hergestellt, auf das Trenngel gegeben und der 

Probentaschenkamm eingesteckt. Nach der Polymerisierung wurde der Kamm 

entfernt und die Elektrophorese-Kammer mit dem Elektrophoresepuffer befüllt. 50 µg 

Proteinprobe mit ddH2O auf 20 µL aufgefüllt, anschließend mit 5 µL 5-fach 

konzentrierten SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C aufgekocht. Dadurch 

wurden die Proteine denaturiert und eventuell vorhandene Disulfidbrücken durch 

Zugabe von Reduktionsmitteln reduziert. Die Ladungen der Aminosäureseitenketten 

wurden durch SDS maskiert, sodass SDS-beladene Proteine nahezu identische 

Ladung-Masse-Verhältnisse und ähnliche Form aufweisen. 5 µL 

Molekulargewichtstandard wurde auf das Gel aufgetragen und dient als Vergleich zum 

Ablesen der relativen Molekülmasse der Probe. Nachdem die Proben in die 

vorgesehenen Taschen aufgetragen wurden, wurde das Gel in die Kammer gebracht, 

mit Elektrophoresepuffer bedeckt und eine Spannung von 100 V angelegt. Nach ca. 

90 min wurde die Auftrennung gestoppt.  

2 Trenngel 12% 2 Sammelgel 4% 

1,5 M Tris HCl pH 8,8 4 mL 0,5 M Tris HCl pH 8,8 2 mL 

Rotiphorese Gel A 6,4 mL Rotiphorese Gel A 750 mL 

Rotiphorese Gel B 2,56 mL Rotiphorese Gel B 300 mL 

ddH2O 3 mL ddH2O 3,45 mL 

10% SDS 75 µL 10% SDS 50 µL 

10% APS 150 µL 10% APS 75 µL 

 
5x SDS Probepuffer 

 

Elektrophoresepuffer 

0,25M Tris-HCl pH 6,8 

 

125 mM Glycin 

0,5M DTT 

 

24,8 mM Tris 
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10 % SDS 

 

3,5 mM SDS 

50 % Glycerol 

  
25 % ß-Mercaptoethanol 

  
2.2.2.29. Western Blot 

Nachdem die Proteine in einer SDS-PAGE nach ihrer Größe aufgetrennt wurden, 

wurden sie auf eine Membran übertragen. Es wurden Nitrocellulose- oder PVDF-

Membranen verwendet. PVDF-Membranen müssen vor der Benutzung aktiviert 

wurden, indem die Membranen für 5 min in 100% Methanol getaucht wurden. Das Gel 

wurde aus den Glasplatten entnommen und in den Blotpuffer gelegt. Ein Western Blot 

wurde in der folgenden Reihenfolge aufgebaut: Schlitten, Schwämme, vier Lagen 

Whatman-Papier, Membran, SDS-Gel und weiter dann vier Lagen Whatman-Papier, 

Schwämme und Schlitten. Alle Komponenten wurden zuvor im Blotpuffer getränkt. Das 

Western Blot wurde senkrecht in der Kammer aufgestellt, die mit Blotpuffer befüllt 

wurde. Anschließend wurde ein senkrecht zur zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes 

elektrisches Feld angelegt. Bei der Elektrophorese mit Spannung von  100v wurden 

Proteine von Gel nach Membranen übertragen. Transferqualität wurde durch Einlegen 

der Membran in Ponceau-Rot überprüft. Die sichtbaren Banden wurden nach der 

Ponceau-Rot-Färbung für 10 min. und anschließend 3x mit TBST Spülungen 

beobachtet. 

Blotpuffer (pH 8,5) 

187 mM Glycin 

25 mM Tris 

Antikörperinkubation 

Die Proteine, die mittels Western Blot auf eine Membran gebracht wurden, wurden 

mittels spezifischer und markierter Antikörper detektiert. Unspezifische Bindungen 

wurden durch Inkubation der Membran für 1 h bei RT in einer Blocklösung mit 10% 

Magermilch gelöst in 1x TBST (Tris buffered saline mit 0,1% Tween-20) blockiert und 

anschließend mit 1x TBST gespült. Die Inkubation der Primärantikörper erfolgte in der 

entsprechenden Verdünnung über Nacht bei 4°C in TBST mit 5 % Magermilch. 

Ungebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen für jeweils 10 min mit 1x 

TBST entfernt, bevor der Sekundärantikörper, welche mit Peroxidase konjugierte ist, 
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für 2 h bei RT oder über Nacht bei 4°C zugegeben wurde. Nach anschließendem 

dreimaligem Waschen erfolgte die Detektion mittels Chemilumineszenz.  

Blockpuffer 

1x TBST 

5% Magermilchpulver (Sucofin)  

 
Entwicklung 

Zum Nachweis der auf dem Immunoblot gebundenen Antikörper wurde die Membran 

mit dem Luminata Classico Western HRP Substrat inkubiert. Die Membran wurde dann 

aus der Flüssigkeit genommen, mit einem Papiertuch abgetupft und mit 1 mL 

Detektionsreagenz bedeckt. Nach einer Minute Inkubation wurde das Reagenz mit 

einem Papiertuch abgenommen. Die Membran wurde anschließend in einer 

Dunkelkammer zwischen zwei durchsichtige Folien gelegt und in einer Dunkelkammer 

auf einem Röntgenfilm (ECL, GE Healthcare) exponiert. Der Film wurde dann für 30 

Sekunden bis 30 Minuten entwickelt und sichtbar gemacht.  

Detektionsreagenz 

-Lösung A: 200 mL 0,1M Tris HCL pH 8,6, 50 mg Luminol (Sigma) 

-Lösung B: 11 mg Hydroxycoumarinsäure , 10 mL DMSD 

-Entwicklung: für jede Membran wurde 2 mL Lösung A mit 200 µL Lösung B und 0,6 µL H2O2 

(30 %) frisch zusammengemischt und auf der Membran gegeben.  
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3. Ergebnisse 

3.1. Untersuchung der biologischen Wirkungen der Fraktionen aus G.lucidum, T. 

aurantia lba, und S. graminifolium  

Während der Untersuchung der immunmodulatorischen Wirkung wurden 

unterschiedliche Fraktionen aus G. lucidum, T aurantia Iba, und S. graminifolium 

getestet. Im Folgenden werden die unterschiedlichen Polysaccharid-Fraktionen 

benannt und je nach Herkunft vorgestellt. Die Herstellung und chemische Analyse von 

GLP20, GLPss58,  JRP, JRP-SS und G2 sowie G4 wurden von unseren 

Kooperationspartner in der Shanghai Akademie für landwirtschaftlichen 

Wissenschaften durchgeführt. Die Herstellung und chemische Analyse von Sarg-Z 

wurden von unseren Kooperationspartner an der Shanghai Ozan Universität gamacht. 

GLP20 ist eine Polysaccharid-Fraktion aus dem Fruchtkörper des G. lucidums. Die 

Isolierungsverfahren und chemische Struktur von GLP20 wurden von Liu. et al. (2014) 

beschrieben [139] (Abb. 3). Die Struktur zeigte, dass GLP20 ein ɓ-(1-3)-verknüpftes 

D-Glucan mit einer á-(1-6)-D-Glucopyranosyl-Seitenverzweigungseinheit an jedem 

dritten Rest ist. Das Molekulargewicht von GLP20 ist 3,75 x 106 Da. GLPss58 ist die 

sulfatierte Form von GLP20. Die Herstellung von GLPss58 wurde von Zhang.et al 

(2017) beschrieben und die Sulfatierungsgrad (DS) von GLPss58 ist 0,58 [140].  

JRP ist eine Polysaccharid-Fraktion aus T. aurantia lba und deren sulfatierte Form 

bezeichnet man als JRP-SS. Die Isolierungs- und Sulfatierungsmethode von JRP ist 

dieselben wie GLP20. JRP hat ein Molekulargewicht von 6,08 x 106 Da und einen 

Zuckergehalt von 85,24%. Ihr Zuckeranteil ist Galactose (1,93%), Glucose (29,87%), 

Xylose (22,14%), Mannose (39,94%) und Glucuronic acid (6,13%). Die 

Sulfatierungsgrad von JRP-SS ist 0,21.  

Sarg-Z ist eine Fraktion aus S. graminifolium. Die Herstellung und chemische 

Charaktiersierung von Sarg-Z wurden von Zhang et al. (2012, 2013) beschrieben [141, 

142]. In die beiden Publikationen wurde Sarg-Z als SGP genannt. Sarg-Z ist eine Art 

homogenes Polysaccharide und ihr Molekulargewicht ist 1,19 x 104 Da. Sarg-Z hat 

einen Zuckergehalt von 75,68%, Proteingehalt von 0,12% und Sulfatgehalt von 10,13% 

[142]. Die chemische Struktur von Sarg-Z wurde in Abbildung 3 gezeigt.  
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Für die Untersuchung der Antitumorwirkungen wurden Fraktionen G2 und G4 von 

Tritepenoiden aus dem Fruchtkörper des G. lucidum verwendet. Weiterhin wurden die 

entsprechenden Mechanismen dieser Stoffe analysiert. Die chemische Struktur von 

G2 und G4 werden in Abbildung 3 angezeigt. Die Molekulargewichte von G2 und G4 

sind jeweils 554,75 Da und 612.79 Da. 

 

Abbildung 3: A) chemische Struktur von Wiederholungseinheiten von GLP20 [139] und 
Sarg-Z [141]. B) chemische Struktur von G2 und G4. Die Analyse der chemischen 
Struktur wurde von unsere Koorperationspatner durchgeführt. 

3.2. Immunstimulierende Wirkungen der Polysaccharid-Fraktionen  

3.2.1. Aktivierung von Makrophagen  

3.2.1.1. Aktivierung von Makrophagen nach Stimulation durch Sarg-Z  

Um die immunstimulierende Wirkung zu untersuchen, wurden zunächst die 

Reaktionen von Makrophagen zu den oben genannten unterschiedlichen 

Polysaccharid-Fraktionen untersucht. Für diese Experimente wurde die Maus 

Knochenmark-abgeleiteten Makrophagen (BMMs, Bone Marrow-Derived 

Macrophages) aus C57BI/6 Mäusen isoliert. Die BMMs wurden jeweils mit den im 

vorangegangen Kapitel bereits vorgestellten Fraktionen GLP20, GLPss58, JRP, JRP-

SS und Sarg-Z für drei Tage behandelt. Als positive Kontrolle wurde Lipopolysaccharid 

(LPS) verwendet.  

Die relative Aktivierungsrate wurde mittels des Alamar-Blue-Assays gemessen, und 

mit PBS als negative Kontrolle (Phosphatgepufferte Salzlösung) verglichen. Es wurde 
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gefunden, dass Sarg-Z BMMs bereits ab 10 µg/mL aktivieren konnte (Abb. 4C), 

während bei den anderen Fraktionen im Bereich von 1ï100  µg/mL keinerlei 

Wirkungen beobachtet wurde (Abb. 4). Abb. 4C stellt die konzentrationsabhängige 

immunstimulierende Wirkung von Sarg-Z auf Makrophagen dar.  

 

Abbildung 4: Untersuchung der Wirkungen verschiedener Polysaccharid-Fraktionen 

auf die Aktivierung der BMMs. BMMs wurde mit den einzelnen Polysaccharid-Fraktionen für 

72 h behandelt. Die Aktivierungsrate wurde mittels des Alamar Blue Assays gemessen. Die 

Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen 

Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des Zweistichproben-t-Tests (paired t Test) 

wird die spezifische Signifikante berechnet  *= p < 0,05, **=p < 0,01. 

3.2.1.2. Induktion der Produktion von NO aus BMMs nach Stimulation durch 

Sarg-Z  

Makrophagen sind in der Lage, nach deren Aktivierung NO zu produzieren. Im 

Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Sarg-Z BMMs stimulieren kann, 

um NO zu produzieren. Für dieses Experiment wurden BMMs 48 h mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von Sarg-Z behandelt, und eine signifikante, aber 
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dosisabhängige NO-Produktion wurde gemessen (Abb. 5). Das bedeutet, dass Sarg-

Z eine stimulierende Wirkung auf Makrophagen hat.  

 

Abbildung 5: Untersuchung der NO-Produktion von BMMs nach der Stimulation durch 

Sarg-Z. BMMs wurde von Sarg-Z mit unterschiedlichen Konzentrationen für 48 h in vitro 

behandelt. Die Überstande wurde gesammelt und auf NO analysiert. Die Ergebnisse zeigen 

jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei 

Wiederholungen. Mittels des paired t Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, 

**=p<0,01. 

3.2.1.3. Induktion der Sekretion von IL-1ß und dem Tumornekrosefaktor TNF-Ŭ 

aus BMMs nach Stimulation durch Sarg-Z 

In dem oben erwähnten Experiment konnte gezeigt werden, dass Sarg-Z 

Makrophagen aktivieren kann. Nach Aktivierung können Makrophagen viele 

verschiedene immunmodulatorische Substanzen ausschütten, wie beispielweise die 

beiden Zytokine TNF-Ŭ und IL-1ß, welche derzeit als die primären Mediatoren bei der 

Abtötung von Tumorzellen gelten. 

 

Abbildung 6: Untersuchung der Sekretion von IL-1ß und TNF- Ŭ aus BMMs nach der 

Stimulation durch Sarg-Z. BMMs wurde von Sarg-Z mit unterschiedlichen Konzentration für 

48 h in vitro behandelt. Die Überstande wurde gesammelt und auf IL-1ß (A) und TNF-Ŭ (B) 

analysiert. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander 
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unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t Tests wird die 

spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01. 

Abbildung 6A und 6B zeigen die erhöhte Sekretion von Zytokinen IL-1ɓ und TNF-Ŭ von 

BMMs nach Behandlung durch Sarg-Z. Diese Fraktion induzierte eine 

konzentrationsabhängige Zunahme der IL-1ɓ- und TNF-Ŭ-Sekretion von BMMs. 

3.2.1.4. Erhöhung der Phagozytose der BMMs nach Stimulation durch Sarg-Z  

 

Abbildung 7: Untersuchung der Phagozytose der BMMs nach der Stimulation durch 

Sarg-Z. A) Fotografische Aufnahme der Phagozytose der BMMs durch 

Fluoreszenzmikroskopie. Die Zellen wurden mittels PE-Anti-ß-Actin Antikörper angefärbt 
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und die Zellkerne mit DAPI. E. coli-Zellen wurden mit FITC mrkiert (grün). FACS-Analyse B) 

der FITC-Intensität der BMMs, C) der Prozentsatz der phagozytierten BMMs und D) 

Phagozytoseaktivität der BMMs. BMMs wurden mit Sarg-Z (10-,100 µg/mL), LPS (1 µg/mL) 

oder PBS als Kontrolle für 24h bei 37°C in vitro behandelt, dann mit FITC-markierten E. coli-

Bakterien für 90 min kultiviert. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei 

voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t 

Tests wird die spezifische Signifikante berechnet *=p<0,05, **=p<0,01. 

Ein Merkmal von Makrophagen bei der Immunabwehr in vivo ist die Aufnahme und 

Zerstörung von infizierten Krankheitserregern, beispielweise Bakterien durch 

Phagozytose. Durch Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass BMMs, die 

mit PBS, Sarg-Z oder LPS behandelt wurden FITC-markierte E. coli Bakterien 

aufnahmen (Abb. 7A).  

Es konnte außerdem gezeigt werden, dass die FITC-Intensitäten proportional zur 

aufgenommenen Menge an Bakterien ist. Sarg-Z erhöhte signifikant die Aufnahme von 

Bakterien in BMMs (Abb. 7B). Die Menge der aufgenommenen Bakterien durch BMMs 

wurde mittels Flow Zytometrie gezählt. Bei Behandlung von BMMs mit je 100 µg/mL 

Sarg-Z konnten diese Menge von 60% auf 90% erhöht werden (Abb. 7C). Die 

Fluoreszenz-Intensität der Bakterien, die sich in gleichmäßigen phagozytierten BMMs 

aufgetreten war, wurde in dieser Arbeit als Phagozytoseaktivität definiert. Bei einer 

Konzentration von 100 µg/mL, konnte Sarg-Z eine Erhöhung der Phagozytose- 

aktivität von BMMs jeweils um das ca. 3- oder 4-fache stimulieren (Abb. 7D). Diese 

stimulierenden Effekte von Sarg-Z auf die Phagozytose der BMMs sind 

konzentrationsabhängig (Abb. 7B-C). 

3.2.2. Aktivierung der Lymphozyten  

3.2.2.1. Erhöhung der Proliferationsrate von Maus-Milz Lymphozyten (MSLs) 

nach Stimulation durch Sarg-Z 

In vorherigeren Kapitel (s. Abb. 4) wurde nachgewiesen, dass nur Polysaccharid-

Fraktion Sarg-Z aus allen getesteten Polysaccharid-Fraktionen die Aktivierung von 

Makrophagen stimulieren kann. Es wurde weiterhin untersucht, ob die 

unterschiedlichen Polysaccharid-Fraktionen eine immunstimulatorische Wirkung auf 

Lymphozyten haben.  

Dafür wurden die Lymphozyten aus der Milz aus C57BI/6 Mäusen isoliert. Die MSLs 

wurden jeweils mit den verschiedenen Polysaccharid-Fraktionen und mit 

unterschiedlicher Konzentration für 72 h behandelt. PBS wurde als negative Kontrolle 
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verwendet und LPS und Concanavalin A (ConA), welche die bekanntesten Aktivatoren 

jeweils für B-Zellen und T-Zellen von Mäuse sind, wurden in diesem Experiment als 

positive Kontrollen verwendet. Danach wurden die entsprechenden Proliferationsraten 

von MSLs durch Alamar-Blue-Assay analysiert. Abbildung 8A und B zeitgen, dass die 

Rohfraktionen GLP20 und JRP sowie ihre sulfatierte Form keine stimulierende 

Wirkung auf die Proliferation von MSLs hatten, während LPS und ConA die 

Proliferationsraten von MSLs jeweils um ca. 300% bzw. 200% erhöhten. Im Gegensatz 

dazu wurde die Proliferationsrate von MSLs nach der Behandlung mit Sarg-Z deutlich 

erhöht (Abb. 8C). Diese zunehmenden Proliferationsraten waren von der 

Konzentration der jeweiligen Polysaccharid-Fraktion abhängig. Bei einer 

Konzentration von 500 µg/mL konnten Sarg-Z die Proliferationsrate der MSLs um mehr 

als 4-fache erhöhen (Abb. 8C). Das bedeutet, dass Sarg-Z eine immunstimulatorische 

Wirkung auf Lymphozyten hat. 

 

Abbildung 8: Untersuchung der Proliferationsrate der MSLs nach der Behandlung von 

verschiedenen Fraktionen. PBS wurde als negative Kontrolle, LPS (25 µg/mL) und ConA (5 
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µg/mL) wurden als positive Kontrolle verwendet. MSLs wurden mit unterschiedlichen 

Fraktionen bei 37°C für 72h behandelt. Die Proliferationsraten wurden durch die Methode von 

Alamar-Blue-Assay gemessen. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei 

voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t 

Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. 

3.2.2.2. Erhöhung des prozentualen Anteils von der B-Zellpopulation nach 

Stimulierung durch Sarg-Z  

Um herauszufinden, welche Zellpopulation von MSLs bei der Behandlung von Sarg-Z 

ausbreitet werden, wurden FITC-markierte Antikörper gegen T-Lymphozytenmarker 

CD3 und PE-markierte Antikörper gegen B-Lymphozytenmarker CD19 verwendet und 

die entsprechende Zellpopulation nach Stimulation durch Durchflusszytometrie 

analysiert. Abbildung 9 zeigt, dass, ähnlich wie LPS, Sarg-Z die Proliferation von B-

Zellen (CD19+) signifikant stimulieren konnte. Nach Behandlung von Sarg-Z mit 100 

µg/mL für 48 h wurden die Prozentsätze der B-Zellpopulation von 9,7% jeweils auf 

35,1% erhöht, während der Prozentsätze der T-Zellpopulation reduziert wurden 

(Abb.9). 

 

Abbildung 9: Untersuchung der Subpopulationen der MSLs nach der Stimulation durch 

Sarg-Z. A) Durchflusszytometrie von CD3+ (T-Zellen) und CD19+ (B-Zellen) in MSLs nach 

der Behandlung mit Sarg-Z. B) Auswertung der Ergebnisse und Darstellung im Säulen-

Diagramm. MSLs wurden mit PBS (negative Kontrolle), LPS (25 µg/mL) oder Sarg-Z (100 

µg/mL) bei 37°C für 48 h behandelt. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von 
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zwei voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired 

t Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. 

3.2.2.3. Sekretion von gesamte Immunglobulin aus MSLs nach Stimulation durch 

Sarg-Z  

Die Wirkungen von Sarg-Z auf B-Zellen wurden weiter untersucht, ob die 

Konzentration von gesamte Immunglobulin in dem Medium erhöht. Abbildung 10 zeigt, 

dass die Sekretion von Immunglobulin aus MSLs nach Behandlung von Sarg-Z 

induziert werden. Bei einer Konzentration von 100 µg/ml war die Wirkung von Sarg-Z 

auf die Sekretion von Immunglobulin deutlich stärker als die von LPS (25 µg/ml).  

 

Abbildung 10: Untersuchung der Induktion der Immunglobulin-Produktion aus MSLs 

nach Behandlung durch Sarg-Z. MSLs wurden mit PBS (negative Kontrolle), LPS (25 µg/mL), 

ConA (5 µg/mL) oder Sarg-Z (100 µg/mL) bei 37°C für 72 h behandelt. Der Überstand wurde 

gesammelt. Die Immunglobulin-Konzentration wurde mittels der ELISA-Methode gemessen. 

Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen 

Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des Paired t Tests wird die spezifische 

Signifikante berechnet, *=p<0,05. 

3.2.2.4. Erhöhung des prozentualen Anteils der CD4+CD8+ doppelt positiven T-

Zellpopulation in MSLs nach Stimulation durch Sarg-Z  

T-Zellen mit unterschiedlichen Zellfunktionen lassen sich in zwei Unterformen einteilen: 

Eine davon sind CD4+ Lymphozyten, die durch Sekretion unterschiedlicher Zytokine 

an der zellvermittelten Immunantwort beteiligt sind. Diese Zellformen werden als T-

Helferzellen bezeichnet. Zu der zweiten Unterform gehört die zytotoxische T-Zelle, die 

durch CD8+ Lymphozyten auf der Oberfläche gekennzeichnet sind. Sie können den 

programmierten Zelltod der defekten Zellen auslösen, indem sie die auf MHC-I-

Molekülen präsentierten Antigene erkennen. Abbildung 9 zeigt, dass Sarg-Z keine 

stimulierende Wirkung auf die Proliferationsrate von T-Zellen in MSLs hatte, aber es 

ist noch unklar, ob das Verhältnis zwischen CD4+- und CD8+-Lymphozyten in T-Zellen 
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verändert werden. Um dies zu untersuchen, wurden Anti-CD8(FITC)- und Anti-

CD4(PE)-Antikörper verwendet und die entsprechende Zellpopulation nach 

Stimulation durch Durchflusszytometrie analysiert. Es wurde gefunden, dass eine 

erhöhte CD4+/CD8+ doppelte positive T-Zellpopulation detektiert wurde, wohingegen 

die einzelnen CD4+ und CD8+ T-Zellpopulationen verringert wurde (Abb.11). Nach 48 

h Behandlung durch Sarg-Z erhöhte sich die Menge der CD4+/CD8+ doppelt positiven 

T-Zellpopulation von 1,6% auf jeweils 9,7% (Abb.11). Vielen Studien haben bereits 

bewiesen, dass die CD4+/CD8+ doppelt positive Population zu den T-Gedächtniszellen 

gehören, wobei man bei den Gedächtnis-T-Zellen CD4- beziehungsweise CD8-

positive Zellen voneinander unterscheidet. Darüber hinaus unterscheidet man 

innerhalb dieser zwei Typen mindestens zwei funktionell unterschiedliche Gruppen, 

nämlich zum einen die Effektor-Gedächtnis-T-Zellen und zum anderen die zentralen 

Gedächtnis-T-Zellen. Beide Gruppen kommen bei CD4- als auch bei CD8-positiven 

Gedächtnis-T-Zellen vor. Sie werden durch Expression von CD4+ auf CD8+-T-

Lymphozyten gebildet und optimieren die zellvermittelte Immunität von zytotoxischen 

T-Lymphozyten gegen Viren und Alloantigene in vivo [143]. Daher wird angenommen, 

dass Sarg-Z die CD4+-Expression auf CD8+-T-Zellen stimulieren und die zytotoxische 

Wirkung von CD8+-T-Zellen hochreguliert werden kann. 

 

Abbildung 11: Untersuchung der Subpopulationen der T-Lymphozyten nach der 

Stimulation durch Sarg-Z. A) Durchflusszytometrie von CD4+ (T-Helferzellen) und CD8+ 

(B-Zytotoxische T-Zellen) nach Behandlung. MSLs wurden mit PBS (negative Kontrolle), 
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Sarg-Z (100 µg/mL) bei 37°C für 48 h behandelt. B) Auswertung und Darstellung der 

Ergebnisse im Säulen-Diagramm. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von 

zwei voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des Paired 

t Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01. 

3.2.2.5. Kein Einfluss von Sarg-Z auf die Aktivierung der T-Zellen der MLSs  

Sullivan et al. haben berichtet, dass die CD4+-Hochexpression auf CD8+-T-Zellen in 

peripheren Blut mononuklearer Zellen (PBMC) als zusätzlicher Marker für die 

Identifizierung aktivierter CD8+-T-Zellen fungieren kann [144]. Um herauszufinden, ob 

die T-Zellen nach der Behandlung mit Sarg-Z aktiviert werden können, wurde ein PE-

markierter Antikörper gegen CD69, der auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird, 

verwendet. Abbildung 12 zeigt, dass Sarg-Z nach Behandlung für 48 h mit einer 

Konzentration von 100 µg/mL kaum MSLs aktivierten konnte. ConA mit 5 µg/mL diente 

als positive Kontrolle und konnte ca. 20% der T-Zellen aktivieren (Abb. 12).  

 

Abbildung 12: Untersuchung des Einflusses von Sarg-Z auf die Aktivierung der T-

Lymphozyten von MSLs. A) Durchflusszytometrie der aktivierenden T-Zellen mit 

Expression von CD69 (CD3+/CD69+ doppelt positive) nach Behandlung. MSLs wurde mit 

PBS (negative Kontrolle), ConA (5 µg/mL), oder Sarg-Z (100 µg/mL) bei 37°C für 48 h 

behandelt. B) Auswertung und Darstellung der Ergebnisse im Säulen-Diagramm. Die 

Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen 

Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t Tests wird die spezifische 

Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01. 
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3.2.2.6. Sekretion von IL-6 der MSLs nach Stimulation durch Sarg-Z  

Ein Merkmal aktivierender Lymphozyten ist es, die verschiedenen Zytokine zu 

sezernieren. Es wurde untersucht, ob Sarg-Z die MSLs Sekretion von Zytokinen, 

insbesondere von IL-2, IL-4, IL-6 und IFN-ɔ, induzieren kann. Abbildung 13 zeigt, dass 

MSLs nach Stimulation mit Sarg-Z nur IL-6 sekretierten. Da IFN-ɔ, IL-2 und IL-4 durch 

aktivierte T-Zellen, IL-6 aber hauptsächlich durch aktivierte B-Zellen von MSLs 

produziert werden, wurde geschlossen, dass Sarg Z nur die Aktivierung von B-Zellen 

in MSLs stimulieren konnte (Abb. 9 und 10), aber keinerlei Wirkung auf T-Zellen haben 

(Abb. 12). 

 

Abbildung 13. Untersuchung des Einflusses von Sarg-Z auf die Sekretion verschiedener 

Zytokine. MSLs wurden mit PBS (negative Kontrolle), LPS (25 µg/mL), ConA (5 µg/mL) oder 

Sarg-Z (100 µg/mL) bei 37°C für 72 h behandelt. Die Überstände wurden gesammelt. Die 

verschiedenen Zytokin-Konzentrationen in Überständen wurden mittels der ELISA-Methode 

gemessen. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander 

unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t Tests wird der 

spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. 

3.2.2.7. Erhöhung der Proliferationsrate von HPBLs nach Stimulierung durch 

Sarg-Z  

Bei der Untersuchung der immunstimulierenden Wirkung aller Polysaccharid-

Fraktionen wurde festgestellt, dass die Fraktion Sarg-Z die Immunzellen von Mäusen, 

insbesondere von Knochenmark- abgeleiteten Makrophagen (BMMs) und Maus-Milz 
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B-Lymphozyten (MSLs), in vitro aktivieren kann. Ob es sich um ähnliche Ergebnisse 

in humanen Immunzellen handelt, insbesondere in humanen peripheren 

Blutlymphozyten (HPBLs), wurde untersucht. Phytohaemagglutinin (PHA) mit 5 µg/mL 

wurde als positive Kontrolle verwendet. Nach Inkubationen für 72 h wurde die 

entsprechende Proliferationsrate von HPBLs durch Alamar-Blue-Assay analysiert. 

Abbildung 14 zeigt, dass nur Sarg-Z die Proliferation von HPBLs in vitro dosisabhängig 

stimulieren kann, während die anderen Polysaccharid-Fraktionen keinerlei 

stimulierende Wirkung auf HPBLs aufwiesen. Das Ergebnis von den HPBLs stimmt mit 

den Ergebnissen von den MSLs überein.  

 

Abbildung 14: Untersuchung des Einflusses verschiedener Fraktionen auf die 

Proliferation von HPBLs. HPBLs wurden mit PBS (negative Kontrolle), PHA (5 µg/mL) oder 

Sarg-Z (100 µg/mL) bei 37°C für 72 h behandelt. Die Proliferationsrate wurde mittels der 

Alamar Blue Assay analysiert. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei 

voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t 

Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. 
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3.2.2.8. Erhöhung des prozentualen Anteils der CD4+CD8+ doppelt positiven T-

Zellpopulation von HPBLs nach Stimulation durch Sarg-Z  

Die Anti-CD3 (FITC)-, anti-CD19 (PE)-, anti-CD4 (FITC)- und anti-CD8 (PE)- 

Antikörper wurden verwendet, um herauszufinden, welche Zellpopulation der HPBLs 

durch Sarg-Z stimuliert wird. Der prozentuale Anteil der entsprechenden 

Zellpopulationen wurde nach Stimulation mittels Durchflusszytometrie analysiert.  

 

Abbildung 15: Analyse der Subpopulationen von HPBLs nach Stimulation durch Sarg-

Z. A) Durchflusszytometrie von CD3+ (T-Zellen), CD19+ (B-Zellen), CD4+ (T-Helferzellen) 

und CD8+ (B-Zytotoxische T-Zellen) nach Behandlung. HPBLs wurden mit PBS (negative 

Kontrolle) oder Sarg-Z (100 µg/mL) für 3 Tage behandelt. B) Auswertung und Darstellung 

der Ergebnisse im Säulen-Diagramm. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM 

von zwei voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen.  

Die prozentualen Anteile von B-Zellen (CD19+) und T-Zellen (CD3+) zeigten keinen 

Unterschied im Vergleich zur Kontrolle, nachdem sie von Sarg-Z mit 100 µg/mL 

behandelt wurden (Abb. 15A). Der prozentuale Anteil von CD4+ T-Zellen am 6. Tag 

war höherer als am 3. Tag bei der Kontrolle. Im Vergleich dazu zeigten die mit Sarg-Z 
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behandelten CD4+ T-Zellen keinen Unterschied zwischen dem 3. und 6. Tag (Abb. 

15B). Der Anteil von CD8+ T-Zellen am 6. Tag war niedriger als am 3. Tag bei der 

Kontrolle. Im Vergleich zur Kontrolle verringerten Sarg-Z die CD8+ T-Zellpopulation 

zeitabhängig, wenn auch nur geringfügig (Abb. 15B). Im Gegensatz zu den oben 

genannten vier Populationen wurde nach der Behandlung mit Sarg Z eine signifikant 

erhöhte CD4+CD8+ doppelt-positive Zellpopulation gefunden (Abb. 15). Dieses 

Ergebnis wurde auch bei der Untersuchung von MSLs in vitro nachgewiesen (Abb. 11), 

aber bis heute ist es noch nicht geklärt, wie diese Zellpopulation auftrat. Im Gegensatz 

zu MSLs zeigt Sarg-Z keine Wirkung auf die Proliferation von B-Zellen in HPBLs. 

3.2.2.9. Aktivierung der CD8+ T-Zell der HPBLs nach Stimulation durch Sarg-Z  

In  MSLs wurde der prozentuale Anteil der CD4+ CD8+ doppelt positiven T-Zellen durch 

Sarg Z bzw. Sarg S erhöht (Abb. 9), aber nicht aktiviert (Abb. 11). Basierend auf dem 

Bericht von Sullivan et al. (2001) kann CD4 auf CD8+ T-Zellen als zusätzliche Marker 

von aktivierten CD8+ T-Zellen in peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) 

exprimiert werden [144], deswegen sollten die CD4+CD8+ doppelt positive T-Zellen 

aktiviert sein. Es wurde untersucht, ob aktivierende T-Zellen, die mit Sarg-Z behandelt 

wurden, auftreten können. Dafür wurden anti-CD3 (PE), anti-CD8 (Apc) und anti-CD69 

(FITC) verwendet.  

Abbildung 16A zeigt das FACS-Ergebnis der HPBLs, die durch Sarg-Z mit 100 µg/mL 

für 3 Tage behandelt wurden. Es konnte festgestellt werden, dass der prozentuale 

Anteil der CD3+CD69+- sowie der CD8+CD69+-Population, den jeweils die 

aktivierenden T-Zellen und CD8+-T-Zellen entsprechen, waren nach der Behandelung 

durch Sarg-Z höher als in der Kontrolle. Abbildung 16B fasst die aktivierenden oder 

nicht aktivierenden T-Zellen bzw. CD8+-T-Zellen nach Behandlung mit jeweils PBS 

oder Sarg-Z zusammen. Nach sechs tägiger Behandlung mit Sarg-Z wurden jeweils 

21% aktivierende T-Zellen nachgewiesen, wovon 15% aktivierende zytotoxische 

CD8+-T-Zellen waren. Das bedeutet, dass in HPBLs die zytotoxischen CD8+ T-Zellen 

hauptsächlich durch Sarg-Z aktivieren wurden. 
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Abbildung 16: Untersuchung des Einflusses von Sarg-Z auf CD8+ T-Zellen von HPBLs. 

A) Durchflusszytometrie von CD3+CD69+ (aktivierende T-Zellen) und CD8+CD69+ 

(aktivierende zytotoxische T-Zellen) nach Behandlung. HPBLs wurden mit PBS (negative 

Kontrolle), PHA (5 µg/mL), oder Sarg-Z (100  µg/mL) bei 37°C für 3 Tage behandelt. B) 

Auswertung und Darstellung der Ergebnisse im Säulen-Diagramm. Die Ergebnisse 

zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen Experimenten mit 

je drei Wiederholungen. Mittels des paired t Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, 

*=p<0,05, **=p<0,01. 

3.2.2.10. Induzierung der Zytotoxizität von HPBLs gegen Tumorzellen durch 

Sarg-Z  

Im menschlichen Körper (in vivo) können zytotoxische T-Zellen die von Pathogenen 

infizierten Zielzellen töten, indem sie fremde Peptide aus Pathogenen erkennen, die 

an MHC-I-Moleküle an der Zelloberfläche gebunden sind. Danach aktivieren 

zytotoxische T-Zellen und setzen spezielle lytische Granula frei. Diese Granula 

enthalten spezifische Zytokine: Granzyme und Perforine. Die Granzyme können den 

programmierten Zelltod der Zielzellen induzieren. Das Protein Perforin führt zur 

Bildung von Poren auf den Zielzellmembranen, wodurch die Granzyme in die Zellen 

gelangen können [145]. Aktivierende zytotoxische T-Zellen können auch den 
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membrangebundenen Fas-Ligand exprimieren. Durch Bindung des Fas-Liganden auf 

der Oberfläche der Zielzellen kann eine Apoptose der Zielzellen induziert werden [146].  

Es wurde nachgewiesen, dass zytotoxische T-Zellen von HPBLs durch in vitro 

Behandlung mit Sarg-Z aktiviert werden können (Abb. 16). Um deren zytotoxische 

Wirkung zu untersuchen, wurden HPBLs in Gegenwart von MCF7-Zellen (MCF7-

Zellen : HPBLs= 1 : 10) mit Sarg-Z für 24 h stimuliert. Abbildung 17A zeigt, dass sich 

die relative Zellzahl von MCF7-Zellen in Gegenwart von HPBLs nach Behandlung mit 

Sarg-Z dosisabhängig verringert, während Sarg-Z selbst keinen Einfluss auf das 

Wachstum von MCF7-Zellen hat (Abb. 17B).  

 

Abbildung 17. Untersuchung der Zytotoxizität von HPBLs in Gegenwart von MCF7-

Zellen durch Behandlung mit Sarg-Z. A) Analyse des Einflusses des Sarg-Z auf das 

Wachstum der MCF7-Tumorzellen. 20000 MCF7-Zellen wurden mit PBS, PHA (5 µg/mL), 

oder Sarg-Z (100 µg/mL) bei 37°C für 24 h behandelt. Die Wachstumsrate wurde mittels dem 

Kristallviolett-Test analysiert. B) Analyse der zytotoxischen Aktivität der HPBLs behandelt 

mit Sarg-Z gegenüber MCF7-Tumorzellen. HPBLs (2 x 105/Well) wurden mit PBS als 

Kontrolle, PHA (5 µg/mL) oder Sarg-Z in Gegenwart von MCF7-Zellen (2 x 104/Well) bei 37°C 

für 24h behandelt. Die Zytotoxizität wurde nach 24 h gemessen. Die Ergebnisse zeigen jeweils 

die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei 

Wiederholungen. Mittels des paired t Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, 

*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. 

 

3.3. Hemmung des Entzündungsprozesses durch Polysaccharid-Fraktion 

3.3.1. Hemmung der L-Selektin - Ligand Bindung durch GLP20, JRP und Sarg-Z 

Abbildung 18 zeigt, dass die Rohfraktionen GLP20, JRP und Sarg-Z bei 500 µg/mL 

eine signifikante Hemmwirkung auf die Bindung zwischen L-Selektin und seinen 

Liganden besitzt. GLP20 wies eine Hemmwirkung von 78% auf. Ebenfalls inhibierte 
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Sarg-Z bei dieser Konzentration die L-Selektin-Ligand Bindung bis zu ca. 90%, wobei 

JRP nur 30% Hemmwirkung zeigte (Abb. 18) 

 

Abbildung 18: Untersuchung der Inhibition auf L-Selektin-sTyr/sLeX Bindung durch 

GLP20, JRP und Sarg-Z mittels SPR-Verfahren. Die Ergebnisse zeigen jeweils die 

Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei 

Wiederholungen. Mittels des paired t Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, 

*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. 

3.3.1.1. Erhöhung der Hemmungswirkung von GLP20 und JRP nach der 

Sulfatierung 

P-Selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) ist ein bekannter Ligand von P- und L-

Selektin [147]. PSGL-1 besitzt zwei wichtige Bindungsmotive für P- und L-Selektin. Ein 

Bindungsmotiv ist Sialyl Lewis X (sLeX) mit O-Glycan-Struktur und das zweite Motiv 

eine Sulfatgruppe an einer der drei Tyrosinseitenketten am N-Terminus, beide Motive 

zeigen gemeinsam eine hohe Affinität gegenüber P- und L-Selektin [147]. Es wird 

berichtet, dass durch Modulation der Sulfatgruppe zu einem beliebigen Polysaccharid, 

welche die L-Selektin-Ligand Bindung hemmt, die entsprechende inhibitorische 

Wirkung erhöht werden kann [112]. Es wurde dann untersucht, ob die hemmenden 

Wirkungen der sulfatierten Polysaccharide GLPss58 und JRP-SS höher sind als ihre 

Ausgangsform GLP20 und JRP. 

Es konnte deutlich gezeigt werden, dass die Wirkung der sulfatierten Polysaccharide 

GLPss58 bzw. JRP-SS um ein vielfaches stärker ist als die der Ausgangsfraktionen 

GLP20 und JRP (Abb. 19). Bei einer Konzentration von 62,5 ɛg/ml konnte GLPss58 

die L-Selektin-Ligand Bindung bis zu ca. 96 % hemmen, während GLP20 bei gleicher 

Konzentration nur eine Hemmwirkung von 11% aufwies. Ebenfalls hemmte JRP-SS 

bei einer Konzentration von 50 ɛg/ml die L-Selektin-Ligand Bindung um ca. 85%, 

während JRP bei 500 ɛg/ml nur 34% inhibierende Aktivität zeigte (Abb. 19).  
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Abbildung 19: A) Untersuchung der Hemmwirkung von GLPss58 und JRP-SS auf L-

Selektin ï sTyr/sLex Bindung durch SPR-Verfahren. A) Vergleich der Hemmwirkung 

zwischen GLP20 und GLPss58. B) Vergleich der Hemmwirkung zwischen JRP und JRP-

SS. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen 

Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t Tests wird die spezifische 

Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01. 

3.3.1.2. Bestimmung des IC50-Wertes von GLP20, GLPss58, JRP-SS und Sarg-Z 

Von den jeweiligen Fraktionen GLP20, GLPss58, JRP-SS und Sarg-Z wurde der IC50-

Wert der Hemmung der L-Selektin-Ligand Bindung bestimmt. Das entsprechende 

Ergebnis wurde in der folgenden Abbildung dargestellt und in der Tabelle 2 

zusammengefasst.  

 

Abbildung 20: Grafische Darstellung der konzentrationsabhängigen Hemmung von 
GLPss58 auf die L-Selektin - sTyr / sLeX-Bindung durch SPR-Verfahren. Die Ergebnisse 
zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen Experimenten. 
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Tabelle 2: Zusammenfassung der IC50-Werte  

 GLP20 GLPss58 JRP-SS Sarg-Z 

IC50-Wert 150 µg/mL 13.5 µg/mL 7.5 µg/mL 0.2 µg/mL 

 

 

3.3.2. Hemmung der Bindung zwischen L-Selektin Antikörper (anti-CD62L) und 

die L-Selektin der HPBLs durch GLPss58, JRP-SS oder Sarg-Z 

Tabelle 2 zeigt, dass GLPss58, JRP-SS und Sarg-Z eine sehr starke Hemmwirkung 

auf die L-Selektin-Ligand Bindung hatten, wobei Sarg-Z die stärkste Wirkung im 

Vergleich zu den anderen Fraktionen hatte. Es stellte sich die Frage, ob die vier 

Polysaccharid-Fraktionen direkt mit L-Selektin wechselwirken können, wodurch die L-

Selektin-Liganden Bindung blockiert wird. Um dies zu untersuchen, wurde der FITC-

markierte monoklonale Antikörper HuDERG-55 (anti-CD62L mAK) und HPBL 

verwendet. HuDERG-55 kann an die Lektin-Domäne des humanen L-Selektins binden 

[148]. Diese Bindung kann verhindert werden, wenn die Lektin-Domäne des L-

Selektins bereits mit Polysacchariden in Wechselwirkung tritt. 

Bei dieser Untersuchung wurden HPBLs zunächst mit den einzelnen Fraktionen für 30 

min inkubiert, dann zweimal mit PBS gewaschen und anschließend mit dem L-

Selektin-Antikörper für weitere 30 min inkubiert. Die FACS-Analyse zeigte, dass die 

Bindung zwischen L-Selektin und seinem Antikörper durch GLP20 oder JRP und bei 

einer Konzentration von 500 ɛg/mL nicht gehemmt wurde, wohingegen GLPss58, 

JRP-SS und Sarg-Z eine deutliche Hemmwirkung gemessen wurde (Abb. 21). Bei 

einer Konzentration von 500 ɛg/mL, GLPss58, JRP-SS bzw. Sarg-Z reduzierte sich 

die Fluoreszenzintensität des FITC-gelabelten HuDERG-55-Antikörpers, welcher an 

das L-Selektin auf der Oberfläche der HPBLs bindet, um 28%, 22% bzw. 20% (Abb. 

21B). Das Ergebnis weist darauf hin, dass GLPss58, JRP-SS bzw. Sarg-Z mit L-

Selektin an der Oberfläche von HPBLs miteinander wechselwirken und in deren Folge 

die Bindung des L-Selektins mit ihrem Antikörper beeinträchtigt.  
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Abbildung 21: Untersuchung des Einflusses auf die Interaktion zwischen dem L-

Selektin Antikörper (anti-CD62L mAK) und L-Selektin auf der Oberfläche von HPBLs 

nach der Behandlung mit verschiedenen Polysacchariden durch Durchflusszytometrie. 

A) Analyse der Hemmwirkung von GLP20 und GLPss58, B) Analyse der Hemmwirkung von 

JRP und JRP-SS und C) Analyse der Hemmwirkung von Sarg-Z. Links: 

Durchflusszytometrische Analyse der Bindung von L-Selektin mit dem Anti-CD62L-FITC-

Antikörper nach Behandlung mit verschiedenen Fraktionen mit PBS oder nur PBS als negative 

Kontrolle. Der rote Block repräsentiert das Ergebnis der negativen Kontrollzellen; die grüne 

Linie zeigt das Ergebnis von HPBLs, die mit Fraktionen bei einer Konzentration von 100 ɛg/ml 

behandelt wurden; die blaue Linie zeigt das Ergebnis von HPBLs, die mit Fraktionen bei einer 

Konzentration von 500 ɛg/ml behandelt wurden. Rechts: Grafische Darstellung der anti-

CD62L-FITC-Intensität auf der Oberfläche von HPBLs nach Behandlung mit oder ohne 

Polysaccharid-Fraktion. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei 

voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t 

Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01 
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3.3.3. Bindung der GLPss58, JRP-SS und Sarg-Z an die Zelloberfläche von 

HPBLs 

Im Kapitel 3.3.2. wurde angenommen, dass GLPss58, JRP-SS bzw. Sarg-Z an die 

Lektin-Domäne von L-Selektin binden können, und dadurch die Interaktion zwischen 

L-Selektin und Antikörper blockieren können. Um zu untersuchen, ob sie spezifisch an 

L-Selektin binden können, wurden alle Polysaccharid-Fraktionen zuvor mit FITC 

markiert. HPBLs wurden dann mit der jeweils FITC-markierten Polysaccharid-Fraktion 

und dem PE-markierten L-Selektin Antikörper für 30 min inkubiert und dann durch 

FACS analysiert.  

Abbildung 22 zeigt, dass nur bei den mit GLPss58, JRP-SS und Sarg-Z behandelten 

Zellen zunehmende FITC-Signale im Vergleich zur Kontrolle beobachtet wurden. 

Zusätzlich zu den L-Selektin-positiven HPBLs (anti-CD62L-mAK-PE-positiven Zellen) 

konnten die drei Fraktionen auch an L-Selektin-negative HPBLs binden. Das bedeutet, 

dass GLPss58, JRP-SS und Sarg-Z nicht nur speziell auf die Anbindung von L-

Selektine begrenzt sind. Aus diesem Ergebnis wurde die Hypothese aufgestellt, dass 

es eine oder mehrere andere Komponenten auf der Zelloberfläche gäbe, die als 

Rezeptoren für Sulfat-haltige Fraktionen dienen. Um festzustellen, ob GLPss58, 

JRP-SS oder Sarg-Z in Zusammenhang mit L-Selektin stehen, bzw. ob sie die L-

Selektin-vermittelte Zellfunktion beeinflussen, wurden weitere Untersuchungen 

durchgeführt.  

 

Abbildung 22: Untersuchung der Bindung verschiedener FITC-markierter 

Polysaccharid-Fraktionen an der Zelloberfläche von HPBLs. Alle Polysaccharid-
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Fraktionen wurden vorher mit FITC markiert. HPBLs wurden mit dem jeweils FITC-markierten 

Polysaccharid-Fraktionen und PE-markiertem L-Selektin Antikörper für 30 min auf Eis inkubiert 

und dann durch FACS analysiert. 

3.3.4. Hemmung der SLC-induzierten Chemotaxis von HPBLs durch GLPss58, 

JRP-SS und Sarg-Z 

Die effektive Rekrutierung von Leukozyten an geeignetem Gewebe ist wichtig um eine 

effiziente Immunantwort zu erzeugen. Die Migration bzw. Invasion von peripheren 

Lymphozyten zu den Geweben wird durch L-Selektin vermittelt. Die Migration bzw. 

Invasion bezieht sich auf die Bindung von L-Selektin auf der Zelloberfläche der 

Lymphozyten und seinem Liganden auf der endothelialen Zellschicht [149]. Das 

lösliche oder die auf dem Endothelium des sekundären Lymphatischen Organs 

gebildete Chemokin, wie z.B. die homöostatischen Chemokin SLC (CCL21), die in 

sekundären lymphatischen Organen gebildet werden, kann die Migration der 

Lymphozyten verstärken, indem SLC an den Rezeptor CCR7 bindet und schließlich 

den ß1- oder ß2-Integrin-vermittelten Signalweg aktiviert [150]. In Kapitel 3.3.2 wurde 

beschrieben, dass GLPss58, JRP-SS und Sarg-Z die Interaktion zwischen L-Selektin 

von HPBLs und ihrem monokularen Antikörper blockierten können, indem sie selbst 

mit L-Selektin eine Wechselwirkung eingehen. L-Selektin fungiert nicht nur als 

Adhäsionsmolekül auf Leukozyten, sondern beeinflusst auch die intrazellulären 

Signalwege. Das Crosslinking von L-Selektin nach Anbindung seines Liganden konnte 

die ß1 und ß2 Integrin-vermittelte Adhäsionsaktivität von Leukozyten und die 

Leukozytenmigration erhöhen [151]. L-Selektin konnte auch die Chemokin- wie SLC-

vermittelte Lymphozytenmigration verstärken, indem es seine intrazellulären 

Signalwege hochregulierte [152]. Daher stellte sich die Frage, ob GLPss58, JRP-SS 

oder Sarg-Z die L-Selektin-vermittelte HPBLs Migration bzw. Invasion regulieren kann. 

Um dies zu untersuchen, wurden in vitro-Zellmigrationstests von HPBLs durch SLC-

Induktion durchgeführt (siehe Kapitel (siehe Abschnitte 2.2.2.13). 

In einen Vorversuch wurde festgestellt, dass die Invasionsrate von HPBLs in SLC-

haltigen Bedingungen (10 ng/mL) nach 2 h ca. 10-mal höher war als unter SLC-freien 

Bedingungen (Abb. 23). Der prozentuale Anteil der Zellpopulationen von L-Selektin- 

und L-Selektin+ HPBLs zeigte keinen Unterschied ob mit oder ohne SLC-Induktion 

(Abb. 23B). In Tabelle 3 wurden die Zellzahlen der migrierten HPBLs und der 

migrierten L-Selektin+-HPBLs sowie Quoten (migrierte Zellen Im Verhältnis zu 

Gesamtzellen) nach Behandlung mit PBS (Kontrolle) oder jeweils mit unterschiedlicher 
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Polysaccharid-Fraktion zusammengefasst. Für alle Versuche wurden jeweils 1x106 

Zellen verwendet. Die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde in Abbildung 24 

dargestellt. Nach 2 h Inkubation mit GLPss58, JRP-SS oder Sarg-Z wurden jeweils 

diemigrierte Zellzahlen in der unteren Kammer für jede Fraktion ermittelt: 

1,97±0,36x105 für PBS; 0,96±0,1 x105 für GLPss58; 1,28±0,01 x105 für JRP-SS und 

1,22±0,34 x105 für Sarg-Z. Darin vorkommende Zellzahl der L-Selektin+ HPBLs waren 

jeweils von 9,42±2,09 x104; 2,78±1,12x104; 2,21±0,8 x104 und 2,44±1,08 x105. Im 

Vergleich zur Kontrolle wurde die Migrationsrate der gesamten HPBLs durch 

Behandlung mit GLPss58, JRP-SS oder Sarg-Z jeweils um ca. 50%, 34% und 38% 

reduziert (Abb. 24). Im Gegensatz dazu wurde die Migrationsrate der L-Selektin+ 

HPBLs durch Behandlung mit GLPss58, JRP-SS und Sarg-Z deutlich gehemmt und 

jeweils um ca. 71%; 77% und 75% reduziert.  

 

Abbildung 23: A) Das graphische dargestellte Prinzip des Chemotaxis Assay. B) 

Analyse der Prozentsätze der Selektin+ Zellen in den migrierten HPBLs.  

Dies deutet darauf hin, dass die drei Fraktionen die Migration von HPBLs hemmen 

können, insbesondere die Migration von L-Selectin+-HPBLs, was auf eine 

Unterregulation der L-Selektin-vermittelten Signalisierung und Migration durch die 

Bindung von Polysaccharid-Fraktionen an L-Selektin auf der Oberfläche der HPBLs 

hindeutet. Dies führt zu einer Reduktion der Chemotaxis der L-Selectin+-HPBLs als 

Reaktion auf die SLC-Behandlung. 

 



Ergebnisse 

76 

Tabelle 3: Zellzahlen und prozentuale Anteile der migrierten HPBLs und L-Selektin+ 

HPBLs 

 

 

Abbildung 24: Hemmung der Chemokin SLC-induzierten Chemotaxis von HPBLs durch 

GLPss58, JRP-SS oder Sarg-Z. 1x106 HPBLs wurden zuvor mit 50 µg/mL GLP20-SS, JRP-

SS oder Sarg-Z. im serumfreien Medium für 30 min inkubiert. Nach dreimal Waschen wurden 

die Zellen in die obere Kammer gegeben. In die untere Kammer wurde 10 ng/ml SLC 

eingesetzt. Nach Inkubation für 2 h wurden die Zellen, die durch die Membran in die untere 

Kammer migriert ist, gesammelt. Die Zellen wurden zweimal gewaschen und in 100 µL PBS 

resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen mit 5 µL PE-markiertem L-Selektin Antikörper 

(CD62L) für 30 min inkubiert. Die Zellzahlen der gesamten invadierten Zellen sowie der L-

Selektin+-Zellen wurden durch FACS gemessen. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte 

± SEM von zwei voneinander unabhängigen Experimenten. Mittels des paired t Test wird die 

spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05 

3.3.5. Hemmung des Lymphozyten Homing zu lymphatischen Organe durch 

GLPss58 und JRP-SS  

Lymphozyten sind dafür bekannt, dass sie kontinuierlich im peripheren Blut, die Milz 

oder die Lymphknoten(LN) rezirkulieren [153]. Es wurde auch berichtet, dass die 
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Rezirkulation von Lymphozyten durch Lymphozyten-Homing-Rezeptoren reguliert wird, 

einschließlich CD62L (L-Selektin), CD49d/ß7 Integrin und CD11a/CD18-Integrin [154]. 

In vorherigen Untersuchungen wurde festgestellt, dass GLPss58, JRP-SS und Sarg-Z 

die Bindung von L-Selektin an seine Liganden oder deren Antikörper inhibieren und 

die SLC-induzierte Invasion von L-Selektin-positiven HPBLs verhindern konnten. 

Weiterhin wurde untersucht, ob GLPss58 oder JRP-SS den L-Selektin-vermittelten 

Lymphozyten-Homing in vivo regulieren können.  

 

Abbildung 25: GLPss58 und JRP-SS hemmten die Lymphozyten-Homing in vivo. A) 

Markierung der Lymphozyten mit Calcein. Die Lymphozyten (1,2 x108 Zellen) aus Milz von 

C57BI/6J Mäusen wurden mit 2 µM Calcein für 30 min bei RT markiert. B) Die prozentualen 

Anteile der Calcein-markierten Lymphozyten in Blut, Milz und Lymphknoten (LN) von 

injizierten Mäusen nach 10 min und/oder 30 min Injektion wurden ermittelt C) Einfluss 

von GLPss58 oder JRP-SS auf Lymphozyten-Homing nach 30 min Injektion im Vergleich 

zur Kontrolle. Die Calcein-markierten Lymphozyten (4 x107 Zellen/200 µL in PBS) wurden mit 
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jeweils 50 µg/mL der Probe für 30 min behandelt. PBS-behandelte Lymphozyten dienten als 

Kontrolle. Danach wurden die Calcein-markierten Lymphozyten in die Schwanzvenen von 

anderen Mäusen injiziert. Die prozentualen Anteile der Calcein-markierten Lymphozyten im 

Blut von injizierten Mäusen wurden 10 min bzw. 30 min nach Injektion durch FACS analysiert. 

Die Calcein-markierten Lymphozyten in Lymph-Organ wurden 30 min nach Injektion analysiert. 

Jedes Ergebnis zeigt jeweils den Mittelwert ± SEM von zwei voneinander unabhängigen 

Experimenten. Mittels des paired t Test wird die spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, 

**=p<0,01. Die relativen Calcein-markierten Lymphozyten in der Kontrolle werden gleich 1 

gesetzt. 

In dieser Untersuchung wurden die Maus-Milz-Lymphozyten (MSLs) mit Calcein 

markiert. Durch FACS Analyse wurde festgestellt, dass mehr als 99% MSLs nach 

Kultivierung mit 2 µM Calcein enthaltendem Medium für 30 min mit Calcein markiert 

wurden (Abb. 25A). Die Calcein-markierten MSLs wurden dann gleichmäßig aufgeteilt 

und jeweils mit PBS (als Kontrolle), GLPss58 und JRP-SS für 30 min behandelt, und 

anschließend in die Schwanzvene dreier Mäuse injiziert. 

10 Minuten nach Injektion betrug der prozentuale Anteil der Calcein-markierten 

Lymphozyten im peripheren Blut der unbehandelten Kontrolle 30,24% im Vergleich zu 

den gesamten Lymphozyten, wohingegen er bei 58,87% bei GLPss58 bzw. 45,41% 

bei JRP-SS lag. 30 Minuten nach Injektion wurden die unbehandelten Calcein-

markierten Lymphozyten im peripheren Blut auf 0,48% reduziert, während die mit 

GLPss58 oder JRP-SS behandelten Calcein-markierten Lymphozyten jeweils auf 

19,62% bzw. 27,01% reduziert wurden. Das bedeutet, dass die unbehandelten 

Calcein-markierten Lymphozyten im peripheren Blut innerhalb von 20 Minuten um fast 

98 % reduziert wurden, wohingegen 33% der GLPss58- und 59,48% der JRP-SS-

behandelten Calcein-markierten Lymphozyten im peripheren Blut zurückgehalten 

wurden. Auf der anderen Seite, konnten 30 Minuten nach der Injektion 3,10% und 0,80% 

der unbehandelten Calcein-markierten Lymphozyten in der Milz- und Lymphknoten 

gefunden werden, während nur 0,02% und 0,03% der mit GLPss58 behandelten 

Calcein-markierten Lymphozyten in der Milz und Lymphknoten detektiert wurden. 

Ebenfalls wurden nur 0,09% und 0,05% der mit JRP-SS behandelten Calcein-

markierten Lymphozyten in der Milz und Lymphknoten gefunden (Abb. 25B).  

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass GLPss58 oder JRP-SS in der Lage sind, das 

Lymphozyten-Homing vom peripheren Blut in die Lymphknoten bzw. Milz zu hemmen 

und es im peripheren Blut zurückhalten (Abb. 25C). Durch diese Ergebnisse können 

wir schlußfolgern, dass durch Hemmung der Bindung zwischen L-Selektin der MSLs 



Ergebnisse 

79 

und seinen Liganden auf der Oberfläche von Endothelzellen sekundärer lymphatischer 

Organe, GLPss58 oder JRP-SS den Lymphozyten-Homing inhibieren können.  

3.3.6. Hemmung der Aktivierung des Komplementsystems durch GLPss58, 

JRP-SS und Sarg-Z 

Das Komplementsystem ist ein Teil des Immunsystems. Die löslichen 

Komplementsystem-Bestandteile C3a und C5a können eine lokale 

Entzündungsreaktion auslösen, welcher zur Erhöhung der Gefäßpermeabilität und 

Rekrutierung von Granulozyten und Monozyten an Gefäßwänden führt, was deren 

Einwanderung erleichtert und die Entzündung auslöst. Daher wurde der Einfluss aller 

Polysaccharid-Fraktionen auf die Aktivierung von Komplementwege untersucht.  

 

Abbildung 26: Untersuchung der Aktivierung vom Komplementsystem durch GLPss58, 

JRP-SS und Sarg-Z. Heparin mit 10 µg/mL wurde als positive Kontrolle verwendet. Die 
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Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen 

Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t Test wird die spezifische 

Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01. 

Abbildung 26 zeigt, dass 10 ɛg/mL GLPss58 die Aktivierung des klassischen Weges 

vollständig und des MBL-Weg um 90% inhibierte. Bei einer Konzentration von 100 

ɛg/mL hemmte GLPss58 alle drei Komplementwege vollständig. JRP-SS zeigte also 

eine Hemmwirkung auf alle drei Wege des Komplements. Die Wirkung war beim 

klassischen Weg stärker als beim MBL- oder alternativen Weg. Bei Verwendung von 

10 µg/mL JRP-SS wurde die Aktivität des klassischen Weges um 95% und um 70% 

beim MBL-Weg gehemmt, wohingegen 100 µg/mL notwendig waren, um die Aktivität 

des alternativen Weges um nur 54% zu inhibieren. Sarg-Z verhält sich ähnlich wie 

JRP-SS bei der Hemmung des Komplementsystems. Bei 100 µg/mL hemmte es den 

klassischen, MBL- und alternativen Wege jeweils um ca. 98%, 90% bzw. 30%.  

3.3.7. Interaktion von TNF-Ŭ und IFN-Ὓ mit GLPss58 und JRP-SS 

In Abschnitt 3.3.6 wurde gezeigt, dass GLPss58 und JRP-SS eine ähnliche Wirkung 

wie Heparin haben die Aktivierung des Komplementsystems hemmen können. Die 

Zytokine TNF-Ŭ und IFN-ɔ haben immunstimulatorische Eigenschaften und sind an 

entzündlichen Prozessen beteiligt. Heparine sind endogene sulfatierte Polysaccharide, 

die die Blutgerinnung inhibieren können und darüber hinaus auch 

entzündungshemmend gegenüber der TNF-Ŭ- und IFN-ɔ-vermittelten Entzündungen 

wirken [155]. Die Strukturanalyse ergab, dass die beiden basischen Arginine im N-

Terminus von TNF-Ŭ und einem basischen Aminosäurecluster, welcher sich im C-

terminalen Bereich von IFN-ɔ lokalisiert ist, für deren Bindung an Heparin 

verantwortlich sind [156].  

Um zu klären, ob GLPss58 und JRP-SS ähnliche Eigenschaften wie Heparin haben, 

und ebenfalls an TNF-Ŭ oder IFN-ɔ binden kºnnen, wurde eine ELISA-Analyse 

durchgeführt. Es wurde vermutet, dass, in der Falle dass GLPss58 und JRP-SS an 

TNF-Ŭ und IFN-ɔ binden können, die Interaktion mit ihren Antikörpern vielleicht auch 

verhindert werden könne. Ein vorläufiges Experiment zeigte, dass sowohl Heparin als 

auch GLPss58 oder JRP-SS keine Affinität für die Antikörper zeigen, die im ELISA-

Test für beide Zytokine verwendet wurden. Die Zytokine (1 ng/mL) wurden zunächst 

mit und ohne Heparin, GLPss58 oder JRP-SS für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert 

und dann wurden sie für den ELISA-Test verwendet. Heparin wurde hierbei als positive 
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Kontrolle verwendet. Abbildung 27 zeigt, dass GLPss58 oder JRP-SS die Bindung von 

TNF-Ŭ oder IFN-ɔ zu ihren jeweiligen spezifischen Antikörpern signifikant inhibierten. 

Bei einer Konzentration von 100 ɛg/mL reduzierte GLPss58 die Bindung von TNF-Ŭ 

oder IFN-ɔ zu ihrem Antikörper jeweils um 31% bzw. 32%, Die Ergebnisse sind mit 

Heparin bei einer Konzentration von 100 ɛg/mL vergleichbar. Bei einer Konzentration 

von 100 µg/ml verringerte JRP-SS die Bindung von TNF-Ŭ oder IFN-ɔ an deren 

Antikörper  jeweils um 60% bzw. 40%. Die Hemmwirkungen von GLPss58 oder JRP-

SS waren dosisabhängig (Abb. 27). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

GLPss58 oder JRP-SS in der Lage sind, direkt an TNF-Ŭ oder IFN-ɔ zu binden und 

dadurch die Wechselwirkungen von TNF-Ŭ oder IFN-ɔ mit deren Rezeptoren blockiert 

würden,  welche zur Hemmung der entzündlichen Aktivität von TNF-Ŭ oder IFN-ɔ 

führen. 

 
Abbildung 27: Untersuchung der Hemmung von GLPss58 und JRP-SS auf die Bindung 

von TNF-Ŭ oder IFN-Ὓ zu deren Antikörpern. Heparin (100 µg/ml) diente als Kontrolle. Die 

Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen 

Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t Test wird die spezifische 

Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01. 

 

3.4. Anti-Tumorwirkung von Polysaccharid-Fraktionen 

Neben der entzündungshemmenden Wirkung von GLPss58 und JRP-SS wurde weiter 

untersucht, ob sie eine antineoplastische Wirkung besitzen. Dabei wurden zwei 

verschiedene Tumorzelllinien, die humane Melanom Zelllinie (MEL-2) und die humane 

Brust Adenokarzinom Zelllinie (MCF7) verwendet  
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3.4.1. Hemmung der Proliferationsrate von MEL-2- und MCF7-Zellen durch 

GLPss58 und JRP-SS 

Zunächst wurde die Proliferation der beiden Tumorzellenlinien, die mit den beiden 

sulfatierten Polysacchariden behandelt wurden, analysiert.  

Abbildung 28 zeigt, dass die Proliferation der beiden Tumorzellen durch Behandlung 

mit GLPss58 oder JRP-SS bei der hohen Konzentration von 100 µg/mL deutlich 

inhibiert wurde, wobei diese hemmende Wirkung bei MEL-2-Zellen deutlich höher war 

als bei MCF7-Zellen. GLPss58 oder JRP-SS konnten bei 100 µg/mL die 

Proliferationsrate von MEL-2-Zellen um etwa 60% hemmen, während die 

Proliferationsrate von MCF7-Zellen nur um etwa 40% reduziert werden konnte. Die 

jeweiligen Rohfraktionen GLP20 oder JRP hatte keinem Einfluss auf die Proliferation 

beider Tumorzellen.  

 

Abbildung 28: Untersuchung der Proliferation von MEL-2- und MCF7-Tumorzellen nach 

Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS. A) Proliferationsrate von MEL-2-Zellen mit 

Behandlung von GLPss58 oder JRP-SS mit unterschiedlichen Konzentrationen. B) 

Proliferationsrate von MCF7-Zellen bei Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS mit 

unterschiedlichen Konzentrationen. Resveratrol wurde als positive Kontrolle verwendet. Die 

Behandlungszeit war 72 h. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei 

voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen.  
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3.4.2. Keine Apoptose-Induktion von MEL-2- und MCF7-Zellen nach Behandlung 

von GLPss58 und JRP-SS 

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods. Im Gegensatz zur Nekrose, 

die durch Zellschwellung zur lokalen Entzündungen führt, leitet die Apoptose keine 

Entzündungsreaktion ein. Um zu bestimmen, ob die sulfatierten Polysaccharide 

GLPss58 und JRP-SS die Apoptose beider Tumorzellinien induzieren können, wurde 

eine Apoptose-Untersuchung durchgeführt. Als positive Kontrolle wurde Resveratrol 

verwendet.  

Es wurde gezeigt, dass GLPss58 oder JRP-SS weder in MEL-2- noch in MCF7-Zellen 

eine Apoptose induzieren konnten, wohingegen die Apoptose nach Behandlung mit 50 

µM Resveratrol für 72 h bei 70% der MEL-2-Zellen und 82% der MCF7-Zellen eintrat 

(Abb.29). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Apoptose nicht die Ursache 

für die Reduktion der Proliferationsrate beider Tumorzellen nach Behandlung mit 

GLPss58 und JRP-SS war. 

 

Abbildung 29: Untersuchung der Apoptose der MEL-2- und MCF7-Tumorzellen nach der 

Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS. A) Untersuchung der Apoptose von MEL-2. B) 

http://de.wikipedia.org/wiki/Programmierter_Zelltod
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Untersuchung der Apoptose von MCF7. R1: lebende Zellen. R2: frühe apoptotische Zellen. 

R3: späte apoptotische und nekrotische Zellen. R4: nekrotische Zellen. Konzentration von 

GLPss58 und JRP-SS waren 100 µg/mL. Konzentration von Resveratrol (Resv) war 50 µM.  

 

3.4.3. Hemmung der Zelladhäsion von MEL-2- und MCF7-Zellen auf verschiedene 

ECM-Proteine durch GLPss58 und JRP-SS 

 

 

Abbildung 30: Untersuchung der Hemmwirkung von GLPss58 und JRP-SS auf die 

Zelladhäsion von MEL-2 und MCF7. A) Foto der MEL-2- und MCF7-Zellen nach 
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Behandlung mit GLPss58 (100 µg/mL) oder JRP-SS (100 µg/mL) für 24 h. B) Analyse der 

Zelladhäsion von MEL-2- und MCF7-Zellen mit verschiedenen ECM-Proteinen. PBS 

wurde als negative Kontrolle verwendet. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± 

SEM von zwei voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen.  

Nach der Behandlung durch GLss58 oder JRP-SS wurde unter dem Mikroskop 

beobachtet, dass sowohl MEL-2- als auch MCF7-Zellen teilweise verklumpf waren und 

nicht gut adheriert wurden (Abb. 30A). Die Adhäsion der Zellen auf extrazelluläre 

Matrix (ECM) ist erste wichtige Schritt während Tumor Metastasis und Invasion. 

Deswegen wurde anschließend untersucht, ob die GLPss58 und JRP-SS die Zell-

Matrix-Adhäsion inhibieren konnten. Während dieser Untersuchung wurde die 

verschiedene ECM-Proteine (Fibronectin, Laminin, Collagen-I und -IV) auf 96-well 

Platte beschichtet. Abbildung 30B zeigt, dass die Zelladhäsion von MEL-2-Zellen und 

MCF7-Zellen an verschiedenen ECM-Proteinen durch GLPss58 und JRP-SS in einer 

dosisabhängigen Weise inhibiert wurde, während die inhibitorische Aktivität gegen 

Kollagen I und IV signifikant stärker war als gegen andere ECM-Proteine. Bei der 

Behandlung von GLPss58 und JRP-SS mit 100 ɛg/ml wurde die Adhäsion der mehr 

als 50% Zellen von MEL-2 und MCF7 an Kollagen I und IV gehemmt (Abb. 29B). 

3.4.4. Bindung von GLPss58 und JRP-SS an der Zelloberfläche von MEL-2- und 

MCF7-Zellen 

Das Zelladhäsionsassay zeigte, dass die sulfatierten Polysaccharide GLPss58 und 

JRP-SS die Zell-Matrix-Adhäsion von MEL-2- und MCF7-Zellen inhibieren können 

(Abb. 30B). Da die molekularen Gewichte der beiden Polysaccharide sehr hoch sind, 

können sie nicht direkt durch die Zellmembran diffundieren, stellt sich die Frage, ob 

GLPss58 oder JRP-SS an die Zelloberfläche binden können, und die Interaktion 

zwischen Zelle und Matrix zu blockieren.  

Um dies zu überprüfen, wurden die beiden sulfatierten Polysaccharide zuerst mittels 

FITC markiert, jeweils mit den Tumorzellen für 30 min inkubiert und dann durch 

Durchflusszytometrie analysiert. Abbildung 31 zeigt, dass sich die Fluoreszenzsignale 

in den Tumorzellen nach Inkubation mit FITC-markierten GLPss58 oder JRP-SS, im 

Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen oder mit FITC-IgG behandelten Zellen) 

signifikant erhöhten. Dies bedeutet, dass die beiden sulfatierten Polysaccharide an die 

Zelloberfläche binden können. 
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Abbildung 31: A) Analyse der Bindung von FITC-markiertem GLPss58 an der 

Zelloberfläche von MEL-2-Zellen und MCF7-Zellen. B) Analyse der Bindung von FITC-

markiertem JRP-SS an die Zelloberfläche von MEL-2-Zellen und MCF7-Zellen. 

Konzentration von FITC-markierten GLPss58 und JRP-SS: 100 ɛg/mL. Als Kontrolle wurden 

unbehandelte Zellen und mit IgG-FITC (0,5 µg/ml) behandelten Zellen verwendet. 

3.4.5. Hemmung der Bindung zwischen ß1-Integrin Antikörper (anti-CD29) und 

ß1-Integrin auf der Zelloberfläche der MEL-2- und MCF7-Zellen durch GLPss58 

und JRP-SS 

Die Adhäsion mehrerer Zelltypen an verschiedene extrazelluläre Matrixproteine wird 

hauptsächlich durch Mitglieder der Integrin-Familie vermittelt. Integrine sind Typ 1-

transmembranäre heterodimere Rezeptoren, die aus nicht-kovalent verbundenen Ŭ- 

und ß-Untereinheiten bestehen. Von den 19 Ŭ- und 8 ß-Untereinheiten sind 25 

verschiedene Integrin-Heterodimere beim Menschen beschrieben worden [157]. ß1-

Integrine interagieren mit vielen Ŭ-Integrinen, und bilden danach Rezeptoren für 

verschiedene Liganden vom ECM, so sind z.B. die Integrine Ŭ1Ç1, Ŭ2Ç1, Ŭ3Ç1, und 

Ŭ4Ç1 Rezeptoren f¿r Kollagene, Laminine und Fibronektine [157].  

Abbildung 32B zeigt, dass die sulfatierten Polysaccharide GLPss58 und JRP-SS die 

Zelladhäsion beider Tumorzellen von verschiedenen ECM-Proteinen dosisabhängig 

hemmen konnten. Es wurde nachgewiesen, dass GLss58 und JRP-SS auf der 

Zelloberfläche von beiden Tumorzellen binden können (Abb. 31). Daraus resultiere die 

Frage, ob die beiden sulfatierten Polysaccharide die Interaktion zwischen Zellmatrix 
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und Integrinen beeinflussen können. Durch Verwendung des FITC-markierten 

Antikörpers gegen ß1-Integrin (anti-CD29-FITC) wurde in Abbildung 32 gezeigt, dass 

GLPss58 und JRP-SS die Interaktion zwischen ß1-Integrin und seinem Antikörper 

sowohl in MEL-2-Zellen als auch in MCF7-Zellen beeinträchtigen konnten. Nach der 

Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS wurden MEL-2-Zellen in zwei Zellpopulationen 

aufgeteilt. Bei einer war das FITC-Signal von Antikörpern genauso hoch wie das der 

unbehandelten Zellen, dagegen war das FITC-Signal der anderen Zellpopulationen 

deutlich reduziert. Das bedeutet, dass nur bei einem Teil der Zellen die Bindung des 

Antikörpers an Integrin durch GLPss58 oder JRP-SS beeinträchtigt wurde. Diese 

Zellpopulation wird in der Folge als anti-CD29-niedrig bezeichnet (Abb. 32A). Nach 

Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS war die anti-CD29-niedrig MEL-2-

Zellpopulation jeweils um 50% bzw. 30% in Bezug auf die gesamte Zellpopulation 

reduziert. Ebenfalls waren die FITC-Signale von den anti-Integrin-Antikörpern in 

MCF7-Zellen nach Behandlung mit dem jeweils sulfatierten Polysaccharid reduziert, 

aber traten nicht in zwei Populationen auf (Abb.32B). 

 

Abbildung 32: Untersuchung des Einflusses von GLPss58 oder JRP-SS auf die 

Interaktion des ß1-Integrins in der Zellmembran von MEL-2- und MCF7-Tumorzellen mit 

seinem Antikörper (anti-CD29). A) FACS-Analyse der Wirkung auf MEL-2-Zellen. B) 

FACS-Analyse der Wirkung auf MCF7-Zellen. Die Konzentration von GLPss58 und JRP-SS 

war 100 µg/mL.  
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3.4.6. Inhibierung der Migration von MEL-2- und MCF7-Zellen durch GLPss58 

und JRP-SS 

Abbildung 32 zeigt, dass GLPss58 und JRP-SS als Bindungspartner für ß1-Integrin 

fungieren. Die Integrin-Familie vermittelt vor allem die Migration von Zellen [158], und 

es wurde untersucht, ob GLPss58 und JRP-SS die Migration beider Tumorzellen 

hemmen können. Für das Migrationsassay von MCF7-Zellen wurden Monolayer-

Rückbildungsversuche nach Verletzung durchgeführt. Die Mobilität der Zellen, die zum 

Verletzungsort zurückkehrten, wurde gemessen und als Migrationsrate angezeigt. Zu 

diesem Zweck wurden MCF7-Zellen zuerst mit gleichen Zellzahlen ausplattiert und für 

zwei Tage kultiviert. 

24 h nach Verletzung zeigten beide mit sulfatierten Polysacchariden behandelte Zellen 

eine reduzierte Zellmigration gegenüber der Kontrolle (Abb. 33A). Die relative 

Migrationsrate der Kontrolle bezeichnet man als 100% und im Vergleich dazu wurde 

diese Migrationsrate nach Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS jeweils um ca. 50% 

bzw. 62% reduziert (Abb. 33B).  

 

Abbildung 33: Untersuchung des Einflusses auf die Migration von MCF7-Zellen durch 

GLPss58 oder JRP-SS. Der Migrationstest wurde mittels der Wundheilung-Methode 
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durchgeführt (siehe 2.2.2.19). A) Fotografische Abbildung der Migration der Zellen 24 h 

nach der Verletzung. B) Graphische Darstellung der Migrationsrate der MFC7-Zellen 

nach der Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS. Konzentration von GLPss58 und JRP-

SS war 50 µg/mL. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander 

unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. Mittels des paired t Tests wird die 

spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, **=p<0,01. 

Um die Migration von MEL-2-Zellen zu untersuchen, wurde hier ein Transwell-

Migration-Assay verwendet, da die MEL-2-Zellen während der Kultivierung nicht die 

homologe Zellmonoschicht bilden konnten. Die migrierten unbehandelten Zellen 

wurden als 100% eingesetzt. Im Vergleich dazu wurde die Migrationsrate von MEL-2-

Zellen nach der Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS jeweils um ca. 45% und 55% 

reduziert (Abb. 34B). Das bedeutet, dass GLPss58 und JRP-SS die Zellmigration von 

MEL-2-Zellen hemmen konnten. 

 

Abbildung 34: Untersuchung des Einflusses auf die Migration von MEL-2-Zellen durch 

GLP20-SS und JRP-SS. Migrationstest wurde durch Transwell-Methode durchgeführt (siehe 

2.2.2.20). Für diese Analyse wurden die MEL-2-Zellen, die zuerst mit 50 ɛg/mL GLPss58 oder 

JRP-SS für 30min behandelt und anschließend mit serumfreiem Medium gewaschen und in 

das obere Well mit durchlässiger Membran (8 ɛm Poren) gegeben. Im unteren Well wurde das 

Medium mit 10% FCS gegeben. Nach 24 h Inkubationszeit wurden die Zellen, die durch die 

Membran gewandert sind, mit 4% Formaldehyd fixiert, 0,05% Kristallviolett angefärbt und im 

Spektrometer bei 540 nm gemessen. Die OD-Werte sind proportional zur migrierten Zellen. 

Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander unabhängigen 

Experimenten. Mittels des paired t Tests wird die spezifische Signifikante berechnet, *=p<0,05, 

**=p<0,01. 

3.4.7. Hemmung der Phosphorylierung der MAP Kinase (ERK) und Proteinkinase 

C (PKC ) in MEL-2- und MCF7-Zellen durch GLPss58 und JRP-SS 

Außer der Zelladhäsion und Zellmigration können sich Integrine an der Initiation von 

intrazellulªren Signalkaskaden beteiligen, einschlieÇlich dem ERK1/2 und dem PKCŬ 
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Signalweg [159]. Um zu testen, ob GLPss58 und JRP-SS die Aktivierung der Integrin-

vermittelten intrazellulären Signaltransduktion regulieren können, wurde die 

Expression von phosphorylierten Proteinen ERK1/2 und PKCŬ mittels Western Blotten 

nach Behandlung der Tumorzellen mit GLPss58 oder JRP-SS analysiert. Da die ECM-

Komponente Kollagen-I ein Ligand von Ŭ2Ç1 Integrin ist [160], wurde es hier als 

Kontrolle verwendet. 

In MCF7-Zellen konnte FCS die Phosphorylierung von ERK und PKCŬ deutlich 

hochregulieren. Aber dies wurde von GLPss58 und JRP-SS signifikant gehemmt (Abb. 

35B). Durch den Zusatz von Kollagen-I wurde nur eine Erhöhung durch 

phosphorylierte ERK detektiert, aber GLPss58 und JRP-SS zeigte hierfür keine 

hemmende Wirkung (Abb. 35B). Im Gegensatz zu MCF7 Zellen hemmten die beiden 

sulfatierten Polysaccharide nur die Phosphorylierung von PKCŬ in MEL-2-Zellen 

deutlich, als Kollagen-I in serumfreiem Medium zugesetzt wurde (Abb. 35C). Die durch 

FCS induzierte Phosphorylierung von pPKC-Ŭ in MEL-2-Zellen wurde durch beide 

sulfatierte Polysaccharide kaum gehemmt.  

 

Abbildung 35: Analyse der Phosphorylierung der pPKC-Ŭ und pERK1/2 in MCF7- und 

MEL-2-Zellen nach Behandlung mit GLPss58 and JRP-SS für 24 h durch Western-

Blotten. 5x105 Zellen wurden über Nacht inkubiert und dann im Kulturmedium mit 

unterschiedlichen Konditionen für 24 h behandelt. Danach wurde die Zelle geerntet und 

analysiert. A) Graphische Darstellung von der Integrin-vermittelten intrazellulären 

Signalkaskade. B) Expression der pPKC-Ŭ und pERK1/2 in MCF7-Zellen C) Expression 

der pPKC-Ŭ und pERK1/2 in MEL-2-Zellen. Konzentration von FCS: 10%, Kollagen I : 5 

ɛg/mL, GLPss58 und JRP-SS: 100 ɛg/mL. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass GLPss58 und JRP-SS die von FCS 

induzierte Aktivierung von ERK in MCF7-Zellen herunterregulierten, wodurch die 
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Proliferationsrate von MCF7-Zellen inhibiert werden konnte. Es wurde auch gezeigt, 

dass die FCS induzierte Phosphorylierung der PKCŬ beider Tumorzellen durch die 

beiden sulfatierten Polysaccharide signifikant herunterreguliert wurde und die 

Migration von MEL-2- und MCF7-Zellen beeinflusst wurde. Kollagen-I ist ein bekanntes 

Zellmatrix-Protein, das mit Integrin eine Bindung eingehen kann und die Integrin-

vermittelte Signaltransduktion regulieren kann. Abbildung 35 zeigt, dass GLPss58 und 

JRP-SS die Kollagen I stimulierte Phosphorylierung von ERK keinen Einfluß hatten, 

Daher gab es keinen Hinweis dafür, dass die beiden sulfatierten Polysaccharide die 

Integrin-vermittelte Signaltransduktion regulieren können. Wegen der geringen 

Hemmwirkung auf die Aktivierung von ERK in MEL-2-Zellen stellte sich die Frage, ob 

es unterschiedliche Zielmoleküle bzw. Signaltransduktions-wege der MEL-2-Zellen bei 

der Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS gibt. 

3.4.8. Hemmung der Proliferationsrate der MEL-2-Zellen durch Aktivierung von 

Wnt/ß-Catenin Signalweg 

Um die in Abschnitt 3.4.7 gestellte Frage zu lösen, wurden weitere Signal-

transduktionswege analysiert. Viele Studien zeigten, dass die Aktivierung des Wnt/ß-

Catenin Signaling eine wichtige Rolle bei der Entwicklung, Proliferation und Survivals 

von vielen Typen humaner Krebszellen, einschließlich der Brust- und Darm-

Tumorzellen, spielt, [161]. Im Gegensatz dazu kann durch Aktivierung der Wnt/ß-

Catenin Signalinges die Proliferation der melanoma Tumorzellen gehemmt werden 

[162].  

Abbildung 36: Wnt/ß-Catenin Signaling. Links: Freier Wnt-Rezeptor. Axin, GSK und APC 

bilden den "Zerstörenden Komplex" und ß-Catenin wird durch Phosphorylierung zerstört. 



Ergebnisse 

92 

Rechts: Wnt bindet an den Rezeptor. Axin wird aus der " Zerstörenden Komplex" entfernt. ß-

Catenin wird dephosphoryliert, akkumuliert und in den Zellkern umgelagert. Dort bindet das 

aktivierte ß-Catenin an einen Transkriptionsfaktor der DNA-Kette und aktiviert die 

Transkription der Zielgene. P: Phosphat. 

Abbildung 36 zeigt die graphische Darstellung des Wnt/ß-Catenin Signalweg. Nach 

Bindung des Wnt-Liganden an den Rezeptor FZD/LRP56-Komplex in der Zellmembran 

wird ß-Catenin im Zytoplasma akkumuliert. Dann lagert das aktivierte ß-Catenin in den 

Zellkern um und aktiviert die Transkriptionsfaktoren TCF/LEF. Dadurch wird die 

Transkription der Zielgene induziert. 

3.4.8.1. Hemmung der MEL-2-Zellproliferation durch Aktivierung vom Wnt/ß-

Catenin Signalweg durch Wnt3a 

Nach der Aktivierung des Wnt / ß-Catenin-Signalwegs werden verschiedene Zielgene 

in Brusttumorzellen und Melanomen exprimiert, was zur Auslösung von 

unterschiedlichen Zellreaktion in beiden Tumorzellen führt. Ein Zielgen des Wnt/-ß-

Catenin-Signalwegs in Brust Tumorzellen ist Cyclin D1, das nach Aktivierung des 

Wnt/ß-Catenin Signalwegs durch Wnt3a hochreguliert werden kann und danach zur 

Tumor-Progression und Proliferation führt [163]. Die Aktivierung des Wnt / ß-Catenin-

Weges durch Wnt3a im Melanom führt zu einer hochrangigen Regulation von Trpm1, 

Kit und Met. Diese Gene sind mit der normalen Melanozyten-Differenzierung assoziiert. 

So ist das Melanom-Progression-assoziierte Gen Mift herunterreguliert. Wnt3a kann 

zu einer Veränderung im Zyklus des Melanoms führen. Die Wnt3a-behandelten Zellen 

zeigen eine erhöhte Population in der G1-Phase mit einer reduzierten Population in 

der S-Phase, welche dann zu einer Verringerung der Proliferation führt [161].  

Um nachzuweisen, dass die Aktivierung des Wnt/ß-Catenin Signalwegs zur 

Herunterregulierung der Proliferation in MEL-2-Zellen, nicht aber in MCF-Zellen führt, 

wurden die beiden Ziellinien mit Wnt3a mit unterschiedlichen Konzentrationen für 3 

Tagen behandelt. Anschließend wurden die entsprechenden relativen 

Proliferationsraten durch Alamar-Blue-Assay analysiert. Wnt3a wurde aus L-Zellen 

während der Kultivierung in Medium freigesetzt. Bis zum Wachsen der L-Zellen auf 

etwa 100 % Konfluenz wurde Wnt3a in dem konditionalen Medium gesammelt und mit 

der gewünschten Konzentration im Kulturmedium im Experiment verwendet. 

Abbildung 37A zeigt, dass Wnt3a die Proliferation von MEL-2-Zellen deutlich inhibierte 

und diese hemmende Wirkung von der Konzentration abhängig war. In Gegensatz 

dazu hatte Wnt3a keine Hemmwirkung auf die Proliferation der MCF7-Zellen. Mittels 
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Western-Blot konnte nachgewiesen werden, dass nach der Behandlung mit Wnt3a die 

Expression von ɓ-Catenin in beiden Arten von Tumorzellen signifikant erhöht war (Abb. 

37B). Die maximale Menge von ɓ-Catenins in Zellen wurde bei der Behandlung mit 

10% Wnt3a-haltigem Medium nachgewiesen. Bei erhöhten Anteilen von Wnt3a-

kontionelle Medium (25%, 50%) wurde die Expression von ɓ-Catenin im Zytoplasma 

gesenkt.  

 

Abbildung 37: Untersuchung des Einflusses von Wnt3a auf die Proliferation von MEL-2-

Zellen und MCF7-Zellen. A) Proliferation Assay durch Alamar-Blue-Assay nach 

Behandlung mit Wnt3a für 3 Tage bei RT. B) Analyse der Expression des ß-Catenins in 

beiden Arten von Tumorzellen nach Behandlung mit Wnt3a für 24 h bei RT durch 

Western Blot. Wnt3a wurde aus L-Zellen während der Kultivierung in Medium freigesetzt. Bis 

zum Wachsen der Zellen auf ca. 100% Konfluenz wurde das konditionelle Medium gesammelt 

und nach gewünschtem Anteil für die Untersuchung eingesetzt. Wnt3a-KM (%): Wnt3a 

konditionelle Medium 

3.4.8.2. Hemmung der MEL-2-Zellproliferation durch Aktivierung vom Wnt/ß-

Catenin Signalweg durch GLPss58 und JRP-SS 

Es wurde berichtet, dass die Proliferationsrate von MEL-2-Zellen nach der Aktivierung 

des Wnt/ɓ-Catenin-Signalwegs reduziert wurde [161]. Daher wurde untersucht, ob der 

Wnt/ß-Catenin-Signalweg in MEL-2-Zellen durch GLPss58 oder JRP-SS aktiviert 

werden kann. 10% eines Wnt3a-konditionelle Mediums wurde als Positivkontrolle 

verwendet. GLPss58 und JRP-SS wurden im Medium bei einer Konzentration von 100 

ɛg/mL eingesetzt. Die Kultivierung der Zellen dauerte insgesamt 6 Tage. 
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Abbildung 38: Untersuchung des Einflusses von GLPss58 oder JRP-SS auf die 

Proliferation von MEL-2-Zellen und die Aktivierung von dem Wnt/ß-Catenin Signalweg. 

A) Analyse der Zellzahlen. Zellen wurden mit GLPss58 (50 µg/mL), JRP-SS (50 µg/mL) oder 

Wnt3a (10%) für 6 Tage behandelt, Zellzahlen wurden durch Trypan-Blau-Färbung gezählt. B) 

Western Blot-Analyse der Expression von ß-Catenin und des Zielproteins Axin2 in MEL-

2-Zellen nach der Behandlung. Zellen wurden mit GLPss58 (50 µg/mL), JRP-SS (50 µg/mL) 

oder Wnt3a (10%) für 6 Tage behandelt, und danach lysiert. 50 µg der gesamten Proteine 

wurde auf Gel aufgetragen. Anti-ß-Catenin und Anti-Axin2 Antikörper wurden für den 

Immunblot verwendet. C) Analyse der Zellteilung mittels der CFSE-Färbung (siehe 

2.2.2.23). Die Zahl 1-5 stellten nachkommende Generationen der MEL-2-Zellen nach 

Kultivierung von 1 bis 5 Tage dar. 
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Nach 3 Tagen wurde eine Hemmwirkung auf die Proliferation der MEL-2-Zellen nach 

der Behandlung mit Wnt3a, GLPss58 oder JRP-SS gezeigt (Abb. 38A). Nach 6 Tagen 

der Behandlung mit Wnt3a verminderte sich die Zellzahl um die Hälfte im Vergleich 

zur Kontrolle (Abb. 38A), wohingegen sich die Zellzahl nach der Behandlung mit 

GLPss58 oder JRP-SS nach 6 Tagen das 4- bzw. 5-fache im Vergleich zur Kontrolle 

reduzierte (Abb. 38A). Gleichzeitig zeigte die Analyse des Western Blots, dass die 

Proteinexpression von ß-Catenin sowie die des Zielproteins Axin2 in MEL-2-Zellen 

nach der Behandlung mit GLPss58 oder JRP-SS für 6 Tage deutlich zugenommen, im 

Vergleich zu denen in den nicht behandelten Zellen (Abb. 38B).  

Die Proliferation von MEL-2-Zellen wurde nochmal durch CFSE Proliferation Assay 

analysiert. In diesem Experiment wurden die MEL-2-Zellen in Medium, das ein von den 

beiden sulfatierten Polysaccharid enthält, ausplattiert. Das Medium, welches 10% 

Wnt3a enthält, wurde als positive Kontrolle verwendet. Abbildung 38C oben zeigt, dass 

die CFSE Fluoreszenzintensität mit längeren Kultivierungszeiten in unbehandelten 

MEL-2-Zellen reduziert wurde, und bei jeder Zellteilung einen Peak gemessen werden 

konnte. Bei der unbehandelten Kontrolle wurde die Zellen maximal bis zu 5 

Geneationen geteilt, während die Zellteilung von MEL-2-Zellen durch Behandlung von 

Wnt3a bei der Positivkontrolle teilweise verhindert wurde und nur max. 4 Generation 

geteilt wurde. Ähnlich wie bei Wnt3a wurde auch eine reduzierte Zellteilung der MEL-

2-Zellen nach der Behandlung von GLPss58 oder JRP-SS gefunden. Dies bedeutet, 

dass die Zellteilung von MEL-2-Zellen durch die beiden Substanzen verhindern wurde. 

Diese Hemmwirkung hing von den Konzentrationen beider sulfatierten Polysaccharide 

ab (Abb. 38C). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass GLPss58 und JRP-SS die 

MEL-2-Zellproliferation hemmen und die Aktivierung des Wnt/ß-Catenin-Signalwegs 

induzierten konnten. Die Aktivierung des Wnt/ɓ-Catenin-Signalwegs führt 

wahrscheinlich zur Reduktion der Proliferation von MEL-2-Zellen. 

3.4.8.3. Arretierung des Zellzykluses in der G1-Phase nach der Aktivierung des 

Wnt/ß-Catenin Signalwegs durch GLPss58 und JRP-SS 

Chen et al. (2009) berichteten, dass die Aktivierung des Wnt/ß-Catenin Signalwegs 

durch Wnt3a zur Änderung der Zellanteile in den verschiedenen Phasen des 

Zellzykluses in melanoma Zellen führte, wobei der Zellanteil in der G1-Phase erhöht 

und in der S-Phase reduziert war [162]. Um zu untersuchen, ob GLPss58 oder JRP-

SS den Zellzyklus der MEL-2-Zellen beeinflussen, wurden die Zellen in einem mit 10 
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µg/mL GLPss58 oder JRP-SS enthaltenem Medium für 3 Tag kultiviert. Als positive 

Kontrolle wurde 10% Wnt3a-haltiges Medium verwendet.  

Im Vergleich zur Kontrolle erhöhte Wnt3a den Zellanteil in der G1-Phase um etwa 20% 

und reduzierte den S-Phasen-Zellanteil um etwa 10% (Abbildung 39). Die Effekte 

zwischen GLPss58 und JRP-SS unterschieden sich nur minimal. Beide sulfatierten 

Polysaccharide führten zu einer etwa 20%-igen Zunahme der Zellanteile in der G1-

Phase und einer etwa 15% igen Abnahme der Zellanteile in der S-Phase (Abb.39). 

 

Abbildung 39: Veränderung der Zellanteile im Zellzyklus von MEL-2-Zellen nach 

Behandlung von GLPss58 (A) oder JRP-SS (B). 1x105 Zellen wurden in mit 10% Wnt3a und 

10 ɛg/mL GLPss58 oder 10 ɛg/mL JRP-SS enthaltenem Medium gegeben und für 3 Tage 

kultiviert. Nach der Fixierung und Permeabilisierung mit 70% Ethanol wurde die DNA der 

Zellen mit Propidiumiodid gefärbt, anschließend durch FACS analysiert. Wnt3a fungiert als 

positive Kontrolle. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander 

unabhängigen Experimenten. Mittels des paired t Tests wird die spezifische Signifikante 

berechnet *=p<0,05 

3.5. Anti-Blutgerinnung durch Polysaccharide-Fraktionen 

Durch den anti-inflammatorischen Effekt zeigt Heparin einen guten Ansatz, den 

Entzündungsprozess zu hemmen [156]. In den Abschnitten 3.3.6 und 3.3.7 wurde 
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beschrieben, dass GLPss58 und JRP-SS ähnliche Eigenschaften wie Heparin, um den 

Entzündungsprozess zu verhindern. Heparin ist der bekannteste blutgerinnungs-

hemmende Wirkstoff. Um zu untersuchen, ob die beiden sulfatierten Polysaccharide 

auch die gleiche Eigenschaft in Bezug auf die Störung der Hämostase haben, wurde 

ein Test zur Blutgerinnung mittels ROTEM® Thrombelastographie durchgeführt. In 

Abbildung 2 ist eine klassische Thrombelastographie bei der Messung dargestellt. Das 

Messprinzip wurde im Abschnitt 2.2.2.20 detailliert beschrieben. Die 

Blutgerinnungskaskade teilt sich in zwei initiative Wege, den intrinsischen 

(Kontaktaktivierung) und den extrinsischen Weg (Gewebefaktor Aktivierung), welche 

aber beide zu der gleichen grundlegenden Reaktion führen und Fibrin bilden.  

Abbildung 40: Untersuchung der Wirkung von GLPss58 und JRP-SS auf Blutgerinnung. 

Das menschliche Blut wurde in Zitrat-Röhrchen gesammelt. Das Reagenz von InTEM enthält 

einen Aktivator, der den intrinsischen Gerinnungsweg aktiveren kann. Das Reagenz von 

ExTEM enthält einen Gewebefaktor (TF): Gewebe-Thromboplasmin, der den extrinsischen 

Gerinnungsweg aktivieren kann. Das Blutvolumen pro Messung betrug 300 µL. Die Messzeit 

dauerte 60 min. Die Konzentration von Heparin und den Proben war jeweils 100 µg/mL. Das 

Zeichen "*" bedeutet, dass die Werte niedriger als die Sollwerte waren, da die Messzeit nicht 

ausreichte.  

Abbildung 40 zeigt deutlich, dass die Blutgerinnung durch Heparin (100 ɛg/mL) sowohl 

über den intrinsischen Weg (InTEM) als auch über den extrinsischen Weg (ExTEM) 
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gehemmt wurde. Bei dem intrinsischen Weg verlängerte Heparin die Gerinnungszeit 

(CT) von 173 (bei Kontrolle) auf 2046 Sekunden. Bis zum Ende der Messung wurden 

keine Werte zur Gerinnselbildungszeit (CFT) und zur maximalen Gerinnselfestigkeit 

(MCF) gemessen, da sich keine Gerinnsel bildeten. Ähnlich wie Heparin verursachten 

GLPss58 und JRP-SS verlängerte CT-Werte jeweils bis *3267 und 2067 Sekunden. 

Für GLPss58 konnten die Werte von CFT und MCF nicht angezeigt werden, da die 

Messzeit nicht ausreichte, um eine Gerinnungsbildung beobachten zu können. 

Außerdem verlängerte JRP-SS die CFT von 88 (bei Kontrolle) auf 410 Sekunden und 

verkürzte die MCF von 56 auf 35 mm. GLP20 und JRP, die jeweiligen 

Ausgangssubstanzen der beiden sulfatierten Polysaccharide, zeigten leichte 

Hemmwirkung auf die Blutgerinnung, aber im Vergleich zu ihren sulfatierten Formen 

war die Hemmwirkung verschwindend gering. Im Gegensatz zu der intrinsischen 

Gerinnung zeigten die Polysaccharide GLP20, GLPss58 und JRP-SS sehr schwache 

Hemmwirkung auf den extrinsischen Gerinnungsweg. Das Ergebnis zeigt deutlich, 

dass sowohl GLPss58 als auch JRP-SS eine starke Hemmwirkung auf die intrinsische 

Blutgerinnung hatten, wohingegen sie nur eine schwache Wirkung auf den 

extrinsischen Weg zeigten sich damit konträr gegenüber Heparin zeigten.  

3.6. Anti-Proliferation verschiedener Tumorzellen durch Triterpenoiden aus G. 

lucidum 

 

Abbildung 41: Untersuchung der Proliferationsrate verschiedener Tumorzellinien nach 

der Behandlung mit unterschiedlichen Triterpene. 2x104 Zellen wurde in einer 96-well 

Platte ausplattiert. Nach der Inkubation über Nacht wurden die Proben mit einer max. 

Konzentration von 100 µg/mL aufgetragen und die Zellen für 24 h bei 37°C kultiviert. Die 

Proliferationsrate wurde durch die Alamar-Blue-Assay analysiert. L929: murine fibrosarcoma 
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cell line; HT29: human colorectal adenocarcinoma cell line; SW620; human colon 

adenocarcinoma cell line; MCF7: human breast adenocarcinoma cell line; MDA-MB-231: 

human breast adenocarcinoma cell line. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM 

von zwei voneinander unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen.  

G. lucidum wird in der traditionellen chinesischen Medizin als Antitumormittel 

verwendet. Es gibt über 200 verschiedene Arten von G. lucidum, die Triterpenoiden 

und zahlreche niedermolekularen Substanzen enthalten, wovon einige eine 

Antitumorwirkung zeigten [163]. In Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung der 

unterschiedlichen Triterpenoide, die aus G. lucidum isoliert, auf die Proliferation von 

verschiedenen Tumorzellen untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Fraktionn 

G2 und G4 die stärkste Hemmwirkung hatten (Abb. 41).  

3.6.1. Anti-Tumorwirkung von Triterpenoiden G2 und G4 aus G. lucidum  

Abbildung 42 zeigt, dass die Substanzen G2 und G4 die Proliferation verschiedener 

Tumorzellen dosisabhängig hemmen konnten. G4 zeigte eine höhere Wirkung als G2. 

 

Abbildung 42: Untersuchung der Proliferationsrate verschiedener Tumorzellinien nach 

der Behandlung mit den Triterpenen G2 (A) oder G4 (B). 1x104 Zellen wurde in einer 96-
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well Platte ausplattiert. Nach der Inkubation über Nacht wurden die Proben mit 

unterschiedlichen Konzentration aufgetragen und die Zellen für 24 h bei 37°C weiter kultiviert. 

Die Proliferationsrate wurde durch Alamar-Blue-Assay analysiert. MEL-2: human melanoma 

cell line. Die Ergebnisse zeigen jeweils die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinander 

unabhängigen Experimenten mit je drei Wiederholungen. 

3.6.2. Untersuchung der Antitumormechanismen von G2 und G4 

Um herauszufinden, wie die Triterpenoiden G2 und G4 auf die Tumorzellen wirken, 

wurden MEL-2-Zellen für die folgenden Untersuchungen verwendet, weil es sich um 

eine humane maligne Melanom-Zelllinie handelt, die zu den hochgradig bösartigen 

Tumortypen gehören.  

3.6.2.1. Induktion der Apoptose von MEL-2-Zellen durch G2 und G4 

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods. Im Gegensatz zur Nekrose, 

die durch Zellschwellung zu lokalen Entzündungen führt, leitet die Apoptose keine 

Entzündungsreaktion ein. Ein Ziel der Krebsforschung ist es, kontrollierte Apoptose bei 

neoplastischen Zellen auszulösen.  

Abbildung 43: Untersuchung der Apoptose von MEL-2-Zellen nach der Behandlung mit 

G2 oder G4. 1x104 Zellen wurde in 24-well Platte ausplattiert. Nach der Inkubation über Nacht 

wurden die Proben mit unterschiedlichen Konzentration eingegeben und die Zellen für 24 h 

bei 37°C weiter kultiviert. R1: lebende Zellen. R2: früh-apoptotische Zellen. R3: spät-

apoptotische und nekrotische Zellen. R4: nekrotische Zellen. Resv: Resveratrol.  

Mittels der Apoptose-Untersuchung wurde gezeigt, dass G2 und G4 die Apoptose von 

MEL-2-Zellen dosisabhängig induzieren konnten. Nach der Behandlung mit G2 oder 

G4 (15 µg/mL) für 24 h gingen jeweils ca. 51% und 45% der MEL-2-Zellen in die 

http://de.wikipedia.org/wiki/Programmierter_Zelltod
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Apoptose (Abb. 43). Resveratrol mit 50 µM wurde als positive Kontrolle verwendet und 

induzierte bei ca.56% der Zellen eine Apoptose. 

3.6.2.2. Induktion der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in MEL-

2-Zellen durch G2 und G4 

Mehrere Hinweise zeigten, dass sich die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) als 

wichtiger physiologischer Regulator der intrazellulären Signalwege bedienen kann. Die 

Mitochondrien sind sowohl Quelle als auch Ziel von ROS. Diese Moleküle spielen eine 

wichtige Rolle bei der Induktion der Apoptose über den mitochondrialen Weg [164]. 

Die Triterpene G2 und G4 konnten die Generierung von ROS in MEL-2-Zellen 

induzieren (Abb. 44). Diese Wirkungen sind konzentrationsabhängig, wobei eine 

zunehmende intrazelluläre ROS-Produktion durch G2 und G4 deutlich erkennbar war 

(Abb. 44). 

 

Abbildung 44: Untersuchung der ROS-Produktion in MEL-2-Zellen nach Behandlung mit 

G2 oder G4. 1x104 Zellen wurden in einer 24-well Platte ausplattiert. Nach der Inkubation über 

Nacht wurden die Proben mit unterschiedlichen Konzentration eingegeben und die Zellen für 

24 h bei 37°C weiter kultiviert. Grau hinterlegter Peak: ROS-negative; rote Kurve: ROS-

Produktion in unbehandelten Zellen; Farbige Kurven: ROS-Produktion in behandelten Zellen. 

H2O2 mit 100 µM als positive Kontrolle verwendet.  

 


