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1 Einleitung 

1  Einleitung 

1.1 Zelladhäsion 

1.1.1  Adhäsionskaskade der Leukozyten 

Unser Immunsystem schützt uns durch angeborene und adaptive Mechanismen vor Schäden 

durch Mikroorganismen, körperfremde Substanzen oder aber vor entarteten körpereigenen 

Zellen. Während das angeborene Immunsystem unspezifisch und sofort auf gängige 

Erkennungsmuster von Pathogenen durch Phagozytose oder Aktivierung des 

Komplementsystems reagiert, vermittelt die adaptive Immunität einen umfangreicheren, wenn 

auch weitaus komplexeren und zeitaufwändigeren Schutz. 

Wenn Pathogene im Körper mit Makrophagen in Kontakt kommen, werden diese aktiviert und 

sezernieren Signalmoleküle, die andere Zellen rekrutieren (Chemokine) und stimulieren 

(Zytokine) können. Die Rekrutierung weiterer Zellen des Immunsystems erfolgt durch die 

gerichtete Wanderung dieser Zellen entlang eines Signalmolekülgradienten, der sogenannten 

Chemotaxis. Die Stimulation von Zellen über Zytokine führt zur Zelldifferenzierung und/oder 

Veränderung deren Expressionsmusters. 

Die so ausgelöste Entzündungsreaktion lockt zum einen neue Zellen des Immunsystems an 

und ermöglicht es diesen zum anderen aus dem Blutgefäßsystem in das umliegende Gewebe 

auszuwandern. Dort können sie dann Pathogene durch Freisetzung von zytotoxischen 

Substanzen, wie Enzymen, zellpenetrierenden Peptiden oder Sauerstoffradikalen direkt 

eliminieren oder durch Markierung mittels Antikörpern oder Komplementproteinen für die 

Phagozytose präformieren. 

Um ein Auswandern in das Gewebe zu ermöglichen, müssen die Leukozyten aus dem 

Blutstrom an das Gefäßendothel adhärieren und ihre Geschwindigkeit drastisch reduzieren. 

Dies geschieht durch 1. initialen Kontakt mit dem Endothel und 2. anschließendem Rollen 

entlang des Endothels. Diese beiden Schritte werden durch Zelladhäsionsmoleküle der 

Familie der Selektine ermöglicht. Weiterer Kontakt mit aktivierten Endothelzellen bremst die 

Leukozyten ab und führt zu 3. langsamen Rollen und zur Aktivierung der beteiligten Zellen. 

Anschließend kommt es 4. zur festen Adhäsion und zum Kriechen der Leukozyten und 

letztendlich zu 5. der Transmigration durch das Endothel in das Gewebe (Butcher 1991; Ley 

et al. 2007) (Abbildung 1). Durch das langsame Rollen der Leukozyten kommt es durch 

Kontakt von Chemokinen an G‑Protein‑gekoppelte Rezeptoren (GPCR) zu sogenanntem 

outside‑in signaling bei dem intrazelluläre Signalkaskaden aktiviert werden. Im Zuge dieser 
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Aktivierung verändert sich der Leukozyt morphologisch durch Umbau des Zytoskeletts 

wodurch er abflacht, noch mehr Kontakt zum Endothel entsteht und die folgende 

Transmigration ermöglicht. Auch die Präsentation der Oberflächenproteine ändert sich nach 

Aktivierung. L‑Selektin wird durch shedding, also Spaltung, von der Oberfläche entfernt 

(Kishimoto et al. 1989). Die Integrine α4β7, LFA‑1 und VLA‑4 ändern durch inside‑out signaling 

ihre Konformation in einen hochaffinen Zustand und können auf Seite des Endothels ihre 

Liganden der Immunoglobin-Superfamilie wie MADCAM1, ICAM1 und VCAM1 binden und 

dadurch zur festen Adhäsion sowie zur Transmigration beitragen (Campbell et al. 1998; Dunne 

et al. 2002). 

 

Abbildung 1: Leukozytenadhäsionskaskade 

 

1.1.2  Selektine 

Die Selektine vermitteln die ersten beiden Schritte der Leukozytenadhäsionskaskade und 

damit den initialen Kontakt und das Rollen der Leukozyten auf dem Endothel. Zur Familie der 

Selektine gehören L‑Selektin, P‑Selektin und E‑Selektin. L‑Selektin wird konstitutiv auf den 

Leukozyten selbst exprimiert und ist somit immer bindungsaktiv. P‑Selektin wird auf 

Blutplättchen (platelets) und auf Endothelzellen präsentiert. Es wird nach Expression in den 

Zellen gespeichert und nach Aktivierung aus α‑Granula in den Blutplättchen und aus 

Weibel‑Palade‑Körperchen in den Endothelzellen auf der Zelloberfläche präsentiert. 
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3 Einleitung 

E‑Selektin aus Endothelzellen wird nach zellulärer Aktivierung de novo synthetisiert (Keelan 

et al. 1994; Kansas 1996). 

Sowohl strukturell, als auch funktionell ähneln sich die verschiedenen Selektine. Es sind C‑Typ 

Lektine, die calciumabhängig bestimmte Kohlenhydratstrukturen binden können und besitzen 

N‑terminal die Lektindomäne gefolgt von einer dem epidermalen Wachstumsfaktor ähnlichen 

EGF-Domäne. Es folgen, je nach Selektin, eine unterschiedliche Anzahl von short consensus 

repeats (SCR´s), welche Homologien zu Komplement bindenden Proteinen aufweisen. 

L‑Selektin besitzt zwei SCR´s, humanes E‑Selektin sechs und humanes P‑Selektin neun. 

Diesen extrazellulären Bereich schließt sich C‑terminal eine membranspannende 

Transmembrandomäne und ein zytoplasmatischer Teil an, über den Signale aus der Zelle 

heraus (inside‑out) sowie in die Zelle hinein (outside‑in) übertragen werden können 

(Bevilacqua et al. 1989; Johnston et al. 1989; Lasky et al. 1989; Siegelman et al. 1989; 

Siegelman and Weissman 1989; Tedder et al. 1989) (Abbildung 2). Trotz der gesamtheitlichen 

strukturellen Ähnlichkeit zwischen den Selektinen besitzen diese unterschiedliche Affinitäten 

zu ihrem gemeinsamen Bindungspartner, dem Tetrasaccharid Sialyl LewisX (Abbildung 3). Die 

Lektindomänen von L‑, E‑ und P‑Selektin zeigen etwas mehr als 50% Sequenzhomologie 

(Kansas 1996). 

 

Abbildung 2: Grundstruktur der Selektine, schematisch 
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Selektine sind als Glykoproteine posttranslational mit Kohlenhydraten modifiziert. 

Glykosylierungen können als sogenannte N‑Glykane an Asparagin oder aber als O‑Glykane 

an den Aminosäuren Serin, Hydroxylysin, Hydroxyprolin oder Threonin auftreten. 

Glykanstrukturen sind wichtig bei der Zellerkennung, der Sekretion von Proteinen, der 

korrekten Faltung, der Löslichkeit von Proteinen und bei der Regulation der 

Serumhalblebenszeit. Die Selektine selbst sind an verschiedenen Stellen N‑glykosyliert. 

1.1.3  Selektine im pathologischen Kontext 

Während die Extravasation der Leukozyten in das umliegende Gewebe im Rahmen einer 

normalen Immunantwort notwendig und erwünscht ist, kann durch unkontrolliertes 

Auswandern, zum Beispiel im Falle einer Autoimmunerkrankung wie Morbus Crohn oder 

rheumatoider Arthritis (Muller 2002), bei der sich das Immunsystem gegen körpereigene 

Strukturen richtet, umliegendes Gewebe beträchtlich geschädigt werden. 

Von Bedeutung ist dies auch bei Erkrankungen, wie Infarkten oder nach Operationen und 

Transplantationen, bei denen es aufgrund von Ischämie und dem damit verbundenen 

Sauerstoffmangel bei einer wiederhergestellten Durchblutung zu Reperfusionsschäden kommt 

(Gumina et al. 1996). Die hierbei entstehenden Sauerstoffradikale führen zu direkter 

Zellschädigung, was wiederum das Immunsystem aktiviert. Die hierdurch eingeleitete 

Leukozytenauswanderung kann zu einem beträchtlichen Sekundärschaden des Gewebes 

beitragen. 

Da die Selektine den initialen Kontakt der Leukozytenadhäsionskaskade vermitteln, eignen sie 

sich als Ansatzpunkt, um die überschießende Infiltration von Leukozyten ins Gewebe zu 

modulieren. Mäusen, welche entweder Selektin‑ oder Selektinligand-defizient sind, ist es nicht 

möglich Leukozyten effektiv zu rekrutieren (Jung and Ley 1999; Robinson et al. 1999; Lowe 

2002). 

Patienten mit einer Leukocyte Adhesion Deficiency type II (LAD‑II) leiden unter bakteriellen 

Infektionen der Haut und der Schleimhäute. Bei dieser Krankheit können die Selektinliganden 

durch eine Punktmutation im Fukosetransporter keine Selektine mehr binden, wodurch es im 

entsprechenden Gewebe zu keiner angemessenen Immunantwort mehr kommt (Etzioni et al. 

1999). Unter Laborbedingungen zeigen knock‑out Mäuse, die keine Fukose auf den 

Selektinliganden, sLex (Abbildung 3) übertragen können aber nur leicht erhöhte Tendenzen zu 

Hautkrankheiten (Maly et al. 1996; Weninger et al. 2000; Collins et al. 2001). Fehlen ihnen 

aber E‑ und P‑Selektin entwickeln sich schwere Dermatosen (Bullard et al. 1996; Frenette et 

al. 1996). Das Fehlen nur eines Selektins zeigt neben einer 2‑4 stündigen Verzögerung der 

Leukozyteninfiltration nur geringe Defizite in der Hämostase (Mayadas et al. 1993). Die 
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Selektine sind also in ihrer Kombination wichtig für die Generierung einer effizienten 

Immunantwort. Einzelne Defizite können aber  dem Anschein nach gut kompensiert werden. 

Betrachtet man auf der anderen Seite aber Krankheitsmodelle, bei denen überschießende 

Entzündung zu einem Problem wird, zeigt sich bei knock‑out Mäusen, denen E‑Selektin, 

P‑Selektin oder aber beide fehlen, dass sie vor Neutrophil‑abhängigen Schäden, wie 

beispielsweise Ischämie‑Reperfusionsschaden geschützt sind (Singbartl et al. 2000; Singbartl 

and Ley 2000). Auf L‑Selektin defiziente Mäuse trifft das für einige dieser Modelle zu (Tedder 

et al. 1995). Auch konnte gezeigt werden, dass in L‑Selektin defizienten Mäusen insbesondere 

das Homing naiver T‑Zellen in das lymphatische Gewebe zu 90% reduziert ist (Arbones et al. 

1994). Beim Homing kehren Leukozyten in primäres lymphatisches Gewebe zurück um dort 

in Kontakt mit antigenpräsentierenden Zellen zu kommen und zu aktiven Zellen heranzureifen. 

Generell muss die Anzahl der rollenden Leukozyten auf dem Endothel >90% inhibiert werden 

bevor es zu signifikanten Effekten in der Neutrophilenrekrutierung kommt (Kubes et al. 1995). 

Außerdem ist die selektinabhängige Leukozytenrekrutierung stark organspezifisch. In Haut, 

Schleimhäuten, Skelettmuskulatur, Nieren und Herz ist diese in den Tiermodellen stark 

abhängig von E‑ und P‑Selektin. Leber und Lunge hingegen sind größtenteils unabhängig von 

selektinabhängiger Leukozytenrekrutierung (Wong et al. 1997).  

Das Zusammenspiel der unterschiedlichen Selektine, welche einen Funktionsverlust einzelner 

Selektine während der Immunantwort gegenseitig kompensieren können, als auch der 

benötigte Grad der Inhibition bis zum vollständigen Verlust der Leukozytenrekrutierung 

ergeben ein potentielles therapeutisches Fenster, in dem sich eine überschießende 

Entzündung möglicherweise modulieren lässt ohne die gewünschte Immunantwort vollständig 

zu unterdrücken.  

Neben verschiedenen L‑Selektin spezifischen Antikörpern und DNA‑Aptameren gegen 

L‑Selektin (Hicke et al. 1996; Romig et al. 1999; *Riese et al. 2016)1 und P‑Selektin (Jenison 

et al. 1998) wurden bisher Glykomimetika und Glykokonjugate (Aydt and Wolff 2002; Ehrhardt 

et al. 2004) für die Inhibition von Selektinen entwickelt. Rivipansel (GMI‑1070) ist ein 

vielversprechender Pan‑Selektin‑Inhibitor von GlycoMimetics und Pfizer, der sich zurzeit in 

Phase 3 der Klinischen Studie zur Behandlung vaso‑okklusiver Krisen bei Sichelzellanämie 

befindet (Chang et al. 2010). Hierbei akkumulieren E‑Selektin abhängig sichelförmige, rote 

Blutkörperchen im Gefäßendothel, was zu einer Reduktion des Blutflusses und später zu 

Ischämie führt.  

                                                

1 Publikationen, die mit einem „*“ markiert sind, verweisen auf eigene Autorschaften/Koautorschaften 
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Vor kurzem wurden dendritische Polymere, welche multivalent Sulfatgruppen präsentieren als 

potente Inhibitoren für P‑ und L‑Selektin beschrieben. In einem Tiermodell für 

Kontaktdermatitis konnte die Leukozytenextravasation effektiv reduziert werden. Damit waren 

diese Polymere so wirksam, wie die bei diesem Krankheitsbild standardmäßig verabreichten 

Glukokortikoide (Dernedde et al. 2010). Diese dendritischen Polyglycerolsulfate (dPGS) 

inhibieren abhängig von ihrer Größe und Ladungsdichte (Weinhart et al. 2011) und konnten 

auch in einem Tiermodell der Autoimmun-Myositis durch Reduktion der 

Leukozytenauswanderung den Schweregrad des induzierten Gewebeschadens signifikant 

mindern (Oishi et al. 2014). 

1.1.4  Bindungsmotiv der Selektine 

Der physiologisch bedeutendste Ligand für alle drei Selektine ist der P‑Selektin Glycoprotein 

Ligand-1 (PSGL‑1). PSGL‑1 wird post‑translational mit Sialyl‑LewisX (sLex) modifiziert. Das 

O‑Glykan Tetrasaccharid aus Neuraminsäure, Galaktose, N‑Acetylglucosamin und Fukose ist 

das minimale Bindungsmotiv für alle Selektine (Abbildung 3).  

 

Abbildung 3: Struktur von Sialyl LewisX 

 

Zusätzlich ist PSGL‑1 in der Nachbarschaft zu sLex an Tyrosinresten sulfatiert (Abbildung 4). 

Diese Sulfatierung führt bei der Bindung an L‑ und P‑Selektin zu einer Bindungsverstärkung 

im Vergleich zur Bindung an sLex allein. E‑Selektin dagegen wird von der Sulfatierung nicht 

beeinflusst (Pouyani and Seed 1995; Sako et al. 1995; Mehta et al. 1998; Rodgers et al. 2001). 

Mangels der Verfügbarkeit an Kristallstrukturen von L- und E-Selektin ko‑kristallisiert mit ihrem 

Liganden PSGL‑1 sind genaue Aussagen über die an der Bindung beteiligten Strukturen 

schwierig. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die bekannte ko‑kristallisierte Struktur von 

P‑Selektin/PSGL‑1 (Somers et al. 2000) mit Kristallstrukturen von L‑Selektin (ohne Ligand), 
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E‑Selektin (nur soaked Struktur mit sLex) und P‑Selektin (soaked mit sLex) verglichen (*Woelke 

et al. 2013). In der Röntgenkristallstrukturanalyse von Rezeptor‑Ligand Strukturen können nur 

bei ko‑kristallisierten Strukturen sichere Aussagen über die Bindungsverhältnisse getroffen 

werden, denn hierbei werden Rezeptor und Ligand schon in Lösung zusammengebracht und 

anschließend kristallisiert. Dagegen kann bei schwieriger zu kristallisierenden 

Rezeptor‑Ligand Fragestellungen zuerst der Rezeptor allein kristallisiert werden, um dann 

nachträglich den Liganden in Lösung in den Kristall zu geben (soaked Struktur). Hierbei kann 

sich allerdings die Struktur des zu kristallisierenden Rezeptors ändern, was dann zu falschen 

Konformationen in der Rezeptor‑Ligand Kristallstruktur führt. Durch den Vergleich der 

Selektinstrukturen und Berechnung der Bindungsenergien sollte festgestellt werden, inwieweit 

die anderen Kristallstrukturen von der ko‑kristallisierten Struktur abweichen. Experimentell 

verifiziert wurde das Bindungsverhalten dann anhand einiger Punktmutationen durch 

Bestimmung von Bindungsaffinitäten mittels Oberflächenplasmonresonanz (*Woelke et al. 

2013). 

 

Abbildung 4: Struktur von PSGL‑1 
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1.1.5  Catch-Bond Konzept 

Die Selektin/PSGL-1 Interaktion ist ein Beispiel für eine Bindung die unter Zugkraft ihre 

Dissoziationszeit verlängert. Werden zwei parallele Flächen durch Scherkräfte gegeneinander 

verschoben, wirkt Scherstress auf sie. Dieser kann bei sogenannten catch-bonds die 

Lebenszeit der Bindung, gegenüber dem Fall mit geringerer Krafteinwirkung, verlängern. Das 

catch-bond Konzept erklärt, warum Leukozyten in Gefäßen mit hohem Scherstress im 

Entzündungsfall auf dem Endothel adhärieren können. Eine einzelne Selektin/PSGL-1 

Bindung zeigt bis zu einer Zugkraft von 11 pN catch-bond Verhalten, darüber dann slip-bond 

Eigenschaften; die Lebenszeit verkürzt sich dann also wieder mit zunehmender Zugkraft 

(Marshall et al. 2003). Strukturell können die Selektine eine gebeugte oder eine gestreckte 

Konformation einnehmen (Somers et al. 2000). Die zugkraftinduzierte gestreckte Variante 

konnte dabei als affinere Konformation identifiziert werden. Ein durch eine Punktmutation 

dauerhaft in gestreckter Struktur konserviertes L-Selektin zeigte dabei schon bei geringem 

Scherstress erhöhte Bindungsaffinität (Konstantopoulos et al. 2003; Lou et al. 2006). Kürzlich 

konnte gezeigt werden, dass der L-Selektin spezifische monoklonale Antikörper DREG-55 

L-Selektin in der gestreckten Konformation hält. L-Selektin präsentierende Zellen konnten 

durch Vorinkubation mit DREG-55 im Flusskammerassay auf PSGL-1 ab einem Scherstress 

von 1 
𝑑𝑦𝑛

𝑐𝑚2 viel langsamer Rollen als unbehandelte Zellen (*Riese et al. 2014). Um die 

Selektin/PSGL-1 Interaktion zu untersuchen eignen sich also dynamische Assays unter Fluss 

wie die Flusskammer oder aber SPR viel besser als statische Assays wie ELISA oder MST. 
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1.2 Inhibitoren 

1.2.1  Spezifische Inhibitoren 

Die Kristallstruktur der Ligandbindungsstelle der Selektine kann zur gezielten Modellierung 

von synthetischen Liganden genutzt werden die durch Kompetition die Bindung an natürliche 

Selektinliganden inhibieren.  

Zu den bisher bekannten spezifischen Selektininhibitoren gehören unter anderem 

monoklonale Antikörper wie die L‑Selektin spezifischen Antikörper DREG-56 und DREG-200. 

Diese binden ihr Epitop direkt in der Lektindomäne und sind dadurch in der Lage, Interaktionen 

mit anderen Liganden zu blockieren (Jutila et al. 1990; Kishimoto et al. 1990; *Riese et al. 

2014).  

Zu den momentan prominentesten Vertretern der Ligandmimetika zählt wohl GMI‑1070 

(Abbildung 5). In der Gruppe von Beat Ernst an der Universität Basel in Kooperation mit 

GlycoMimetics entwickelt, befindet sich der Pan‑Selektin‑Inhibitor nun unter dem Namen 

Rivipansel und Lizenzvertrag mit Pfizer in der Phase 3 der Klinischen Studie. Es ähnelt in 

seiner Struktur stark dem gemeinsamen Bindungsmotiv der Selektine, sLex, in Kombination 

mit adjazenten Sulfaten zur Adressierung von L- und P-Selektin. Rivipansel soll durch 

Blockade der E‑Selektin‑Ligand‑Interaktion ein Verklumpen der Erythrozyten bei Patienten mit 

Sichelzellanämie verhindern. Die verklumpten roten Blutkörperchen können kleine Blutgefäße 

verstopfen und zu Durchblutungsstörungen (vaso‑okklusiven Krisen) führen. Die Akkumulation 

kleinerer, schmerzhafter Gerinnsel verursacht im weiteren Verlauf lebensbedrohliche venöse 

Thrombosen. Eine spätere Zulassung von GMI‑1070 für andere Selektin‑assoziierte 

Krankheitsbilder ist bei erfolgreicher Markteinführung von Rivipansel sehr wahrscheinlich. 

 

Abbildung 5: Struktur von GMI‑1070 (Chang et al. 2010) 

 

1996 beschrieben Hicke et al. ein L‑Selektin spezifisches Aptamer, das Ca2+‑abhängig, die 

Lektindomäne bindet und damit blockierenden Charakter hat (Hicke et al. 1996; O'Connell et 
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al. 1996). Das 40 Nukleotide umfassende Aptamer wurde mittels SELEX‑Verfahren 

(systematic evolution of ligands by exponential enrichment) identifiziert und besitzt für ein 

Aptamer eine außerordentliche hohe Bindungsaffinität im niedrigen nanomolaren Bereich an 

L‑Selektin‑IgG. 1999 wurde erstmals eine etwas verkürzte Variante (36 Nukleotide, Abbildung 

6) des originalen Aptamers zur Aufreinigung von L‑Selektin benutzt (Romig et al. 1999). Eine 

kürzlich beschriebene 28 Nukleotid‑Version ist mit Blick auf die Schmelztemperatur signifikant 

stabiler ohne wesentlich an Affinität zu verlieren (*Riese et al. 2016). Diese Variante wurde im 

Rahmen dieser Arbeit auf ihre Bindungsaffinität und auch auf ihren Nutzen für die Aufreinigung 

von L‑Selektin direkt aus Zellkulturüberstand untersucht (*Kuehne et al. 2017). 

 

Abbildung 6: gesamt, Struktur des L‑Selektin Aptamers (Romig et al. 1999)  

 ausgegraute Sequenz deletiert, Struktur der verkürzten Variante 

 (*Riese et al. 2016) 

 

1.2.2  Unspezifische Inhibitoren 

Der natürliche Ligand der Selektine, PSGL‑1, besitzt neben dem Tetrasaccharid Sialyl‑LewisX 

auch sulfatierte Tyrosine in seinem Bindungsmotiv. Für L‑ und P‑Selektin sind diese negativen 

Ladungen in der Nähe des Zuckers wichtig für die Bindungsstärke. Bei Bindung an multivalent 

präsentiertes sLex konnte eine Bindungsverstärkung gegenüber dem Wildtyp für eine die 

sLex‑Bindungstasche betreffende Mutation (D107E) beobachtet werden. Bei gleichzeitiger 

multivalenter Präsentation von sLex und Tyrosinsulfaten war kein Unterschied messbar 

(*Woelke et al. 2013). Aufgrund der starken Interaktion zwischen L‑Selektin und den 

Tyrosinsulfaten wurde der Gewinn an Bindungsstärke der geänderten Aminosäure maskiert 

und ist dadurch nicht messbar gewesen (Abbildung 7). Polysulfate sind deshalb potentielle, 

wenn auch unspezifische Inhibitoren für die L‑ und P‑Selektin‑Ligand‑Interaktion. 
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Abbildung 7: A: Affinitäten von L‑Selektin‑Mutanten an artifizielle sLex‑Liganden mit und  

 B: ohne sulfatierte Tyrosine bestimmt mittels SPR. Die Mutante D107E betrifft 

 die sLex Bindungstasche. 

 

Die zuerst von Sunder et al. beschriebenen stark verzweigten Polyglycerole (Sunder et al. 

1999) können sulfatiert werden und wurden zuerst als Heparinanaloga und Inhibitoren für das 

Komplementsystem beschrieben (Turk et al. 2004) (Abbildung 8). In folgenden 

Untersuchungen zeigte das dendritische Polyglycerolsulfat (dPGS) dann auch als 

Selektininhibitor, dass es im Tiermodell signifikant Entzündung bei Kontakt-Dermatitis und 

Lipopolysaccharid (LPS) induzierter Inflammation reduzieren kann (Dernedde et al. 2010). 

Weitere Veröffentlichungen betrachteten den Zusammenhang zwischen Größe, 

Sulfatierungsgrad, Verzweigungsgrad und der Biokompatibilität sowie dem inhibitorischen 

Potential von dPGS in einem SPR‑basierten artifiziellen L‑Selektin Inhibitionsassay (Weinhart 

et al. 2011; Paulus et al. 2014). Problematisch blieb bei einer möglichen Anwendung als 

Therapeutikum allerdings immer die Frage nach der Ausscheidung aus dem Organismus 

(Clearance), sowie, ob der unspezifischen Natur der Substanz geschuldet, die Orte der 

Akkumulation. Hier wurden deshalb im Rahmen dieser Arbeit neuartige dPGS Moleküle mit 

pH‑sensitiven Linkern getestet, welche im Organismus gespalten und dann ausgeschieden 

werden können (*Reimann et al. 2015). Weiterhin konnten dPGS dekorierte 

Goldnanostäbchen erfolgreich als Diagnostika im Tiermodell getestet werden (*Vonnemann et 

al. 2014). Hier wurde durch multispektrale optoakustische Tomographie eine Akkumulation der 

Goldnanostäbchen in den entzündeten Gelenken eines rheumatoiden Arthritismodells 

beobachtet. Weiterhin wurde die Bindungsaffinität von divalent präsentiertem L‑Selektin 
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(IgG‑Chimäre) an dPGS via SPR und Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (FLIM) im 

unteren nanomolaren Bereich bestimmt (*Boreham et al. 2015). Die apparente Bindungsstärke 

von dPGS liegt damit in der Größenordnung der Bindungsaffinität des Aptamers. Trotz der für 

eine Ein‑Schritt-ROMBP (ring‑opening multibranching polymerization) sehr guten Kontrolle der 

Polydispersität ist bei der Synthese von dPGS die Massenverteilung sowie die Präsentation 

der Anionen in absoluten Zahlen immer noch relativ hoch, um später eine Aussage der 

inhibitorischen Leistung der einzelnen Sulfatgruppen im multivalent präsentierten Verband zu 

machen und damit Multivalenz entsprechend zu quantifizieren. Deshalb wurden in einer 

weiterführenden Arbeit sulfatierte, perfekte Dendrone verwendet (*Heek et al. 2016). In 

Verbindung mit einem fluorophoren Kern als Grundgerüst und sehr hoher Quantenausbeute 

könnten diese dendronisierten Perylenbisimide zum Imaging entzündlicher Prozesse 

verwendet werden. 

 

 

Abbildung 8: Struktur von dPGS 

 (Weinhart et al. 2011) 

Abbildung 9: Strukturen der 

dendronisierten Perylenbisimide 

(Generation 1 bis 3) (*Heek et al. 2016) 
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1.3 Multivalenz 

1.3.1  Selektine und Multivalenz 

Die monovalente Interaktion der Selektine mit ihren Liganden ist schwach, kann aber durch 

multivalente Präsentation drastisch gesteigert werden. Im biologischen Kontext verringert dies 

die Fehleranfälligkeit des Systems, denn einige wenige präsentierte Liganden oder Selektine 

auf Endothelseite führen nicht sofort zum Auswandern der Leukozyten. Erst im Verbund 

mehrerer Selektin‑Ligand Paare steigt die Bindungsstärke so an, dass Leukozyten in der Lage 

sind aus dem Blutstrom an das Endothel zu adhärieren. In NMR Experimenten wurde die 

Bindungsaffinität von monovalentem L‑Selektin an sLex beispielsweise mit 3,9 mM beziffert 

(Poppe et al. 1997); an PSGL‑1 mittels SPR auf 47µM bestimmt (Klopocki et al. 2008). In der 

vorliegenden Arbeit konnte deglykosyliertes, monovalentes L‑Selektin an einen artifiziellen 

Liganden im SPR mit ~1400 nM ohne sulfatierte Tyrosine, und  ~600 nM mit sulfatierten 

Tyrosinen bestimmt werden (*Woelke et al. 2013). Die sehr schwachen Bindungsstärken von 

glykosyliertem L‑Selektin an sLex oder PSGL‑1 reichen nicht aus, um Leukozyten effektiv aus 

dem Blutstrom heraus zu rekrutieren. Erst die multivalente Präsentation sowie ein clustern der 

Liganden und Selektine führt zu ausreichend hohen Affinitäten.  

1.3.2  Der Multivalenzbegriff 

Interagieren mehrere miteinander verbrückte Rezeptoren (m ≥ 2) mit wiederum mehreren 

miteinander verbrückten Liganden (n ≥ 2), spricht man von Poly‑ oder Multivalenz. Während 

der Begriff der Polyvalenz bislang nur für flächige Interaktionen mit einer hohen Zahl (n ≥ 10) 

gebräuchlich war (Joshi et al. 2008), erweitert der Begriff der Multivalenz dieses Konzept auch 

auf grenzflächenunabhängige, sich in Lösung befindliche, mehrbindige Interaktionen (Fasting 

et al. 2012). Der Begriff der Multivalenz beinhaltet auch das Konzept der Kooperativität, bei 

der die resultierende Bindungsstärke größer ist als nur die Summe der Affinitäten des 

monovalenten Falles (positive Kooperativität) sowie den Einfluss des Symmetrieeffektes. 

Durch diesen können die ersten bindenden Liganden eines Rezeptor‑Ligand Paares (m ≠ n) 

bei genügend großem Unterschied zwischen m und n sowie äquivalenten Bindungsplätzen 

(m – n)‑mal häufiger den Rezeptor binden als später bindende Liganden (Ercolani 2003; 

Ercolani et al. 2007).  

1.3.3  Bewertung multivalenter Interaktionen 

Um den Gewinn an Bindungsstärke im multivalenten Fall gegenüber der monovalenten 

Bindung quantifizieren zu können, wurde von Whitesides et al. ein Verstärkungsfaktor 

vorgeschlagen, welcher den Quotienten aus der multivalenten Bindungsaffinität und der 
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monovalenten Bindungsaffinität darstellt (Mammen et al. 1998). Tatsächlich kann in einem 

einzelnen Bindungsexperiment nur die scheinbare Affinität des gesamten multivalenten 

Liganden gegenüber seinem multivalenten Rezeptor bestimmt werden. Auch wenn dieser 

Wert schon reicht, um dieses Rezeptor‑Ligand‑Paar mit anderen direkt zu vergleichen, kann 

aus diesem einzelnen Wert noch keine Aussage über Kooperativität gemacht werden. Hierzu 

muss die Anzahl der Rezeptor‑Ligand Interaktionen durch experimentelles und synthetisches 

Design sukzessive bis hin zum monovalenten Fall bestimmt werden. Auch kann man bei 

schlecht zugänglichem Experimentaldesign dafür den Umweg über das inhibitorische Potential 

eines Liganden nehmen, welches benötigt wird, um die Bindung des Rezeptors an einen gut 

charakterisierten Modellliganden zu verhindern.  

So lässt sich beispielsweise die Selektininteraktion zu einem auf Polyacrylamidrückgrat 

präsentiertem Bindungsmotiv (Polyacrylamid (PAA) +20% sLex +5% sTyr) durch verschiedene 

Ligandmimetika unterdrücken. In einem entsprechenden SPR basierten Ansatz wurden dazu 

Selektine multivalent auf Goldnanopartikeln präsentiert und als Substrat über den 

immobilisierten PAA‑Liganden gegeben. Das resultierende Bindungssignal wurde dann durch 

Titration und Vorinkubation von potentiellen Inhibitoren reduziert. Der IC50 spiegelt dabei die 

Konzentration an Inhibitor wider, die notwendig ist um das initiale Bindungssignal um 50% zu 

reduzieren (Enders et al. 2007). Durch diesen Selektin‑Inhibitionsassay wurde auch dPGS als 

potenter Inhibitor für L‑und P-Selektin identifiziert (Dernedde et al. 2010). Beim Bestimmen 

von Affinitäten über inhibitorisches Potential spielt für den IC50‑Wert aber noch die Größe von 

Rezeptor und Inhibitor, und der Einfluss der abgeschirmten, für andere Binder nicht mehr 

zugänglichen Flächen, eine Rolle. Dieses steric shielding ist im IC50‑Wert enthalten und muss 

bei der Berechnung der Affinität beachtet werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte der Effekt 

des steric shielding für globuläre Inhibitoren vom Multivalenzeffekt so getrennt werden, dass 

beide Faktoren nun einzeln bestimmt werden können (*Vonnemann et al. 2015). 
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2  Motivation und Zielsetzung 

Die Selektin-vermittelte Leukozytenadhäsion ist der initiale Schritt für das ortsspezifische 

Auswandern der Leukozyten aus dem Blutstrom. Damit sind die Selektine wichtig für die 

Aufrechterhaltung der Immunität und gleichfalls ein interessanter Ansatzpunkt für die 

Entwicklung antiinflammatorischer Therapeutika bei deregulierten Entzündungsprozessen. 

Die Notwendigkeit des Zusammenspiels der einzelnen Selektine sowie der multivalente 

Charakter der Bindung ermöglichen eine gezielte Intervention und eröffnen ein relativ großes 

therapeutisches Fenster. Ein Pan-Selektin-Inhibitor beispielsweise könnte je nach 

Krankheitsbild und Schweregrad über einen weiten Konzentrationsbereich verabreicht 

werden, ohne die Immunität vollständig zu unterdrücken. Durch Auswahl spezifischer 

Inhibitoren und deren Konzentration könnte eine Therapie an individuelle Krankheitsbilder 

angepasst werden (personalisierte Medizin). 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher neue Substanzen, die Adhäsionsrezeptoren 

adressieren, exemplarisch am Adhäsionsrezeptor L-Selektin zu untersuchen. Der Fokus liegt 

dabei auf Strukturaufklärung beim spezifischen Targeting und der Traceability bei 

unspezifischen Wirkstoffen. Die exakte Kenntnis der Struktur bei spezifischen Wirkstoffen auf 

der einen, sowie die Frage möglicher weiterer Bindungspartner und der damit verbundenen 

Biokompatibilität von unspezifischen Wirkstoffen auf der anderen Seite, stellten besondere 

Anforderungen an die Konzeptentwicklung, das Design unterschiedlicher Assayformate und 

die Datenevaluation. 

Um hoch spezifische Substanzen modellieren zu können, benötigt man ein tiefergehendes 

Verständnis der Struktur des Rezeptors. Eine korrekte Struktur der zu adressierenden 

Bindungsstelle wie sie auch in vivo, also in gepufferten Lösungen vorkommt, erhält man meist 

nur durch Ko-Kristallisation mit seinem Liganden. Im Falle von L-Selektin war solch eine 

Struktur leider nicht verfügbar. Deshalb wird anhand verfügbarer Strukturen für P-Selektin die 

L-Selektin Kristallstruktur reorientiert und die Gültigkeit der Modellierung experimentell durch 

Bestimmung von Bindungsaffinitäten von L-Selektin Mutanten überprüft (*Woelke et al. 2013). 

Hochspezifische Liganden können auch durch Screening von Substanzbibliotheken 

identifiziert werden. Ein besonderes Verfahren zum Erstellen und screenen solcher 

Bibliotheken ist das SELEX‑Verfahren (systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment). Die dabei identifizierten Aptamere sind synthetisch meist gut zugänglich. Ein 

zuvor beschriebenes L-Selektin spezifisches Aptamer wird im Rahmen dieser Arbeit auf seine 
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bindungsaffine Kernstruktur hin untersucht und konnte zur Reinigung von rekombinant 

hergestelltem L-Selektin verwendet werden (*Riese et al. 2016). 

Bei unspezifischen Liganden wie beispielsweise Polyanionen muss wiederum ein besonderes 

Augenmerk auf die Biodistribution gelegt werden. Wie verteilt sich die Substanz, wo reichert 

sie sich an, wie gelangt sie in die Zelle? Die bereits als antiinflammatorisch beschriebenen 

dendritischen Polyglycerolsulfate werden deshalb durch verschiedene Techniken für in vivo 

als auch für in vitro Applikation nachverfolgbar gemacht (*Vonnemann et al. 2014; *Heek et al. 

2016). 

Generell stellt sich für alle Substanzen, die perspektivisch in vivo verwendet werden sollen, 

die Frage der Biokompatibilität. Die dendritischen Polyglycerolsulfate reichern sich in Leber 

und Milz an und besitzen eine unzureichende Clearance. Deshalb wurden dendritische 

Polyglycerolsulfate mit pH-sensitiven Linkern hergestellt und ihr inhibitorisches Potential 

charakterisiert (*Reimann et al. 2015). Weiterhin wurde der Einfluss von Polysulfaten auf die 

Blutgerinnung und das Komplementsystem hin untersucht (*Heek et al. 2016). 

Der multivalente Charakter der L-Selektin-Ligand Interaktion stellt besondere Anforderungen 

an das Experimentaldesign beim Überprüfen größerer Inhibitoren. Sterisch anspruchsvolle 

Substanzen sind in der Lage Bindungsflächen abzuschirmen ohne möglicherweise einen 

Gewinn an Affinität zu erzielen. Die Trennung von multivalenter Bindungsstärke und sterischer 

Abschirmung bei der in vitro Validierung neuer Inhibitoren konnte im Rahmen dieser Arbeit 

mathematisch beschrieben werden (*Vonnemann et al. 2015). 
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3  Publikationen und Manuskripte 

In diesem Kapitel werden sowohl die publizierten Arbeiten als auch die eingereichten 

Manuskripte aufgelistet, wobei der Anteil des Autors an der jeweiligen Arbeit kenntlich 

gemacht wird. 

3.1 Understanding selectin counter-receptor binding from 

electrostatic energy computations and experimental binding 

studies 

Anna Lena Woelke, Christian Kuehne, Tim Meyer, Gegham Galstyan, Jens Dernedde, 

Ernst-Walter Knapp 

 

 

Zu dieser Veröffentlichung hat der Autor mit Teilen des Konzepts, dem Design und der 

Herstellung der L-Selektin Mutanten, den Bindungsstudien und der Erstellung von Teilen des 

Manuskripts beigetragen. 

Woelke, A. L., C. Kuehne, T. Meyer, G. Galstyan, J. Dernedde and E. W. Knapp (2013) Understanding selectin 

counter-receptor binding from electrostatic energy computations and experimental binding studies. The 

journal of physical chemistry. B. 117, 16443-54. 

 

https://dx.doi.org/10.1021/jp4099123 

  

https://dx.doi.org/10.1021/jp4099123


 

 

Structural requirements of mono- and multivalent L-selectin blocking aptamers for enhanced 
receptor inhibition in vitro and in vivo 

30 Publikationen und Manuskripte 

3.2 Structural requirements of mono- and multivalent L-selectin 

blocking aptamers for enhanced receptor inhibition in vitro and in 

vivo 

Sebastian B. Riese, Konrad Buscher, Sven Enders, Christian Kuehne, Rudolf Tauber, Jens 

Dernedde 

 

 

Zu dieser Veröffentlichung hat der Autor mit der Durchführung und Auswertung der SPR 

Bindungsstudien und der Erstellung von Teilen des Manuskripts beigetragen. 

Riese, S. B., K. Buscher, S. Enders, C. Kuehne, R. Tauber and J. Dernedde (2016) Structural requirements of mono- 

and multivalent L-selectin blocking aptamers for enhanced receptor inhibition in vitro and in vivo. 

Nanomedicine : nanotechnology, biology, and medicine. 12, 901-8. 

 

https://dx.doi.org/10.1016/j.nano.2015.12.379 

  

https://dx.doi.org/10.1016/j.nano.2015.12.379
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3.3 Single-step purification of monomeric L-selectin via aptamer 

affinity chromatography 

Christian Kuehne, Stefanie Wedepohl, Jens Dernedde 

 

 

Zu dieser Arbeit hat der Autor mit dem Konzept, der Durchführung und Auswertung der 

experimentellen Arbeiten und der Erstellung des Manuskripts beigetragen. 

Kuehne, C., S. Wedepohl and J. Dernedde (2017) Single-Step Purification of Monomeric l-Selectin via Aptamer 

Affinity Chromatography. Sensors. 17, 226. 

 

https://dx.doi.org/10.3390/s17020226  

https://dx.doi.org/10.3390/s17020226
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3.4 Shell cleavable dendritic polyglycerol sulfates show high anti-

inflammatory properties by inhibiting L-selectin binding and 

complement activation 

Sabine Reimann, Dominic Groeger, Christian Kuehne, Sebastian B. Riese, Jens Dernedde, 

Rainer Haag 

 

Zu dieser Veröffentlichung hat der Autor mit der Durchführung und Auswertung der SPR 

Bindungsstudien, der Evaluation der Biokompatibilität und der Erstellung von Teilen des 

Manuskripts beigetragen. 

Reimann, S., D. Gröger, C. Kühne, S. B. Riese, J. Dernedde and R. Haag (2015) Shell Cleavable Dendritic Polyglycerol 

Sulfates Show High Anti-Inflammatory Properties by Inhibiting L-Selectin Binding and Complement 

Activation. Advanced healthcare materials. 4, 2154-2162. 

 

https://dx.doi.org/10.1002/adhm.201500503 

  

https://dx.doi.org/10.1002/adhm.201500503
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3.5 Detecting and quantifying biomolecular interactions of a 

dendritic polyglycerol sulfate nanoparticle using fluorescence 

lifetime measurements 

Alexander Boreham, Jens Pikkemaat, Pierre Volz, Robert Brodwolf, Christian Kuehne, 

Kai Licha, Rainer Haag, Jens Dernedde, Ulrike Alexiev 

 

Zu dieser Veröffentlichung hat der Autor mit der Durchführung und Auswertung der SPR 

Bindungsstudien und der Erstellung von Teilen des Manuskripts beigetragen. 

Boreham, A., J. Pikkemaat, P. Volz, R. Brodwolf, C. Kuehne, K. Licha, R. Haag, J. Dernedde and U. Alexiev (2015) 

Detecting and Quantifying Biomolecular Interactions of a Dendritic Polyglycerol Sulfate Nanoparticle 

Using Fluorescence Lifetime Measurements. Molecules. 21, E22. 

 

https://dx.doi.org/10.3390/molecules21010022 

  

https://dx.doi.org/10.3390/molecules21010022
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3.6 Polyglycerolsulfate functionalized gold nanorods as 

optoacoustic signal nanoamplifiers for in vivo bioimaging of 

rheumatoid arthritis 

Jonathan Vonnemann, Nicolas Beziere, Christoph Böttcher, Sebastian B. Riese, 

Christian Kuehne, Jens Dernedde, Kai Licha, Claudio von Schacky, Yvonne Kosanke, 

Melanie Kimm, Reinhard Meier, Vasilis Ntziachristos, Rainer Haag 

 

 

Zu dieser Veröffentlichung hat der Autor mit der Durchführung und Auswertung der SPR 

Bindungsstudien und der Erstellung von Teilen des Manuskripts beigetragen. 

Vonnemann, J., N. Beziere, C. Bottcher, S. B. Riese, C. Kuehne, J. Dernedde, K. Licha, C. von Schacky, Y. Kosanke, M. 

Kimm, R. Meier, V. Ntziachristos and R. Haag (2014) Polyglycerolsulfate functionalized gold nanorods as 

optoacoustic signal nanoamplifiers for in vivo bioimaging of rheumatoid arthritis. Theranostics. 4, 629-41. 

 

https://dx.doi.org/10.7150/thno.8518 
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4  Zusammenfassung und Ergebnisse 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es neue Substanzen, die Adhäsionsrezeptoren adressieren, 

exemplarisch am Adhäsionsrezeptor L-Selektin zu untersuchen. Die strukturelle 

Charakterisierung von Ligand und Rezeptor ermöglicht ein rationales Design von Wirkstoffen. 

 

Die N-terminale Lektindomäne der humanen Selektine, die mit Liganden interagiert, zeigt über 

alle drei Selektine hinweg eine Sequenzhomologie von über 50% und resultiert in einer 

gleichen dreidimensionalen Struktur. Es liegt nahe, bekannte co-kristallisierte Strukturen wie 

die von P-Selektin mit dem Liganden PSGL-1 als Vorlage zu nehmen, um die der anderen 

Selektine nach diesem Vorbild und anhand vorhandener Kristallstrukturen ohne Liganden zu 

modellieren. Die Gültigkeit der Modelle wurde am Beispiel von L-Selektin durch Bestimmung 

der Affinitäten zwischen dem Rezeptor und seinen Liganden sLex und sTyr überprüft. Dazu 

wurden ausgewählte Punktmutationen generiert und die Ligandbindung der Mutanten mit der 

des Wildtypproteins verglichen. Innerhalb der Loopsequenz, die für die Koordination von Ca2+ 

zuständig ist, befindet sich bspw. die konservierte Aminosäure Glutaminsäure an der Position 

88 in der P-Selektin/PSGL-1-Struktur und trägt aktiv zur Koordination des Ca2+ bei. In der 

P-Selektin-Struktur ohne Liganden ist dieser Loop vom koordinierenden Zentrum weg 

orientiert und leistet keine Bindungsenergie für das Ca2+ (Abbildung 10, links). Eine Verkürzung 

dieser Aminosäure um ein C-Atom, also eine Mutation von Glutaminsäure zu Asparaginsäure 

(E88D) sollte, im Falle der Wichtigkeit von Glutaminsäure an dieser Position, zur Schwächung 

der Bindung des Ca2+-Ions führen. Dadurch wird die Bindung zu sLex geschwächt und damit 

die gesamte Affinität von P-Selektin zu PSGL-1. Aufgrund der Sequenzhomologie zwischen 

den Selektinen müsste die Konformation des Loops in L- und E-Selektin analog dazu sein und 

eine entsprechende Mutation ebenfalls zur Reduktion der Affinität führen. 
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Abbildung 10: links: GLU88 (E88) in der soaked Struktur von P-Selektin; rechts: GLU88 

 (E88) in der ko-kristallisierten Struktur von P-Selektin (*Woelke et al. 2013) 

 

Ein weiteres Beispiel ist in der L-Selektinsequenz die Asparaginsäure an Position 107 (D107) 

in der Koordinationsstelle für die Fukose im sLex. Im P- und E-Selektin ist an dieser Stelle eine 

um ein C-Atom längere Glutaminsäure präsent. Trotz der Homologie der Koordination von 

Fukose beider Selektine, unterscheidet sich P-Selektin im Bereich der 

Sialinsäure-Bindungsstelle (Aminosäuren 97-100) im Vergleich zu L- und E-Selektin signifikant 

und zeigt die schwächste Bindung zu sLex. E-Selektin andererseits, weist die höchste Affinität 

zu sLex auf, bindet aber keine sulfatierten Tyrosine, weshalb die Affinität zum Liganden 

PSGL-1 insgesamt weniger affin ist. In der modellierten E-Selektin/sLex-Struktur ist durch die 

kürzere Distanz der Säuregruppe zur Fukose sLex stärker gebunden. Dies wäre eine 

Erklärung für die höhere Affinität von E-Selektin zum Tetrasaccharid. Wenn die Vorhersagen 

also korrekt sind und die dreidimensionalen Strukturen der Selektine übereinstimmen, sollte 

die Veränderung von Asparaginsäure zu Glutaminsäure auch im L-Selektin Protein zu einer 

Bindungsverstärkung führen (D107E). In Abbildung 7 sind neben zwei 

Salzbrücken-betreffenden Mutationen die Ergebnisse zu den Mutationen E88D und D107E 

gezeigt. Für E88D sowie die beiden Salzbrückenmutationen K85A und R46A hat sich die 

Affinität wie vorhergesagt verschlechtert. Die ausgewählten Aminosäuren befinden sich nach 

Reorientierung am Vorbild von P-Selektin ko-kristallisiert mit PSGL-1 also in 

bindungsrelevanten Positionen, die sie vor der Anpassung in der einfach kristallisierten oder 

der soaked Struktur nicht eingenommen hatten. Wie zuvor bereits angedeutet, konnte für die 

Mutation D107E am Biliganden sLex und sTyr keine Bindungsverstärkung festgestellt werden, 

da hier ein Affinitätsgewinn durch die starken Interaktionen mit den sulfatierten Tyrosinen 

maskiert wird. Erst die Messung an sLex allein zeigt den Gewinn an Bindungsenergie und 

damit den Beweis für die Richtigkeit des angepassten Modells. 
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Die Kenntnis der Struktur des Rezeptors ermöglicht somit die gezielte Adressierung durch 

optimiertes Design synthetischer Liganden (*Woelke et al. 2013). 

 

Die Verkürzung des von Hicke et al. beschriebenen originalen L-Selektin Aptamers von 36 auf 

28 Nukleotide (*Riese et al. 2016) erhöht die DNA-Schmelztemperatur um theoretische 7°C 

und stabilisiert dadurch die Struktur ohne das wesentlich inhibitorisches Potential im SPR 

basierten L-Selektin-Inhibitionsassay eingebüßt wird. Damit ist der Bereich der 

Aptamerstruktur, die den Loop A bildet für dessen direkte Funktion nicht relevant. Im 

Gegensatz dazu sind Loop B und Loop C strukturgebend und somit bindungsrelevant wie der 

Verlust der Inhibition im kompetetiven Bindungsassay zeigt. Durch Dimerisierung über einen 

9 Nukleotide langen Linker konnte der IC50 nochmal um Faktor 30 verbessert werden. Kürzere, 

als auch längere Linker, sowie die trimere Präsentation ergaben etwas schlechtere IC50-Werte. 

 

Die Mutationsanalyse der Aptamersequenz lieferte einen optimierten Rezeptor-bindenden 

Liganden und trägt entscheidend zum Verständnis der L-Selektin-Ligand Interaktion bei 

(*Riese et al. 2016). 

 

Die neue, verkürzte Variante des L-Selektin-Aptamers ist immer noch hochaffin und konnte 

dank seiner Spezifität benutzt werden um L-Selektin aus einer komplexen Mischung 

(Zellkulturüberstand) heraus in einem Schritt aufzureinigen. Der direkte Vergleich zur Ni-NTA 

Affinitätschromatographie zur Reinigung His-markierten L-Selektins zeigt, dass das Protein 

mittels Aptamer ohne weitere Optimierung in hohen Ausbeuten erhalten wird. Zusätzlich 

ermöglichen die Eigenschaften Affinität und Spezifität die kalibrationsfreie 

Konzentrationsbestimmung und die Affinitätsmessung mittels SPR direkt aus dem komplexen 

Kulturmedium ohne Aufreinigung (*Kuehne et al. 2017). 

 

Das dendritische Polyglycerolsulfat zeigt in vitro als auch in vivo sehr gute 

antiinflammatorische Eigenschaften ohne dabei im wirksamen Bereich große Auswirkungen 

auf Blutgerinnung oder Komplementaktivierung zu haben. Mit einem hydrodynamischen 

Durchmesser von 6 nm ist es theoretisch in einer Größenordnung welche problemlos über die 

Nieren ausgeschieden werden sollte. Allerdings akkumuliert dPGS in Leber und Milz, entweder 

durch direkte Bindung an ortsständige Rezeptoren oder vermittelte Interaktion mit 

Serumproteinen. Die dPGS-Derivate mit spaltbaren Linkern von Reimann et al. (*Reimann et 

al. 2015) zeigten in Untersuchungen durchweg ebenfalls sehr gutes antiinflammatorisches 

Potential ohne die Hämostase im entsprechenden Konzentrationsbereich stark zu 
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beeinflussen, ähnlich dem Verhalten von dPGS. In weiteren Biokompatibilitätsuntersuchungen 

konnte festgestellt werden, dass gerade die Thioether in der Lage sind die Aktivierung des 

Komplementsystems stark zu unterdrücken. Sowohl die Spaltbarkeit der Substanzen als auch 

ihr Einfluss auf Entzündungsreaktionen und das Komplementsystem würden sie für Szenarien 

prädestinieren, in denen speziell diese Kombination einen therapeutischen Effekt erzielt. 

 

An Fluorophore oder andere Photoabsorber gekoppelte Polyanionen können zum Imaging von 

inflammatorischen Prozessen verwendet werden. In Kombination mit Absorbern die 

Anregungsenergie in Wärme umwandeln, ist dann auch die parallele Anwendung als 

Therapeutikum (Theranostika) denkbar. Zum Beispiel wurden mit dPGS dekorierte 

Goldnanostäbchen (gold nanorods, AuNR´s) erfolgreich zum Imaging von rheumatoider 

Arthritis in einem Mausmodell eingesetzt (*Vonnemann et al. 2014). Goldnanostäbchen eignen 

sich dazu besonders, da sie eine sehr hohe photothermale Konversion besitzen und nach 

Anregung wieder nahezu strahlungsfrei in den Grundzustand übergehen (Ntziachristos and 

Razansky 2010; Manohar et al. 2011). Durch gepulste Anregung eines Lasers emittieren sie 

Druckwellen nach thermoelastischer Expansion. Diese Ultraschallwellen können im Rahmen 

der multispectral optoacoustic tomography (MSOT), einem bildgebenden Verfahren, 

ausgewertet werden. Die sulfatierten Goldnanostäbchen zeigten gegenüber den unsulfatierten 

erwartungsgemäß ein hohes antiinflammatorisches Potential im SPR basierten L-Selektin 

Inhibitionsassay. IC50 Werte im mittleren picomolaren Bereich übertreffen hier 6 kDa großes 

dPGS um das 100 fache und sollten im Hinblick auf multivalenten Charakter und Affinität 

kritisch betrachtet werden, da hier mit den Goldnanostäbchen große Bindungsflächen am 

L-Selektin Goldnanopartikel abgeschirmt werden können (*Vonnemann et al. 2015). Im 

Mausmodell konnten die Goldnanostäbchen dann durch MSOT visualisiert werden. Dabei 

zeigten die dPGS dekorierten Stäbchen im Gegensatz zu den PEG funktionalisierten eine 

doppelt so hohe Akkumulation und damit ein Targeting im Bereich der induzierten Arthritis im 

Vergleich zum Fußgelenk, bei welchem diese nicht induziert wurde. Um ein anisotropisches 

Wachstum der Goldnanopartikel zu Goldnanostäbchen zu gewährleisten, wurden diese mit 

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) stabilisiert. Dieses kationische Detergens macht eine 

anionische Oberflächenfunktionalisierung synthetisch anspruchsvoll und muss vor der 

Bioapplikation aufgrund seiner Toxizität komplett entfernt werden. Vonnemann et al. 

beschreiben hier eine neue Methode zum zweistufigen Ligandenaustausch. Hierbei wird 

zuerst die kationische Schicht gegen eine neutrale PEG-Funktionalisierung getauscht, um in 

einem zweiten Schritt diese wiederum gegen dPGS zu tauschen. Die treibende Kraft hierbei 



 

 

Zusammenfassung und Ergebnisse 

113 Zusammenfassung und Ergebnisse 

ist der Liponsäurelinker am dPGS, der im Gegensatz zur Thiolgruppe am PEG zweizähnig ist 

und Gold somit stärker koordinieren kann als der einzähnige Thiolrest.  

 

Die Derivatisierung von Perylenbisimid (PBI) mit sulfatierten Polyglyceroldendronen ergibt 

definierte Strukturen und erlaubt daher genaue Aussagen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen. 

Durch die Kopplung der Dendronen an das Fluorophor stieg dessen Wasserlöslichkeit und 

damit die Quantenausbeute in wässriger Lösung. Aggregation aufgrund hydrophober Effekte 

führt zum Löschen der Fluoreszenz. Werden die Fluorophore durch Derivatisierung mit 

wasserlöslichen Gruppen sterisch anspruchsvoller, können sie untereinander immer weniger 

hydrophobe Wechselwirkungen eingehen und werden nach und nach vereinzelt. Bei den hier 

verwendeten Polyglycerolen gekoppelt an PBI konnte dies bis zur Generation 3 der Dendronen 

beobachtet werden. Durch Sulfatierung konnte aber schon ab der 1. Generation die volle 

Quantenausbeute erreicht werden. Die sterisch anspruchsvollen Sulfate schirmen durch ihre 

Ladung schon ab der niedrigsten Generation ausreichend ab (*Heek et al. 2016). Durch die 

hohe Quantenausbeute und ihre Funktionalisierung mit Polyanionen können diese 

Substanzen sehr gut zum in vitro Imaging der Biodistribution von Polysulfatsystemen 

verwendet werden. Die hohe antiinflammatorische Wirkung im L-Selektin-Inhibitionsassay als 

auch die effiziente Unterdrückung des Komplementsystems bei geringen Konzentrationen 

könnte zusätzlich einen Einsatz als Entzündungshemmer indizieren. Im Vergleich zu Heparin 

ist der Einfluss auf die Blutgerinnung gering und beginnt erst beim 5 bis 10-fachen der 

Konzentration des IC50 im inhibitorischen Assay. 

 

Bei flächigen, mehrbindigen Inhibitoren spielt neben der Multivalenz auch noch der, aufgrund 

der Größe des Inhibitors, nicht mehr frei zugängliche Raum am Rezeptor, die sterische 

Abschirmung (steric shielding) eine Rolle. Um den Effekt der sterischen Abschirmung durch 

globuläre Binder theoretisch zu erfassen, wurden zwei geometrische Kreismodelle erstellt. 

Eines beschreibt die komplette Abschirmung mit maximal möglicher Anzahl an koordinierten 

Inhibitoren (Pmax, mit P = Anzahl an Inhibitoren notwendig für Abschirmung) und eines mit 

minimal notwendiger Anzahl an koordinierten Inhibitoren (Pmin) (Abbildung 11). Die 

mathematischen Beschreibungen für beide Modelle sind in Abbildung 12 als Abhängigkeit der 

notwendigen Anzahl an Inhibitoren für die vollständige Abschirmung des Binders (P) gegen 

das Größenverhältnis zwischen Inhibitor und Binder aufgetragen (d/D). 
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Abbildung 11: (a): geometrische Kreismodelle für Pmax und Pmin für verschiedene 

Randbedingungen d<D und d>D sowie für ein theoretisches clustering (b): Darstellung der 

Kontaktfläche (blau) zwischen Binder und Inhibitor sowie der sterisch abgeschirmten, für 

planare Oberflächen nicht mehr zugänglichen Fläche des Binders (rot) (*Vonnemann et al. 

2015) 

Um den Effekt der sterischen Abschirmung experimentell zu überprüfen, musste ein 

Modellsystem benutzt werden, bei dem der Inhibitor an den Binder schon bei geringen 

Konzentrationen komplett gebunden, die Affinität also sehr hoch ist. Der verwendete 

Streptavidin-Nanopartikel/Biotin-Nanopartikel Assay erfüllt diese Voraussetzung im 

gemessenen Bereich (KD ~ 10-15 M (Chaiet and Wolf 1964); eingesetzte Konzentration vom 

Binder: ~ 10-12 M) und folgt dem vorhergesagten Modell für Pmax. Im SPR basierten L-Selektin 

Inhibitionsassay, mit einem KD von ~500 nM von monovalentem L-Selektin an sLex-sTyr-PAA 

(*Woelke et al. 2013), spielen beide Effekte eine Rolle. Die experimentellen Werte folgen hier 

erst ab einem d/D Verhältnis von 0,3 dem Modell von Pmin. Für Werte kleiner 0,3 weichen sie 

vom Modell ab und sind stark vom Multivalenzeffekt abhängig. Dadurch ist hier die 

inhibitorische Leistung von Inhibitorgrößen über d/D = 0,3 hier nur noch von der sterischen 

Abschirmung abhängig. Einen weiteren Gewinn durch multivalente Effekte gibt es nicht mehr. 
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Abbildung 12: Grafische Darstellungen der mathematischen Beschreibungen für Pmin und 

Pmax. Die Anzahl der nötigen Inhibitoren P zur vollständigen Abschirmung eines Binders von 

einer planaren Oberfläche für verschiedene Größenverhältnisse Inhibitor/Binder (d/D). Der 

Biotin/Streptavidin Bindungsassay folgt dem Modell für die zufällige und damit maximale 

Koordination von Inhibitoren am Binder. Der L-Selektin Inhibitionsassay folgt dem Modell für 

die symmetrische Koordination, welche in der minimal nötigen Anzahl resultiert. Keiner der 

beiden Assays folgt dem Modell für das Clustern der Bindungspartner (gestrichelte Linie). 

(*Vonnemann et al. 2015) 

Über das Modell kann nun zum einen vorausgesagt werden, ab welchen Inhibitorgrößen kein 

Affinitätsgewinn mehr stattfindet und allein noch das Volumen des Inhibitors steigt 

(Abbildung 13). Hier ist ab d/D = 0,3 eine Steigerung der inhibitorischen Leistung nur noch 

durch Größenzuwachs zu erreichen, der im Hinblick auf die Clearance eher zu vermeiden ist. 

Damit können aus den erstellten Modellen Prinzipien für das Design globulärer Inhibitoren 

anhand der Größe des Binders und KD
mono (die Dissoziationskonstante, reduziert auf den 

monovalenten Fall) hergeleitet werden. 



 

 

Zusammenfassung und Ergebnisse 

116 Zusammenfassung und Ergebnisse 

 

Abbildung 13: Die Volumen-normalisierte Darstellung von Abbildung 12 zeigt nach dem 

Erreichen der maximalen Bindungsaffinität einen starken Anstieg an benötigten Inhibitoren 

mit steigendem Volumen. (*Vonnemann et al. 2015) 

 

Zum anderen kann aus dem gemessenen IC50 durch Bereinigung des Terms für die sterische 

Abschirmung der KD
multi (Dissoziationskonstante für den multivalenten Binder) (Abbildung 14) 

und aus den Daten für die sukzessive Messung verschiedener Inhibitorgrößen auch der KD
mono 

berechnet werden (Abbildung 15). Die Linearisierung der von Pmin abweichenden Messungen 

ergibt einen KD
mono von 94 nM und ist damit sehr gut vergleichbar mit dem experimentell 

bestimmten Wert von L-Selektin/Fc-Chimäre (divalent) an dPGS mit 45±17 nM (*Boreham et 

al. 2015). 

 

Abbildung 14: Die Konzentration eines multivalenten Inhibitors zur Inhibition eines 

multivalenten Binders um 50% ergibt sich im Wesentlichen aus dem Gleichgewicht zwischen 

am Binder gebundenem und ungebundenem Inhibitor, KD
multi und der Hälfte der für eine 

sterische Abschirmung notwendigen Anzahl an Inhibitoren, 0,5P multipliziert mit der 

Konzentration der Binder [B] (*Vonnemann et al. 2015). 
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Abbildung 15: Aus der Linearisierung des stark multivalent geprägten Bereiches der 

Messreihe des L-Selektin Inhibitionsassays (für d/D<0,3) lässt sich bei Inhibitoren mit 

Durchmessern gegen 0 nm die Dissoziationskonstante KD
mono ablesen (94 nM). 

(*Vonnemann et al. 2015) 

 

Unspezifische Wirkstoffe adressieren ein breiteres Spektrum von Zielstrukturen. Um 

zusätzliche Bindungspartner neben der Zielstruktur L-Selektin zu identifizieren, wurden 

Konzepte und Assays zur Traceability in vitro (*Heek et al. 2016) und in vivo (*Vonnemann et 

al. 2014) beschrieben. Die Bindung an weitere Strukturen kann Nebeneffekte bedingen, 

welche im Rahmen von Biokompatibilitätsstudien (Blutgerinnung, Komplementaktivierung) 

untersucht wurden (*Reimann et al. 2015; *Heek et al. 2016). Auch konnte beim Einsatz 

hochmolekularer, globulärer Inhibitoren eine Limitation im Assaydesign zur Rezeptorbindung 

aufgezeigt werden, da das inhibitorische Potential von zwei synergistischen Effekten (Affinität 

und sterische Abschirmung) abhängt. Eine angepasste Datenevaluation erlaubt nun die 

mathematische Trennung beider Effekte (*Vonnemann et al. 2015). 
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5  Ausblick 

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit können anhand der Kristallstruktur Inhibitoren 

rationaler designt werden. Die anschließende multivalente Präsentation auf geeigneten, 

biokompatiblen und spaltbaren Gerüstarchitekturen verspricht dann neben hoher Spezifität 

auch eine um ein Vielfaches stärkere Affinität. Durch spezielles Linkerdesign könnte die 

Spaltbarkeit variiert und damit die Bioverfügbarkeit moduliert werden.  

Der Übergang von globulären Grundstrukturen hin zu flächigen Inhibitoren wie beispielsweise 

Nanosheets kann das Problem der großen Volumina bis zum Erreichen der maximalen 

Bindungsaffinität umgehen. 

Eine Stabilisierung des DNA Aptamers durch PEGylierung, Kopplung von Polyglycerol oder 

Verwendung der Spiegelisomeren Form der Ribose (L-Ribose) als RNA Spiegelmer kann die 

Serumhalblebenszeit des Aptamers verlängern. Multivalent präsentiert kann dadurch ein 

hochspezifisches Targeting von L-Selektin erreicht werden. 

Die Kombination spezifisch designter Binder für die einzelnen Selektine würde durch das 

relativ große therapeutische Fenster, sowie den multivalenten Charakter der Selektin/PSGL-1 

Interaktion, das Anpassen der Therapie auf individuelle Krankheitsbilder oder sogar den 

einzelnen Patienten ermöglichen. 
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6  Abstract 

6.1 Kurzzusammenfassung 

Adhäsionsrezeptoren übernehmen zentrale Aufgaben bei Zell-Zell Kontakten und bei der 

Anbindung von Zellen an die extrazelluläre Matrix. Selektine spielen eine dominante Rolle bei 

der Rekrutierung von Leukozyten in entzündetes Gewebe. 

Wichtig im Rahmen der angeborenen Immunität zum Bekämpfen von Pathogenen, aber 

ungewollt bei überschießender Entzündung, wie beispielsweise bei Autoimmunkrankheiten, ist 

die Modulation dieses Prozesses auf der Ebene der Selektine ein vielversprechender 

therapeutischer Ansatzpunkt. Mit Fokus auf das leukozytäre L-Selektin beschreibt diese Arbeit 

Ansätze zur Adressierung von Adhäsionsrezeptoren. 

Rationales Design von spezifischen Proteinbindern erfordert die Kenntnis der Zielstruktur. 

Nicht immer sind entsprechende Kristallstrukturen vorhanden, können aber anhand bekannter, 

ähnlicher Strukturen modelliert werden. Hier wurden Selektinstrukturen auf der Basis der 

bekannten P-Selektin und E-Selektin Struktur modelliert und über Affinitätsmessungen 

generierter Mutationen von L-Selektin die Modelle verifiziert. Die Punktmutationen denen laut 

Modell eine Schwächung der Bindung prognostiziert wurde (R46A, K85A, E88D), zeigten in 

SPR Bindungsstudien signifikant höhere KD Werte verglichen mit nicht mutiertem L-Selektin 

(das heißt R46A 2,1-fach, K85A 2,3-fach und E88D 2,9-fach höher). Die Mutation, für die eine 

stärkere Bindung an Sialyl Lewisx (sLex) berechnet wurde (D107E), zeigte an einem 

Polymerliganden der nur sLex präsentiert signifikant stärkere Affinität (2,1-fach stärker), an 

einem Polymerliganden der sLex und sulfatiertes Tyrosin (sTyr) präsentiert, aber keinen 

Unterschied zu nicht mutiertem L-Selektin. Hier wird der Affinitätsgewinn an das sLex durch 

die starke Interaktion mit sTyr maskiert. 

Binder können aber auch durch nachträgliche Optimierung einer Struktur rational designt 

werden, die durch nicht-rationale, evolutionäre Techniken wie SELEX entstanden sind. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde ein L-Selektin spezifisches DNA Aptamer hinsichtlich seiner 

Struktur-Wirkungs-Beziehung charakterisiert und die Sequenz auf wesentliche, 

bindungsrelevante Abschnitte verkürzt. Die entstandene finale Struktur zeigt eine höhere 

Stabilität ohne ihre hohe Bindungsaffinität zu verlieren, wobei Affinität und Spezifität auch 

durch Anwendung in einer Affinitätschromatographie demonstriert wurden. Trotz der 

Verkürzung um 8 Basen besitzt das Aptamer jetzt eine um 7°C höhere Schmelztemperatur 

und ein inhibitorisches Potential im SPR basierten L-Selektin Inhibitionsassay von 

IC50 = 11 nM, welches vergleichbar mit dem IC50 der originalen Struktur ist (8 nM). 
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Dimerisierung der verkürzten Struktur verbesserte den IC50 um ein 30-faches auf 0,3 nM. 

L-Selektin zeigt bei direkter Bindung an die neue Struktur eine Affinität von KD = 11 nM. 

Die Verwendung nicht-spezifischer Binder erfordert weitergehende Untersuchungen im 

Hinblick auf Bioverteilung, Akkumulation und off-target Effekte. Teile dieser Arbeit beschreiben 

zwei unterschiedliche Ansätze (anisotropische Goldnanostäbchen zur optoakustischen 

Bildgebung und intrinsische Fluoreszenz bspw. für die Fluoreszenzmikroskopie) zum 

Monitoring nicht-spezifischer L-Selektin Inhibitoren zur Anwendung in vivo und in vitro. Da das 

inhibitorische Potential nicht-spezifischer Polysulfate größtenteils von Größe und Ladung 

abhängt, rücken Fragen zur Biokompatibilität und Ausscheidung aus dem Organismus in den 

Fokus. Deshalb wurden Polysulfate mit spaltbaren Linkern neben inhibitorischem Potential 

auch auf Blutkompatibilität untersucht. Während die antiinflammatorischen Eigenschaften 

sowie der Einfluss auf die Blutgerinnung der Polyanionen mit den spaltbaren Linkern, mit 

denen der Grundstruktur ohne spaltbare Linker (dPGS) vergleichbar ist, weisen die spaltbaren 

dPGS Derivate aber einen verstärkten Einfluss auf die Blockade des Komplementsystems auf. 

Die Polysulfate mit intrinsischer Fluoreszenz, die sulfatierten Perylenbisimide (sPBI), zeigen 

mit steigender Anzahl an Sulfaten von Generation 1 (G1) bis Generation 4 (G4) eine 

Verbesserung des antiinflammatorischen Potentials um jeweils das 4-6 Fache. G4 mit 64 

Sulfaten ist dann um das 30-fache potenter (IC50 =  11 nM) als ein dPGS-Molekül mit 

vergleichbarer Größe und vergleichbarer Anzahl an Sulfaten (IC50: 300 nM). Hinsichtlich der 

Biokompatibilität steigt mit der Anzahl der Sulfate auch der Einfluss auf Blutgerinnung und 

Komplementaktivität. Dieser ist bei sPBI-G1 und sPBI-G2 bis 1 µM vernachlässigbar gering. 

Aber auch für sPBI-G3 und sPBI-G4 zeigt sich im Bereich des jeweiligen IC50 noch kein 

Einfluss auf die Blutkompatibilität. 

Die Änderung der Größe eines multivalenten Inhibitors kann die Bindungsaffinität an ein 

multivalentes Target beträchtlich beeinflussen. Dadurch gewinnt ein anderer Faktor an 

Bedeutung, da größere Inhibitoren zusätzlich zum Anstieg der Affinität in der Lage sind, allein 

durch ihre Größe eine entsprechende Fläche am Binder abzuschirmen. Im Rahmen dieser 

Arbeit gelang es den Autoren, die sterische Abschirmung bei globulärer Inhibition 

mathematisch zu beschreiben und vom Multivalenzeffekt zu trennen. 
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6.2 Abstract 

Adhesion receptors take over vital tasks in the attachment of cells to the extracellular matrix 

and in cell to cell binding communication. Here the selectins play a dominant role in the 

recruitment of leukocytes to inflamed tissue. 

Desired in innate immunity to fight pathogens, but unwanted for example in autoimmune 

diseases, modulation of cell-cell recognition mediated by the selectins is a promising 

therapeutically approach. Focusing on L-selectin which is presented by leukocytes, this work 

describes approaches to target adhesion receptors. 

Rational design of specific protein binders requires the knowledge of the target structure. 

However, if crystal structures aren´t available, configurations can be modelled based on known 

closely related structures. Selectin structures were modelled on the basis of a known P-selectin 

and E-selectin structure and subsequently verified via binding affinity of generated L-selectin 

mutants. The point mutations that were predicted to weaken the binding (R46A, K85A, E88D), 

showed significantly higher KD values in SPR binding studies compared to non-mutated 

L-selectin (i.e. R46A 2.1-times, K85A 2.3-times und E88D 2.9-times higher). The mutation, for 

which a stronger binding to sialyl Lewisx (sLex) was calculated (D107E), showed a significantly 

stronger binding to a polymeric ligand that presented only the sLex epitope (2.1-fach stronger), 

but didn’t show any difference compared to the non-mutated L-selectin when bound to a 

polymer presenting both sLex and sTyr. Here the gain in affinity to sLex is hidden by strongly 

interacting sTyr ligands. 

Rational design could be also achieved by applying non-rational evolutionary techniques like 

SELEX and further optimizing the ligand structure. Here an L-selectin specific DNA aptamer 

was characterized regarding its structure-function relationship and shortened to sections 

relevant for binding affinity. This approach yielded a final structure with higher stability without 

losing its high binding affinity and specificity, also demonstrated by its application as a ligand 

in a single step affinity chromatography. Despite the shortening by 8 bases, the aptamer now 

features a 7°C higher melting temperature and an inhibitory potential of IC50 = 11 nM in the 

SPR based L-selectin inhibition assay. This is comparable to the result of the original structure 

(IC50 = 8 nM). Dimerization of the shortened structure improved the IC50 by 30-fold yielding a 

value of 0,3 nM. L-selectin itself shows a direct binding affinity to the new structure of 

KD = 11 nM. 

The use of non-specific binders demands a closer look on biodistribution, accumulation and 

off-target effects. In this work two different approaches (anisotropic gold nanorods for 
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optoacoustic imaging and intrinsic fluorescence e.g. for fluorescence microscopy) of 

monitoring non-specific L-selectin inhibitors are presented. One for the use in vivo and the 

other one suited for in vitro experiments. As inhibitory potential is mainly dependent on size 

and charge of these non-specific polysulfates, biocompatibility and clearance are reaching the 

focus. Therefore cleavable linker equipped polysulfates for better clearance were probed for 

inhibitory potential and blood compatibility as well. While the polyanions with cleavable linkers 

have comparable properties compared to the template structure without cleavable linkers 

(dPGS) regarding anti-inflammatory potential as well as the influence on blood coagulation, 

the cleavable dPGS derivatives demonstrate a more potent anti-complement activity. The 

polysulfates with intrinsic fluorescence, the sulfated perylenebisimides (sPBI), show an 

increasing anti-inflammatory potential by the 4-6 fold with increasing number of sulfates from 

generation 1 (G1) to generation 4 (G4). G4 with 64 sulfates is 30-fold more potent (IC50: 11 nM) 

than a dPGS-molecule of comparable size and with a comparable number of sulfates 

(IC50: 300 nM). Regarding the biocompatibility, the impact on blood coagulation and 

complement activity rises with the number of sulfates. In sPBI-G1 and sPBI-G2, this impact is 

negligible below 1 µM. But even for sPBI-G3 and sPBI-G4 there is no impact on blood 

compatibility at their respective IC50 values. 

The change of size of a multivalent inhibitor could dramatically alter binding affinity to a 

multivalent target. Here, another factor comes into play. Big globular inhibitors are able to 

shield a certain area of the binder simply due to size. In line with the scope of this work it was 

possible to describe steric shielding mathematically and to separate it from the rise of binding 

affinity due to the multivalent effect. 
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AuNR Gold nanorod 

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid 

d Durchmesser Inhibitor 

D Durchmesser Binder 

dPGS dendritisches Polyglycerolsulfat 

DREG Down-regulated antigen 

EGF Epidermal growth factor 

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 

FLIM Fluorescence lifetime imaging microscopy 

GPCR G-protein-coupled receptors 

IC50 Inhibitorische Konzentration um 50% Restsignal zu erreichen 

ICAM1 ICAM1  Intercellular adhesion 

IgG Immunglobulin G 

KD Dissoziationskonstante 

KD
mono Dissoziationskonstante monovalenter Binder 

KD
multi Dissoziationskonstante multivalenter Binder 

LAD-II Leukocyte adhesion deficiency type-II 

LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen 1 

LPS Lipopolysaccharid 

MADCAM1 Mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1 

MSOT Multispectral optoacoustic tomography 

MST Microscale Thermophoresis 

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsäure 

NMR Nuclear magnetic resonance 

PAA Polyacrylamid 

PBI Perylenbisimid 

PEG Polyethylenglycol 

Pmax Abschirmung mit maximal möglicher Anzahl an koordinierten Inhibitoren 
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Pmin Abschirmung mit minimal notwendiger Anzahl an koordinierten Inhibitoren 

PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1 

ROMBP Ring opening multibranching polymerisation 

SCR Short consensus repeat 

SELEX Systematic evolution of ligands by exponential enrichment 

sLex Sialyl LewisX 

sLex-sTyr-PAA Sialyl-LewisX und sulfatierte Tyrosine präsentiert auf Polyacrylamidrückgrat 

sPBI sulfatiertes Perylenbisimid 

SPR Surface plasmon resonance 

sTyr sulfatierte Tyrosine 

VCAM1 Vascular cell adhesion protein 1 

VLA-4 Very late antigen 4 
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