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1. Einleitung 

 

Zur Einführung in die Thematik wird im ersten Abschnitt von diesem Kapitel das Immunsys-

tem des zentralen Nervensystems (ZNS) näher betrachtet. Dabei wird auf die Besonderhei-

ten und auf die Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen eingegangen. Ebenfalls 

wird das Konzept des Inflammaging vorgestellt. Die beiden folgenden Abschnitte geben ei-

nen Überblick zum einem über die Familie der Sialinsäure-bindende Immunglobulin-ähnliche 

Lektine (SIGLEC) und zum anderen über Sialinsäure, wobei das Hauptaugenmerk auf 

SIGLEC-11 und kurzkettige Sialinsäure liegen wird. Darauf aufbauend wird auf die Rolle der 

Sialinsäure-SIGLEC Achse bei der Pathogenese von altersbedingten Erkrankungen einge-

gangen. Weiterführend werden weitere immunologische Signalprozesse beschrieben, bei 

denen Sialinsäure einen anti-inflammatorischen Effekt zeigt. Abschließend wird die wissen-

schaftliche Fragestellung meiner Dissertation formuliert. 

 

1.1 Das Immunsystem des zentralen Nervensystems 

1.1.1 Besonderheiten des zentralen Nervensystems 

Das zentrale Nervensystem, dessen Funktionsfähigkeit vom störungsfreien Zusammenspiel 

der Neuronen abhängt, ist ein essenzielles Integrationsorgan des Menschen zur Steuerung 

von wesentlichen physiologischen Funktionen. Die Informationsübertragung zwischen den 

Neuronen erfolgt über Synapsen, die eine einzigartige biologische Kommunikationsmethode 

darstellt (Engelhardt und Coisne, 2011). Zur Sicherstellung einer störungsfreien Kommuni-

kation der Neuronen ist die Aufrechterhaltung von definierten intra- sowie extrazellulären 

Umgebungsbedingungen erforderlich. Zum Erhalt der Integrität des neuronalen Systems ist 

die Mikroumgebung des ZNS durch eine Vielzahl an Mechanismen streng reguliert (Abbott 

et al., 2006). Ein relevanter Mechanismus ist die Blut-Hirn-Schranke (BHS), die eine regu-

lierbare Barriere zwischen dem extravasalen Raum des ZNS und dem Blut darstellt. Neben 

der Gewährleistung der Homöostase im neuralen Gewebe durch die Regulierung des Aus-

tauschs von Ionen, Molekülen und Zellen, verhindert die BHS auch das Übertreten von 
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schädigenden Plasmakomponenten effektiv  (Abbott et al., 2006; Gloor et al., 2001; Rubin 

und Staddon, 1999). Die Grenze zwischen der Blutstrombahn und dem neuralen Gewebe 

bilden die neuralen Endothelzellen und tragen durch zwei wesentliche Mechanismen zur Auf-

rechterhaltung der Homöostase bei. Zum einem sind diese über Tight Junctions, die eine 

besondere Form der Zell-Zell-Verbindung darstellen und auch Zonula occludens genannt 

werden, miteinander verbunden. Hierbei handelt es sich um gürtelförmig angeordnete Trans-

membranproteine, die als Diffusionsbarriere den unkontrollierten parazellulären Transport 

verhindern (Wolburg und Lippoldt, 2002). Zum anderen regulieren die neuralen Endothelzel-

len durch spezifische Transportsysteme und intrazelluläre sowie extrazelluläre Enzyme den 

transzellulären Transport von Molekülen und Botenstoffen. Voraussetzung für diese präzise 

gesteuerte Transzytose ist die aus dem komplexen Proteinnetzwerk der Tight Junctions ge-

bildete Diffusionsbarriere (Abbott et al., 2006). Dieser besondere strukturelle Aufbau der BHS 

ist neben der Aufrechterhaltung der Homöstase auch für das Immunprivileg des neuralen 

Gewebes mitverantwortlich. Unter dem Begriff des neuralen Immunprivilegs wird verstanden, 

dass sich das ZNS insbesondere durch die strukturellen Besonderheiten der BHS von der 

Überwachung durch das Immunsystem abschirmen kann (Barker und Billingham, 1978; 

Ransohoff und Engelhardt, 2012; Neumann und Wekerle, 2013). Im ZNS wird die Immun-

überwachung deshalb von Mikrogliazellen, die zu den ortsständigen Makrophagen zählen, 

übernommen (Nimmerjahn et al., 2005). Die Mikrogliazellen ermöglichen eine effektive Im-

munantwort gegen Krankheitserreger und Infektionen. Gleichzeitig halten sie durch eine ge-

zielte Aktivierung der angeborenen und adaptiven Immunantwort die neurale Homöostase 

aufrecht (Ransohoff und Engelhardt, 2012; Neumann und Wekerle, 2013). Bei einer Reihe 

von neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson 

ist die Funktion der BHS gestört, infolge dessen es zu einer relevanten Störungen der Mikro-

umgebung des ZNS und einem Verlust des Immunprivilegs kommt (Yamazaki und Kanekiyo, 

2017; Chung et al., 2010). Das unkontrollierte Übertreten von Serumproteinen wie Immun-

globulinen und anderen inflammatorischen Mediatoren in das neurale Gewebe bedingt in-

folge der Störung der Homöostase eine kontinuierliche Degeneration des neuralen Gewebes 

(Daneman, 2012). Eine Störung der BHS ist auch bei systemischen Erkrankungen wie dem 

Leberversagen, die in ausgeprägten Formen mit einer hepatischen Enzephalopathie 
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vergesellschaftet sein kann, oder bei Insulinresistenz bekannt (Daneman, 2012; Rhea und 

Banks, 2019). 

 

1.1.2 Mikrogliazellen – Hauptvertreter des Immunsystems im zentralen Nervensystem 

Die Vorläuferzellen der Mikrogliazellen stammen von primitiven myeloischen 

Progenitorzellen ab, die aus der embryonalen Hämatopoese stammen und in einem frühen 

Stadium der Embryonalentwicklung in das Primordium des Gehirns einwandern (Ginhoux et 

al., 2010; Neumann und Wekerle, 2013; Kierdorf et al., 2013). Nach der dauerhaften 

Ansiedlung arbeiten und vermehren sich diese als Vertreter der angeborenen Immunantwort 

während des gesamten Erwachsenenalters autonom (Neumann und Wekerle, 2013; Heneka 

et al., 2015; Baufeld et al., 2018). Mikrogliazellen gehören zur Gruppe der ortsansässigen 

Phagozyten und sind als Immunzellen der ersten Abwehrreihe ubiquitär im ZNS verteilt 

(Baufeld et al., 2018). Zu den vornehmlichen Aufgaben der Mikrogliazellen gehören der 

Erhalt der neuronalen Plastizität und neuralen Homöostase, die Verteidigung vor 

Pathogenen sowie dem Abtragen von extrazellulären Detritus (Sierra et al., 2013; Neumann 

et al., 2009; Hickman et al., 2018). Diesen Aufgaben kommen Mikrogliazellen durch eine 

kontinuierliche Überwachung der unmittelbaren Umgebung mit Hilfe von mobilen 

Zellfortsätzen und der Fähigkeit zu diesen Orten zu migrieren nach (Hickman et al., 2013; 

Zhan et al., 2014). Zum Erkennen von Veränderungen der Mikroumgebung besitzen 

Mikrogliazellen ein breites Repertoire an zellulären Rezeptoren auf ihren Zellfortsätzen, die 

bereits minimale Störungen der neuralen Homöostase detektieren können. Hierzu gehören 

beispielsweise molekulare Strukturen wie Schaden-assoziierte molekulare Muster (DAMP) 

als Zeichen für eine Gewebeverletzung oder Pathogen-assoziierte molekulare Muster 

(PAMP) als Hinweis auf eine Infektion (Stephenson et al., 2018). Das Erkennen von 

derartigen molekularen Stimuli aktiviert die Mikrogliazellen, wodurch pro-inflammatorische 

Zytokine produziert und eine immunologische Antwort initiiert werden (Hickman et al., 2018). 

Wenngleich inflammatorische Prozesse im ZNS auf Grund der neuroprotektiven Wirkung 

gewünscht sind, begünstigt eine chronische Entzündungsreaktion die Pathogenese 

unterschiedlicher Erkrankungen. Insbesondere Menschen im höheren Lebensalter sind von 
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einer chronischen Entzündungsreaktion betroffen, weil Mikrogliazellen auf Grund von 

altersbedingten molekularen und genetischen Veränderungen ein gesteigertes 

Inflammationslevel zeigen. Diese sterile Inflammation wird auch als Inflammmaging 

bezeichnet (Niraula et al., 2016). In diesem Kontext sind beispielsweise neurodegenerative 

Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson zu erwähnen (Hickman et al., 

2018).  

Neben der Ausschüttung von pro-inflammatorischen Zytokinen führt die Stimulierung von 

Mikrogliazellen ebenfalls zur Aktivierung von Signalwegen der Phagozytose. Während der 

Evolution sind die zellulären Signalwege der neuralen Phagozytose über verschiedene Spe-

zies hinweg konserviert geblieben. Den Säugetieren gemeinsam ist, dass Rezeptoren zur 

Phagozytose häufig mit einem Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivatorsequenz (ITAM) enthalten-

den Adapterprotein, wie DNAX-Aktivierungsprotein 12 (DAP12)/Tyrosinkinase-bindendes 

Protein (TYROBP), assoziiert sind. Bei Mikrogliazellen wird die Signalkaskade durch aktivie-

rende Rezeptoren wie Komplement Rezeptor 3 (CR3), Signal Regulator Protein-β1(SIRPβ1) 

und Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2 (TREM2) initiiert (Linnartz et al., 2012; 

Takahashi et al., 2005; Gaikwad et al., 2009). Die infolge der Bindung ausgelösten Signal-

kaskaden führen durch eine Aktivierung der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidase 

(NADPH-Oxidase) zur Freisetzung von reaktiven Sauerstoffradikalen. So ist die Produktion 

von neurotoxischen Sauerstoffradikalen über DAP12 mit der späteinsetzenden Form des 

Morbus Alzheimers assoziiert. In Tiermodellen führt die Aktivierung von CR3 infolge von a-

xonalen Schäden zu einer Autoimmun-Enzephalomyelitis (Davalos et al., 2012; Zhang et al., 

2013). Die durch ITAM ausgelösten Signalkaskaden werden durch Immunrezeptor-Tyrosin-

Inhibitorsequenz (ITIM) moduliert. Einige Vertreter der SIGLEC-Familie gehören zu den ITIM-

tragenden Rezeptoren. So besitzt SIGLEC-11 in seinem zytoplasmatischen Teil ein ITIM und 

ITIM-ähnliches Motiv (Angata et al., 2002). In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass 

die Aktivierung von SIGLEC-E, das zur Gruppe der murinen SIGLEC gehört und ähnlich wie 

SIGLEC-11 ein ITIM im zytoplasmatischen Rezeptorabschnitt enthält, die Produktion von Ra-

dikalen und pro-inflammatorischen Zytokinen reduziert (Claude et al., 2013). Durch das 
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gegenseitige Wechselspiel zwischen ITIM und ITAM kann der Übergang von einer überschie-

ßenden hin zu einer ausbalancierten Immunaktivität erzielt werde.  

 

1.1.3 Inflammaging – Veränderungen des Immunsystems im Alter 

Ein steigendes Lebensalter geht mit einer Vielzahl von biologischen Veränderungen einher. 

So kommt es im höheren Lebensalter zu einer Abschwächung des adaptiven Immunsystems 

bei gleichzeitiger Stärkung des angeborenen Immunsystem (Schmauck-Medina et al., 2022; 

Thomas et al., 2020; Serrano-López und Martín-Antonio, 2021; Franceschi et al., 2018a). 

Dieser Prozesse findet durch eine Umprogrammierung von Immunzellen auf epigenetischer 

Ebene statt. Gleichzeitig nimmt im peripheren Blut der Anteil von naiven Lymphozyten ab, 

während der Anteil von Gedächtniszellen ansteigt (Franceschi et al., 2018a). Zusammen mit 

weiteren altersbedingten biologischen Prozessen, wie der zellulären Seneszenz, der Akku-

mulation von Schäden in der Desoxyribonukleinsäure (DNA) oder der Verkürzung von Telo-

meren, führen diese Veränderungen in ihrer Gesamtheit zu einer chronischen, sterilen Ent-

zündungsreaktion, die als Inflammaging bezeichnet wird. Der Begriff „Inflammaging“ setzt 

sich aus den beiden englischen Wörtern “inflammation” (Entzündung) und “aging” (Alter) zu-

sammen und ist als geringgradige, chronische sterile Entzündung ohne das Vorhandensein 

einer akuten Infektion definiert (Franceschi und Campisi, 2014; Thomas et al., 2020).  

Die chronische, sterile Entzündung führt zu einer dauerhaft erhöhten Ausschüttung von pro-

inflammatorischen Zytokinen sowie einer anhaltenden Aktivierung des Immunsystems. 

Schlussendlich begünstigen diese Veränderungen die Pathogenese von altersbedingten 

Krankheiten wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und Multiple Sklerose (López-Otín et 

al., 2013; Schmauck-Medina et al., 2022). Neben den neurodegenerativen Erkrankungen 

führen diese immunologischen Veränderungen im fortgeschrittenen Alter auch zu einer er-

höhten Prävalenz von unter anderem Tumoren, Diabetes Mellitus Typ II sowie kardiovasku-

lären Erkrankungen (Lu et al., 2022). 
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1.1.4 Altersbedingte Entzündungsreaktionen bei neurodegenerativen Erkrankungen 

In den kommenden Jahren wird der weltweite Anteil an älteren Personen auf Grund der stei-

genden Lebenserwartung weiter zunehmen (Kontis et al., 2017). Dabei ist ein hohes Lebens-

alter eins der Hauptrisikofaktoren für die Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen 

(Culig et al., 2022; Hou et al., 2019; Lu et al., 2022). Infolgedessen und nur wenigen verfüg-

baren bis hin zu fehlenden Behandlungsmöglichkeiten wird die Inzidenz von neurodegene-

rativen Erkrankungen weiter zunehmen. Diese Entwicklung wird mit großen sozioökonomi-

schen Kosten verbunden sein (Cova et al., 2017). Die Klassifizierung von neurodegenerati-

ven Erkrankungen erfolgt meistens nach genetischen Mutationen, nach der Konfiguration 

von Proteinfehlfaltungen oder nach der Art von Proteinablagerungen (Golde und Miller, 2009; 

Dugger und Dickson, 2017). Die Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen wie 

Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Multiple Sklerose sowie Amyotrophe Lateral Sklerose 

ist durch inflammatorische Prozesse im ZNS gekennzeichnet (Zhang et al., 2023). Beim Mor-

bus Alzheimer kommt es mit zunehmendem Alter zu einer vermehrten pathologischen Pep-

tidablagerung von Amyloid-β (Aβ) und Tau-Proteinen. Über unterschiedliche Signalwege be-

dingen diese Proteinablagerungen eine Störung der BHS, wodurch Immunzellen das ZNS 

infiltrieren und die neurale Homöostase aufgehoben wird. Diese immunologischen Verände-

rungen bedingen einen sterilen, chronischen Entzündungsprozess, der das Krankheitsbild 

weiterverstärkt (Zenaro et al., 2017). Unter physiologischen Bedingungen ist eine derartige 

Immunreaktion ein gewünschter Effekt, um Zellschäden zu reparieren oder einen Schutzme-

chanismus gegen Pathogene zu bilden. Die Persistenz einer neuralen Immunreaktion ver-

hindert jedoch eine Regeneration des Gewebes und führt langfristig zu einer zunehmenden 

Dysfunktion bis hin zum programmierten Zelltod von Neuronen, wodurch es zum Fortschritt 

der Erkrankungen kommt (Glass et al., 2010; Russo und McGavern, 2016; Wyss-Coray und 

Mucke, 2002). Wenngleich die zu Grunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen 

multifaktoriell sind, können einige dieser Pathomechanismen bei mehreren neurodegenera-

tiven Erkrankungen beobachtet werden. Hierzu gehören unter anderem genetische und um-

weltbezogene Faktoren, aber auch endogene Faktoren wie die mit dem Inflammaging ein-

hergehenden biologischen Veränderungen (Jellinger, 2010; Skovronsky et al., 2006; 

Checkoway et al., 2011). Neben unterschiedlichen neuralen Zellen wie Astrozyten nehmen 
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Mikrogliazellen als Hauptregulator der Immunantwort im ZNS eine entscheidende Rolle ein 

(Glass et al., 2010; Kempuraj et al., 2016; Lu et al., 2022). So konnte in den vergangenen 

Jahren durch genomweite Assoziationsstudien eine Vielzahl von genetischen Varianten, die 

mit neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind, identifiziert werden. Einige dieser Po-

lymorphismen stehen im direkten Zusammenhang mit der Sialinsäure-SIGLEC Achse (Lüne-

mann et al., 2021). Trotz intensiver Forschungsbemühungen sind bis heute die zu Grunde 

liegenden pathophysiologischen und molekularen Mechanismen nicht vollständig verstanden 

(Jellinger, 2010).  

 

1.2 Sialinsäure-bindende Immunglobulin-ähnliche Lektine  

Unter dem Begriff Sialinsäure werden die Derivate der Neuraminsäure zusammengefasst. 

Im engeren Sinne werden zur Sialinsäure nur die N- und O-substituierten Derivate der Neu-

raminsäure gezählt. In der Literatur wird der Begriff „Sialinsäure“ mitunter auch als Synonym 

für N-Acteylneuraminsäure (Neu5Ac) verwendet, weil es die im Menschen am häufigsten 

vorkommende Sialinsäure darstellt. Wenn nicht anders beschrieben, wird in dieser Disserta-

tion für eine bessere Übersichtlichkeit der Begriff „Sialinsäure“ als Synonym für α2,8-ver-

knüpfte Neu5Ac unterschiedlicher Polymerisierungsgrade verwendet. 

 

1.2.1 Evolutionäre Entwicklung der Sialinsäure-bindenden Immunglobulin-ähnlichen Lek-

tine 

Sialinsäure-bindende Immunglobulin-ähnliche Lektine sind Membranrezeptoren und gehö-

ren auf Grund der Ig-Domäne zur Immunglobulin Superfamilie, wo sie die Unterklasse der 

Immunglobulin-ähnlichen Lektine bilden (Crocker et al., 1998; Angata, 2002). SIGLEC wer-

den vornehmlich auf Zellen des hämatopoetischen Systems, genauer gesagt den Immunzel-

len, exprimiert (Crocker et al., 2007; Bornhöfft et al., 2018; Pillai et al., 2012). 1986 wurde mit 

Sialoadhesin, auch SIGLEC-1 oder CD169 genannt, erstmalig ein Familienmitglied der 

SIGLEC beschrieben (Crocker und Gordon, 1986). Seitdem sind insgesamt 15 humane und 

9 murine SIGLEC entdeckt worden (Macauley et al., 2014; Paulson et al., 2012). Zu den 
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Hauptaufgaben von SIGLEC gehört die Regulation von immunologischen Prozessen durch 

die Detektion von freier Sialinsäure und sialinsäurehaltigen Glykanen (Daëron et al., 2008). 

Neben dem Expressionsmuster unterscheiden sich SIGLEC in ihren Bindungscharakteris-

tika. Im Allgemeinen zeigen SIGLEC eine Bindungsspezifität zu Sialinsäure, jedoch besitzt 

jeder SIGLEC ein spezifisches Affinitätsprofil zu Sialinsäuren unterschiedlicher Konfiguration 

(Büll et al., 2021; Duan und Paulson, 2020).   

Anhand der DNA-Sequenz werden SIGLEC in zwei Untergruppen geteilt. Eine Untergruppe 

bilden die konservierten SIGLEC, wozu SIGLEC-1, SIGLEC-2, SIGLEC-4 und SIGLEC-15 

gehören (Lehmann et al., 2004; Angata et al., 2007; Cao et al., 2009; Bornhöfft et al., 2018). 

Auf Grund der phylogenetischen Distanz zeigen die konservierten SIGLEC in ihrer DNA-Se-

quenz nur eine Übereinstimmung von 25-30 % (Angata et al., 2004). Infolge der evolutions-

geschichtlichen Distanz sind sowohl strukturelle als auch funktionelle Orthologe über die ver-

schiedenen Zweige der fünf Wirbeltierklassen konserviert (Angata, 2006; Crocker et al., 

2007; Bornhöfft et al., 2018). Mit der evolutionären Entwicklung der frühesten Säugetiere 

entstand vor über 200 Millionen Jahren innerhalb der Klasse der Säugetiere die zweite Un-

tergruppe (Bornhöfft et al., 2018). Diese Untergruppe wird als Oberflächenmerkmal 33 

(CD33) ähnliche SIGLEC bezeichnet, wobei CD33 als Synonym für SIGLEC-3 verwendet 

wird. Der Name dieser Untergruppe leitet sich von der hohe Sequenzhomologie der einzel-

nen Gruppenmitglieder zu SIGLEC-3 ab. Zu den elf Gruppenmitgliedern gehören SIGLEC-3, 

SIGLEC-5 bis SIGLEC-12 und SIGLEC-14 bis SIGLEC-16 (Pillai et al., 2012; Crocker und 

Varki, 2001b; Duan und Paulson, 2020). Durch die enge evolutionäre Verwandtschaftsbezie-

hung innerhalb dieser Untergruppe konnten Genexpressionen bisher nur zwischen verschie-

dene Säugetierarten, insbesondere dem Menschen und den verwandten Menschenaffen, 

nachgewiesen werden (Crocker et al., 2007; Angata, 2006). Als Ursache für die schnelle 

Entwicklung der humanen CD33-ähnlichen SIGLEC werden unterschiedliche Selektionsdrü-

cke in Betracht gezogen (Bornhöfft et al., 2018). Eine weitreichende evolutionäre Verände-

rung für den Menschen war die Loss-of-Function Mutation des Enzyms zur Synthese der 

Sialinsäure N-Glycolylneuraminsäure (Neu5Gc) (Angata, 2018). Darüber hinaus könnte die 

evolutionäre Entwicklung der CD-33 ähnlichen SIGLEC einerseits durch Krankheitserreger, 
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die Sialinsäure zum molekularen Mimikry genutzt haben, und andererseits durch Krankheits-

erreger, die sich die Red-Queen-Hypothese zunutze gemacht haben, beschleunigt worden 

sein (Varki, 2006). Ein weiterer Selektionsdruck könnte die Einführung der Laktation inner-

halb der Klasse der Säugetiere gewesen sein (Bornhöfft et al., 2018). 

 

1.2.2 Struktureller Aufbau der Sialinsäure-bindenden Immunglobulin-ähnlichen Lektine 

SIGLEC ist ein Typ-1-Transmembranprotein, dessen NH3
+-Ende im extrazellulären Raum 

und dessen COO--Ende im zytoplasmatischen Raum liegt (Crocker et al., 2007). Aufgrund 

ihrer strukturellen Ähnlichkeit zu Antikörpern gehören SIGLEC zur Immunglobulin-Superfa-

milie (Jandus et al., 2011). Als Transmembranrezeptoren erkennen SIGLEC sialinsäurehal-

tige Strukturen von Glykoproteinen und Glykolipiden sowie freie Sialinsäure. Dabei zeigt je-

der SIGLEC eine Bindungsspezifität zu Sialinsäure, die vom Polymerisierungsgrad und der 

Konfiguration der Sialinsäure abhängig ist (Blixt et al., 2003; Lenza et al., 2020). Die Bin-

dungsstelle für Sialinsäure besteht aus einem positiv geladenem Arginin, das sich auf dem 

F-Strang der V-Set Immunglobulin Domäne (V-Set Ig-Domäne) befindet (Angata, 2002; Varki 

und Angata, 2006). Die V-Set Ig-Domäne, welche strukturelle Ähnlichkeiten zu der variablen 

Domäne von Antikörpern aufweist, befindet sich am n-terminalen Ende des SIGLEC und ist 

ein gemeinsames strukturelles Merkmal der 15 humanen SIGLEC (Jandus et al., 2011). 

SIGLEC-12 weist eine Besonderheit auf, da es zwei V-Set Ig-Domänen besitzt. Jedoch ha-

ben beide V-Set Ig-Domänen auf Grund einer Mutation ihre Bindungsfähigkeiten verloren 

(Siddiqui et al., 2019; Duan und Paulson, 2020). Eine schematische Darstellung der 15 hu-

manen SIGLEC ist in Abbildung 1 zu sehen.  
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Familie der humanen SIGLEC, welche aus 15 Rezep-
toren besteht. Jeder von diesen trägt eine extrazelluläre V-Set Ig-Domäne, welche eine Bin-
dungsstelle für Sialinsäure enthält. Auf die V-Set-Domäne folgt eine definierte Anzahl an 
C2-Set Immunglobulin Domäne (C2-Set Ig-Domänen), die für jeden SIGLEC spezifisch ist. 
Eine Ausnahme stellt SIGLEC-12 dar. Auf Grund einer Mutation hat dieser Rezeptor seine 
Fähigkeit Sialinsäure zu binden verloren, weswegen dieser nicht in jeder Literatur zu den 
humanen SIGLEC gezählt wird. Im zytoplasmatischen Teil besitzt die Mehrzahl der SIGLEC 
ein ITIM sowie eine ITIM-ähnliche Domäne. Siglec-14, SIGLEC-15 und SIGLEC-16, die 
durch Rekrutierung von DAP12 und anschließender Phosphorylierung zur Aktivierung des 
Immunsystem führen, fungieren als Gegenspieler (Siddiqui et al., 2019; Duan und Paulson, 
2020; Lenza et al., 2020). Innerhalb der SIGLEC-Familie stellen SIGLEC-1, der keine Do-
mäne in seinem zytoplasmatischen Teil enthält, sondern den Liganden nach Bindung inter-
nalisiert, sowie SIGLEC-4, das eine Bindungsstelle für die Tyrosinkinase Fyn besitzt, eine 
weitere funktionelle Ausnahme dar (Yamauchi et al., 2012; Macauley et al., 2014; Lübbers et 
al., 2018). (Erstellt mit BioRender.com) 

 

Kristallstrukturanalysen unterschiedlicher SIGLEC zeigten, dass die Bindungsstelle in einer 

flachen Tasche liegt (Duan und Paulson, 2020). Im Bereich des physiologischen pH-Werts 

ist das Arginin positiv geladen, sodass es eine ionische Bindung mit der Carboxylgruppe der 

Sialinsäure ausbildet (Varki und Angata, 2006; Hartnell et al., 2001). Für gewöhnlich ist die 

Bindungsstelle unter anderem durch cis-Interaktionen, welche ubiquitär in der Glykokalyx von 

Zellen ausgebildet werden, maskiert (Razi und Varki, 1998). Die Demaskierung der 
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Bindungsstelle auf der V-Set Ig-Domäne kann durch trans-Interaktionen mit hochaffinen Lig-

anden aufgehoben werden (Collins et al., 2006). Zwei weitere Mechanismen zur Freilegung 

der Bindungsstelle stellen die Behandlung mit Sialidasen sowie eine immunologische Akti-

vierung der Zelle dar (Razi und Varki, 1998, 1999). Für die Projektion der Bindungsstelle in 

den extrazellulären Raum besitzen die Rezeptoren eine variable Anzahl an C2-Set Immun-

globulin Domänen (C2-Set Ig-Domänen), die auf die V-Set Ig-Domäne folgen (Duan und 

Paulson, 2020). Die C2-Set Ig-Domäne ähnelt strukturell der konstanten Region eines Anti-

körpers (O'Reilly und Paulson, 2009). 

In Abhängigkeit vom jeweiligen SIGLEC führt die Bindung von Sialinsäuren oder sialinsäure-

haltigen Glykokonjugaten zur Aktivierung oder Inhibierung des Immunsystems. Dabei zeigen 

alle SIGLEC ein charakteristisches Affinitätsprofil zu Sialinsäure, das sich in einem bevor-

zugten Polymerisationsgrad und einer bevorzugten Bindungskonfiguration unterscheidet 

(Blixt et al., 2003; Duan und Paulson, 2020). Neben den Bindungscharakteristika können 

SIGLEC auch anhand der Sequenzhomologie unterschieden werden. Wie bereits im vorhe-

rigen Kapitel beschreiben wird zwischen der Gruppe der CD33-ähnlichen SIGLEC und der 

Gruppe der konservierten SIGLEC unterschieden (Angata et al., 2004; Bornhöfft et al., 2018). 

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal von SIGLEC ist das Tyrosin enthaltende Signalmotiv 

auf der zytoplasmatischen Seite, das nach Bindung von Sialinsäure unterschiedliche das Im-

munsystem betreffende Signalkaskaden der Zelle reguliert. Die Tyrosin enthaltenden Signal-

motive können in inhibitorische Motive, sogenannte ITIM, und aktivierende Motive, soge-

nannte ITAM, unterteilt werden (Duan und Paulson, 2020; Crocker und Varki, 2001a; Crocker 

et al., 2007; Schwarz et al., 2017). Mit Ausnahme von SIGLEC-1 und SIGLEC-4 sowie 

SIGLEC-14, SIGLEC-15 und SIGLEC-16 besitzen SIGLEC ein ITIM sowie in der Regel ein 

zusätzliches ITIM-ähnliches Motiv (Crocker et al., 2007). SIGLEC-1 ist vornehmlich an der 

Phagozytose von Pathogenen, welche Sialinsäure exprimieren, beteiligt (Chang und Nizet, 

2014). Die Hauptaufgabe von SIGLEC-4 ist die Myelinisierung sowie die Stabilisierung des 

Zell-Zell-Kontakts (Schwardt et al., 2015; Bornhöfft et al., 2018). SIGLEC-14, SIGLEC-15 und 

SIGLEC-16 besitzen eine positiv geladene Aminosäure in der Transmembrandomäne. Diese 

positiv geladene Aminosäure werden von den Ko-Rezeptoren DNAX-Aktivierungsprotein 10 
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(DAP10) und DAP12, welche ein ITAM tragen, zur nicht-kovalenten Bindung genutzt (Born-

höfft et al., 2018). Innerhalb der SIGLEC-Familie werden SIGLEC-14 als aktivierender und 

SIGLEC-5 als inhibierender Rezeptor sowie SIGLEC-16 mit dem inhibitorisch wirkendem 

SIGLEC-11 als gepaarte Rezeptoren exprimiert. Zu den primären Aufgaben von gepaarten 

Rezeptoren, die definitionsgemäß eine hohe Ähnlichkeit in ihrer DNA-Sequenz teilen, gehört 

es extrazelluläre Informationen durch entgegengesetzte intrazelluläre Signalkaskaden mo-

duliert weiterzuleiten (Martinet und Smyth, 2015; Akkaya und Barclay, 2013; Kuroki et al., 

2012). Die paarweise Expression von Rezeptoren, die eine gegensätzliche Signalkaskade 

besitzen, hat sich während der Evolution als immunologischer Selektionsvorteil zur Bekämp-

fung von Krankheitserregern erwiesen, weil eine durch Pathogene verursachte fehlgeleitete 

Immunreaktion effektiv verhindert werden kann (Ali et al., 2014; Schwarz et al., 2017; Angata, 

2006; Angata et al., 2006; Wielgat et al., 2021; Akkaya und Barclay, 2013). Im Fall von 

SIGLEC-14 und SIGLEC-16 richten sich die Rezeptoren gegen Pathogene, die Sialinsäure 

oder sialinsäurehaltige Glykane nutzen, um das Immunsystem des Wirts durch die Aktivie-

rung der inhibitorischen SIGLEC-5 und SIGLEC-11 zu unterdrücken. Diese Interaktion zwi-

schen Host und Pathogen wird als Red-Queen-Hypothese, die ein evolutionärer Treiber für 

das Immunsystem war, bezeichnet (Angata, 2018; Pillai et al., 2012; Liow et al., 2011). 

 

1.2.3 Signalkaskade der Sialinsäure-bindenden Immunglobulin-ähnlichen Lektine 

SIGLEC, die in ihrem intrazellulären Teil ein ITIM oder ITIM-ähnliches Motiv tragen, bewirken 

am Ende der Signalkaskade eine Dephosphorylierung von Signalproteinen und Rezeptoren. 

Am Anfang der Signalkaskade steht die Bindung von Sialinsäure an SIGLEC, wodurch es 

zur Phosphorylierung des intrazellulär liegenden ITIM und ITIM-ähnlichen Motivs durch Kina-

sen der Src-Familie kommt. In Folge der Phosphorylierung kommt es zur Rekrutierung der 

beiden Tyrosinphosphatasen SH2-Domäne enthaltende Tyrosinphosphatase-1 (SHP-1) und 

SH2-Domäne enthaltende Tyrosinphosphatase-2 (SHP-2), wobei die Src-Homologie-Re-

gion-2-Domäne (SH2) für die Erkennung der phosphorylierten Tyrosine verantwortlich ist 

(Bornhöfft et al., 2018). In der aktivierten Form spalten SHP-1 und SHP-2 nach Identifikation 

eines phosphorylierten Tyrosins das Phosphat ab, wodurch es sich bei ITIM oder ITIM-
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ähnliche Motive um effektive Gegenspieler von phosphorylierenden Signalwegen handelt. Zu 

den phosphorylierenden Signalwegen gehören beispielsweise ITAM, die zu einer durch die 

Milztyrosinkinase (Syk) vermittelten Aktivierung des Immunsystems führen. Wie im vorheri-

gen Abschnitt beschrieben sind ITAM Bestandteil der Signalmoleküle DAP10 und DAP12, 

die an die positiv geladene Aminosäure der aktivierenden SIGLEC binden (Ravetch und La-

nier, 2000; Daëron et al., 2008). Damit schwächen inhibitorische SIGLEC über SHP-1 und 

SHP-2 die immunaktivierende Wirkung der ITAM-tragenden SIGLEC ab (Angata, 2002; Zhao 

et al., 2006; Horvat et al., 2001). Dieser inhibitorische Effekt konnte durch artifizielle Vernet-

zung von SIGLEC-11, der in Makrophagen eines Mausmodells transfiziert wurde und durch 

die Rekrutierung von SHP-1 und SHP-2 zu einer Inhibition des Immunsystem führte, bestätigt 

werden (Angata et al., 2002). Diese Gegenregulation von aktivierenden Signalkaskaden ist 

zum Verhindern einer überschießenden Immunreaktion von Bedeutung, weswegen inhibito-

rische SIGLEC mit einem ITIM oder ITIM-ähnlichen Motiv einen wichtigen Kontrollmechanis-

mus im Immunsystem repräsentieren (Schwarz et al., 2017; Bornhöfft et al., 2018; Lünemann 

et al., 2021). SHP-1 ist ebenfalls an der Modulation weiterer anti-inflammatorischer Signal-

wege von Mikrogliazellen beteiligt (Zhao et al., 2006; Horvat et al., 2001). So führt die Bin-

dung von Sialinsäure an SIGLEC durch ITIM oder ITIM-ähnlichen Motive vermittelt zur Un-

terdrückung der Immunreaktionen von Mikroglia, die sich in einer verringerten Phagozytose, 

einer Reduzierung des oxidativen Burst, einer herabgesetzten Migrationsfähigkeit und einer 

verminderten Proliferation wiederspiegeln (Linnartz et al., 2010). Die unterschiedliche Bin-

dungsspezifitäten von den jeweiligen SIGLEC zu  Sialinsäure unterschiedlicher Konfigurati-

onen ermöglicht damit eine präzise Steuerung und Kontrolle der Immunantwort (Crocker et 

al., 2007; Ravetch und Lanier, 2000). 

 

1.2.4 SIGLEC-11 – Ein besonderes Mitglied der Sialinsäure-bindenden Immunglobulin-ähn-

lichen Lektine 

Bei SIGLEC-11 handelt es sich um einen spezifischen Rezeptor innerhalb der humanen Ab-

stammungslinie, der kein Homolog in anderen Spezies aufweist (Hayakawa et al., 2005; 

Wang und Neumann, 2010). Bisher konnte die Expression von SIGLEC-11 auf humanen 
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Gewebsmakrophagen wie den Leber-Kupferzellen, Mikrogliazellen und den Ovarien nachge-

wiesen werden (Hayakawa et al., 2005). SIGLEC-11 bindet bevorzugt kurzkettige α2,8-ver-

knüpfte Sialinsäure. Damit besitzt SIGLEC-11 im Vergleich zu anderen SIGLEC spezifische 

Eigenschaften (Angata et al., 2002; Crocker et al., 2007; Varki, 2009b). So wird SIGLEC-3, 

der in dieser Dissertation gemeinsam mit SIGLEC-5 und SIGLEC-10 als Referenzen zur Un-

tersuchung der Bindungsspezifität von SIGLEC-11 ausgewählt wurde, vornehmlich auf 

myeloischen Vorläuferzellen des Knochenmarks und auf im Blut zirkulierende peripheren 

Monozyten exprimiert (Brinkman-Van der Linden et al., 2003). Ebenfalls ist SIGLEC-3 auf 

Gewebsmakrophagen zu finden (Brinkman-Van der Linden und Varki, 2000; Freeman et al., 

1995). Des Weiteren wird α2,3- und α2,6-verknüpfte Sialinsäure, das als Bestandteile der 

Glykokalyx vornehmlich an den nicht-reduzierten Enden gebunden ist, bevorzugt von 

SIGLEC-3 gebunden (Angata und Varki, 2002; Varki, 1992; Padler-Karavani et al., 2014). 

SIGLEC-5, der vornehmlich auf Monozyten exprimiert wird, und SIGLEC-10, der primär von 

NK-ähnlichen Zellen exprimiert wird, binden ebenfalls bevorzugt α2,3- und α2,6-verknüpfte 

Sialinsäure (Brinkman-Van der Linden und Varki, 2000; Cornish et al., 1998; Munday et al., 

2001). Jedoch besitzen SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 ebenso wie SIGLEC-11 ein 

ITIM sowie ein ITIM-ähnliches Motiv im zytoplasmatischen Teil (Angata et al., 2002). In vor-

herigen Arbeiten konnte die Arbeitsgruppe anhand von murinen Mikrogliazellen, die das hu-

mane Siglec-11 Gen enthielten, zeigen, dass die Expression des humanen SIGLEC-11 zu 

einer reduzierten Gentranskription von pro-inflammatorischen Zytokinen führt. Des Weiteren 

führte die Expression von SIGLEC-11 zu einer verminderten Phagozytose von apoptotischen 

Zellmaterial. Weiterführend konnte in einem Zellkultursystem gezeigt werden, dass nach Hin-

zugabe von LPS die mit SIGLEC-11 transfizierten Mikrogliazellen einen protektiven Effekt 

auf Neurone besaßen. Dieser neuroprotektive Effekt war aufgehoben nachdem alle Rück-

stände von Sialinsäuren auf der neuralen Glykokalyx entfernt worden waren (Wang und 

Neumann, 2010). In weiterführenden Experimenten gelang es der Arbeitsgruppe in humanen 

Zellkulturen die inflammationsbedingte Neurotoxizität von aktivierter Mikroglia durch Bindung 

von niedermolekularer α2,8-verknüpften Sialinsäure an SIGLEC-11 zu reduzieren (Shahraz 

et al., 2015). Damit besitzt Siglec-11 einen wichtigen immunmodulierenden Effekt hinsichtlich 



25 

 

 

der Aktivität von Mikrogliazellen, der durch die Bindung von niedermolekularer α2,8-verknüpf-

ter Sialinsäure gesteuert wird.  

 

1.2.5 Sialinsäure – Der Ligand von Sialinsäure-bindenden Immunglobulin-ähnlichen Lekti-

nen 

Bei Sialinsäure handelt es sich um eine heterogene Gruppe von negativ geladenen, sauren 

Monosacchariden mit neun Kohlenstoffatomen. Sialinsäure bildet häufig die endständige 

Gruppe von Glykanen (Bardor et al., 2005; Angata und Varki, 2002). Auf Grundlage ihrer 

chemischen Struktur können mehr als 50 Sialinsäuren unterschieden werden. Die chemische 

Vielfalt entsteht durch mannigfaltige Modifikationen wie Methylierung oder Acetylierung am 

Ende der de-novo Synthese (Varki und Varki, 2007; Angata und Varki, 2002; Deng et al., 

2013). Am häufigsten kommt die O-Acetylierung am 4-C-Atom, 7-C-Atom, 8-C-Atom und 

9-C-Atom vor und wird durch eine transmembrane Transferase katalysiert (Altheide et al., 

2006; Higa et al., 1989). Die drei häufigsten natürlich vorkommenden Formen der Sialinsäu-

ren sind Neu5Ac, Neu5Gc und Deaminoneuraminsäure (KDN), deren chemische Strukturen 

in Abbildung 2 abgebildet sind (Liao et al., 2020).  

 

Abb. 2: Chemische Strukturformel von den drei häufigsten Formen der Sialinsäure in der 
Sesselkonfiguration. Es handelt sich hierbei um Neu5Ac (A), Neu5Gc (B) und KDN (C). 

 

Neu5Ac ist nicht nur eine häufige Ausgangssubstanz zur Synthese der Derivate von Sialin-

säure, sondern in humanen Zellen auch die am häufigsten vorkommende Form der 
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Sialinsäure. Aus diesem Grund und weil Neu5Ac der bevorzugte Ligand von SIGLEC-11 ist, 

wird im Folgenden nur die Biosynthese von Neu5Ac näher betrachtet (Varki et al., 2015; 

Altheide et al., 2006; Chou et al., 1998). 

Die de-novo Synthese von Neu5Ac besteht aus einem vierstufigen Syntheseprozess, an dem 

insgesamt drei Enzyme beteiligt sind. Alle Prozesse der Biosynthese finden im Zytosol statt 

(Varki et al., 2015). Die ersten beiden Schritte stellen die geschwindigkeitsbestimmende Re-

aktion dar und werden von dem bifunktionellen Enzym UDP-N-acetylglucosamine 2-epi-

merase/N-acetylmannosamine kinase (GNE) katalysiert. Dieses Enzym besitzt eine 

UDP-N-Acetylglucosamin-2-Epimerase Aktivität und eine N-Acetylmannosamin-Kinase Akti-

vität (Keppler et al., 1999; Li und Chen, 2012). Zunächst führt GNE unter Abspaltung von 

Uridindiphosphat (UDP) zur Epimerisierung des Ausgangsmoleküls UDP-N-Acetylglucosa-

min (UDP-GlcNAc) zu N-Acetylmannosamin (ManNAc). Im zweiten Schritt wird ManNAc 

durch die Kinaseaktivität von GNE phosphoryliert und es entsteht N-Acetylmannosamin-6-

Phosphat (ManNAc-6-P) (Angata und Varki, 2002; Stäsche et al., 1997). Darauffolgend wird 

ManNAc-6-P mit Phosphoenolpyruvat durch die N-Acetylneuraminsäure-9-Phosphat-Syn-

thase kondensiert (Nakata et al., 2000). Das hieraus resultierende N-Acetylneuraminsäure-

9-Phosphat (Neu5Ac-9-Phosphat) wird abschließend durch die N-Acetylneuraminsäurephos-

phatase de-phosphoryliert, wodurch Neu5Ac entsteht (Varki et al., 2015). Nach Abschluss 

der Synthese wird Neu5Ac aus dem Zytosol in den Zellkern transportiert, wo es durch die 

Cytosin-5'-Monophosphat-N-Acetylneuraminsäure-Synthetase (CMP-Neu5Ac-Synthetase) 

in seine aktive Form Cytosin-5'-Monophosphat-N-Acetylneuraminsäure (CMP-Neu5Ac) um-

gewandelt wird (Altheide et al., 2006; Münster-Kühnel et al., 2004). In seiner aktiven Form 

kann Neu5Ac entweder in das Golgi-Lumen transportiert werden, wo es als Donor für sialin-

säurehaltige Glykane dient, oder als Ausgangssubtanz zur Synthese von Derivaten der Sia-

linsäure verwendet werden. Beispielsweise katalysiert das Enzym Cytidin-Monophospho-N-

Acetylneuraminsäure-Hydroxylase (CMAH) die Reaktion von CMP-Neu5Ac zu Cytosin-5'-

Monophosphat-N-Glycolylneuraminsäure (CMP-Neu5Gc) (Altheide et al., 2006; Breimer und 

Holgersson, 2019). In diesem Zusammenhang ist hervorzuheben, dass der Mensch durch 

eine Loss-of-Function Mutation im CMAH-Gen, die als Folge eines Rasterschubs auftrat, die 
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Fähigkeit zur Synthese von Neu5Gc verloren hat (Chou et al., 1998; Chou et al., 2002; Li und 

Chen, 2012). Aus diesem Grund kann Neu5Gc nur über die Nahrung in humanes Gewebe 

aufgenommen werden. Die Hauptnahrungsquelle für nicht humanes Neu5Gc ist rotes Fleisch 

(Li und Chen, 2012; Varki et al., 2011; Padler-Karavani et al., 2008). Interessanterweise ex-

primieren Menschenaffen als die nächsten lebenden Verwandten des Menschen noch das 

Enzym CMAH. Damit ist davon auszugehen, dass die Inaktivierung des Gens nach der evo-

lutionären Abspaltung von den gemeinsamen Vorfahren des Menschen geschah und damit 

ein potenzieller Treiber für die evolutionäre Entwicklung des modernen Menschen gewesen 

ist (Muchmore et al., 1998; Angata, 2006).  

Nicht nur Neu5Ac sondern auch die anderen Derivate der Sialinsäure werden als aktivierte 

Form ins Golgi-Lumen transportiert (Li und Chen, 2012). Der Transfer einer aktivierten Sia-

linsäure an eine terminale nicht reduzierende Position wird durch spezifische Sialyltransfera-

sen katalysiert. Sialyltransferasen, die zur Untergruppe der Glykosyltransferasen gehören 

und Typ-II-Membranproteine sind, erzeugen eine definierte Verknüpfung und besitzen eine 

Substratspezifität (Chen und Varki, 2010; Harduin-Lepers et al., 2005). Beim Menschen exis-

tieren mehr als 20 verschiedene Arten von Sialyltransferasen (Chen und Varki, 2010; 

Harduin-Lepers et al., 2005). Die Bindung erfolgt in der Regel an N-Acetylgalactosamin oder 

Galactose. Daneben katalysieren Sialyltransferasen auch die Bindung zwischen gleicharti-

gen Sialinsäuren, wodurch Homopolymere mit unterschiedlichen Polymerisationsgraden ent-

stehen (Li und Chen, 2012). Der Polymerisierungsgrad, welcher neben der Konfiguration von 

Polysialinsäure eine weitere Klassifizierung der erweiterten Homopolymere von Polysialin-

säure darstellt, ist ein wichtiges strukturelles Merkmal, weil es die Interaktion mit dem Bin-

dungspartner beeinflusst (Nakata und Troy, 2005). Anhand des Polymerisierungsgrades wer-

den kurzkettige sowie langkettige Sialinsäuren unterschieden (Villanueva-Cabello et al., 

2021). Die Definition von kurzkettiger sowie langkettiger Polysialinsäure ist in der Literatur 

nicht einheitlich. Im Allgemeinen ist kurzkettige Sialinsäure als erweitertes Homopolymer de-

finiert, wohingegen höhere Polymerisierungsgrade zu den langkettigen Polysialinsäuren ge-

zählt werden (Varki und Schauer, 2009; Shahraz et al., 2022; Sapoń et al., 2019; Sato und 

Kitajima, 2013; Janas und Janas, 2011). In dieser Dissertation wird zwischen kurzkettiger 
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und langkettiger Polysialinsäure analog zu der innerhalb der Forschungsgruppe verwendeten 

Definition unterschieden. Demnach gehören Oligosialinsäure, das typischerweise aus zwei 

bis sieben Monomeren besteht und bei Wirbeltieren eine häufige Modifikation für Glykopro-

teine repräsentiert, sowie Sialinsäure mit einer durchschnittlichen Polymerisierung von 20 

(polySia avDP20) zu den kurzkettigen Polysialinsäuren. Höhere Polymerisierungsgrade mit 

einem Molekulargewicht im Bereich zwischen 20 kDa bis 60 kDa werden zu den langkettigen 

Polysialinsäuren gezählt. Am Ende der Biosynthese werden die mit Sialinsäure versehenen 

Glykane sowie die Homopolymere entweder von der Zelle sezerniert oder zur Zelloberfläche 

als Bestandteil der Glykokalyx transportiert (Angata und Varki, 2002; Li und Chen, 2012). Die 

Konzentration von Sialinsäuren innerhalb der Glykokalyx eines Lymphozyten wird mit 

>100 mM angegeben (Varki, 2017a).  

Die dritte häufigste Sialinsäure KDN, die 1986 erstmals im Ei der Regenbogenforelle als end-

ständiges Molekül von Polysialinsäuren beschrieben wurde, hat einen unabhängigen Biosyn-

theseweg (Münster-Kühnel et al., 2004; Song et al., 1991). KDN unterscheidet sich in we-

sentlichen Eigenschaften von den anderen Derivaten der Sialinsäure, da sie beispielsweise 

eine Hydroxylgruppe an Position C-5 aufweist. Auf Grund dessen bildet KDN eine eigenstän-

dige Gruppe bei den Sialinsäuren (Song et al., 1991; Inoue et al., 1996). 

 

1.2.6 Sialinsäure als Bestandteil der Glykokalyx 

Die Glykokalyx bildet einer der äußeren Schichten der Zellmembran von eukaryotischen Zel-

len und ist eine komplexe Anordnung von Glykokonjugaten wie Glykosphingolipide, Glykoli-

pide und Glykoproteine. Durch ihre hohe Diversität und ihre vielfältige Strukturbeschaffenheit 

steuert die Glykokalyx unterschiedlichste Zellprozesse (Varki, 2017b; Gagneux et al., 2015; 

Liao et al., 2020; Varki, 2008). Hierzu gehört die direkte Beteiligung an der Modulation zahl-

reicher kritischer Prozesse wie der Zell-Zell-Interaktion und der intrazellulären Kommunika-

tion. Damit stellt die Glykokalyx eine essentielle funktionelle Einheit für das Überleben einer 

Zelle dar (Kelm und Schauer, 1977; Sato, 2004; Ohtsubo und Marth, 2006; Crocker et al., 

2007; Varki, 2017b). Eine Unterklasse innerhalb der Glykokalyx repräsentieren 
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Glykokonjugate mit Sialinsäure. Als Bestandteile der Glykokalyx existiert diese Unterklasse 

bereits seit mehr als 500 Millionen Jahren (Gagneux et al., 2015). Bei den Wirbeltieren be-

findet sich Sialinsäure in der Regel an der äußersten Position der Glykane und weist eine 

hohe Diversität hinsichtlich ihrer Struktur auf (Angata und Varki, 2002; Bardor et al., 2005; 

Bornhöfft et al., 2018; Hanashima et al., 2013). In ihrer Gesamtheit bilden die in der Glyko-

kalyx exprimierten Sialokonjugate ein komplexes Netzwerk aus (Varki, 2011a, 2017a, 2017b; 

Gagneux et al., 2015). Zur Detektion von Sialinsäure hat sich während der Evolution ein 

breites Repertoire an Immunrezeptoren innerhalb der Klasse der Säugetiere entwickelt. 

Hierzu gehören unter anderem SIGLEC. Durch die Bindung an SIGLEC ist Sialinsäure an 

der Steuerung immunologischer Prozesse beteiligt (Varki, 2017a, 2017b; Macauley et al., 

2014; Varki, 2011b). In diesem Kontext ist hervorzuheben, dass Sialinsäuren als Selbst-as-

soziierte molekulare Muster (SAMP) eine entscheidende Rolle bei immunologischen Prozes-

sen zur Unterscheidung zwischen körpereigenen Zellen und Krankheitserregern spielt. Die 

Erkennung von Sialinsäure als SAMP kann in Abhängigkeit vom beteiligten Signalweg zur 

Aktivierung beziehungsweise Inhibierung einer Immunantwort führen (Varki, 2006, 2009a; 

Bornhöfft et al., 2018). Gleichzeitig nimmt Sialinsäure nicht nur eine entscheidende Rolle bei 

der Aufrechterhaltung der Homöstase von Immunzellen ein, sondern unter anderem auch bei 

der neuralen Entwicklung und der Plastizität von Synapsen bei erwachsenen Wirbeltieren 

(Rutishauser, 2008).  

 

1.2.7 Das Sialom – Die Gesamtheit der Sialinsäuren  

Die Gesamtheit der Sialinsäuren, die zu einem definierten Zeitpunkt innerhalb der Glykokalyx 

exprimiert werden, wird unter dem Begriff Sialom zusammengefasst. Dabei exprimiert nicht 

nur jede Spezies ein charakteristisches Sialom, sondern das Sialom unterscheidet sich im 

Gegensetz zum Genom zwischen verschiedenen Zelltypen und in Abhängigkeit von Zeit und 

Umwelteinflüssen (Varki und Angata, 2006). Im Laufe der Evolution führte eine inaktivierende 

Mutation des Enzyms CMAH zu einer weitreichenden Veränderung des humanen Sialom. 

Seitdem ist der Mensch durch den Verlust der Hydroxylase-Aktivität von CMAH nicht mehr 

in der Lage CMP-Neu5Ac in CMP-Neu5Gc umzuwandeln (Chou et al., 1998; Chou et al., 
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2002). Diese Veränderungen des Sialom hatte im Laufe der Evolution weitreichende Folge, 

sodass es unter anderem mit der Entwicklung der CD-33 ähnlichen SIGLEC zu einer Anpas-

sung der humanen SIGLEC kam. Die gesamten biologischen Auswirkungen sind jedoch bis 

heute noch Gegenstand wissenschaftlicher Arbeiten (Varki und Angata, 2006; Angata, 2018).  

 

1.3 Sialinsäure-SIGLEC Achse 

1.3.1 Funktion der Sialinsäure-SIGLEC Achse im ZNS 

Sialinsäure und SIGLEC-Rezeptoren bilden im ZNS eine funktionelle Einheit, die bei der 

Steuerung einer Vielzahl von physiologischen Prozessen eine essentielle Funktion einnimmt 

(Nitschke, 2005; Crocker, 2002; Crocker et al., 2007). Hierzu gehören unter anderem die 

Regulation der embryonalen Entwicklung sowie von Reparaturmechanismen infolge von Ge-

webeschäden, aber auch spielt diese Achse eine wichtige Rolle bei der neuralen Plastizität 

(Rutishauser, 2008; Liao et al., 2020). Eine weitere Aufgabe der Sialinsäure-SIGLEC Achse 

liegt in der Aufrechterhaltung einer abgestimmten, effektiven Immunantwort (Crocker, 2005; 

Gianchecchi et al., 2021; Lübbers et al., 2018; Läubli und Varki, 2020). Darüber hinaus kön-

nen SIGLEC nach Bindung von Polysialinsäure zur Endozytose führen, wodurch beispiels-

weise Moleküle der Zelloberfläche in intrazelluläre Kompartimente wie dem Endosom trans-

portiert werden (Duan und Paulson, 2020). Die Signalkaskade sowie die physiologische Re-

levanz der Endozytose durch SIGLEC ist bisher nur unvollständig verstanden (Lünemann et 

al., 2021). Auf Grund ihrer herausgehobenen Stellung bei der Regulation von vielfältigen 

Prozessen ist die Sialinsäure-SIGLEC Achse streng reguliert. Störungen bei der Regulation 

der Sialinsäure-SIGLEC Achse werden mit Erkrankungen und Pathologien unterschiedlicher 

Ausprägung assoziiert (Schwarzkopf et al., 2002; Bornhöfft et al., 2018; Liao et al., 2020; 

Lünemann et al., 2021). Zu den wichtigsten Regulationsmechanismen gehören neben dem 

Expressionsmuster von SIGLEC und Sialinsäure beispielsweise auch die Modifikation der 

Sialinsäuren sowie der Polymerisierungsgrad der erweiterten Homopolymere der Sialinsäure 

(Varki und Gagneux, 2012). 
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1.3.2 Rolle der Sialinsäure-SIGLEC Achse bei der Entstehung von ZNS-Erkrankungen 

Durch genomweite Assoziationsstudien konnten in den vergangenen Jahren eine Vielzahl an 

genetische Varianten identifizieren werden, die mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung 

von neurologischen Erkrankungen assoziiert sind. Einige dieser Polymorphismen stehen im 

direkten Zusammenhang mit der Sialinsäure-SIGLEC Achse (Lünemann et al., 2021). So 

sind Mutationen in der Sialyltransferase ST8SIA2 mit einer Vielzahl von psychiatrischen Er-

krankungen wie der Schizophrenie oder der bipolaren Störung assoziiert (McAuley et al., 

2012; Isomura et al., 2011). Damit einhergehend werden bei psychiatrischen Patienten er-

niedrigte Expressionslevel von polysialisierten neuralen Zelladhäsionsmolekülen (NCAM) in 

Blutuntersuchungen gemessen (Gilabert-Juan et al., 2012; Varea et al., 2012). Eine weitere 

Gruppe stellen die neurodegenerativen Erkrankungen des zentralen Nervensystems, wozu 

beispielsweise Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer oder Amyotrophe Lateralsklerose ge-

hören, dar. Bei einer Vielzahl dieser Erkrankungen ist ein fortgeschrittenes Lebensalter ein 

Hauptrisikofaktor (Hou et al., 2019). Auf Grund einer steigenden Inzidenz, die teilweise durch 

den demographischen Wandel bedingt ist, und der weitreichenden medizinischen sowie ge-

sellschaftlichen Folgen gewinnt diese Gruppe an Erkrankungen seit Jahren an Bedeutung 

(Deuschl et al., 2020). Dem Morbus Alzheimer, das zu den häufigsten neurodegenerativen 

Erkrankungen in den Industrieländern gehört und durch eine pathologisch gesteigerte Pro-

teinablagerungen charakterisiert ist, können verschiedene genetische Prädispositionen in-

nerhalb der Sialinsäure-SIGLEC Achse zugeordnet werden (Neumann et al., 2009). Die beim 

Morbus Alzheimer bisher gefundenen prädisponierenden genetischen Veränderungen ste-

hen im hohen Ausmaß mit Mikrogliazellen in Verbindung (Bajaj et al., 2018). Hierzu gehört 

unter anderem SIGLEC-3, der als immunmodulierender Rezeptor auf Mikrogliazellen expri-

miert wird (Eskandari-Sedighi et al., 2023). SIGLEC-3 wirkt auf Grund seiner inhibierenden 

Wirkung aktivierenden Rezeptoren wie TREM2 und CR3 entgegen, wodurch eine Homöo-

stase des Immunsystems erzielt wird. Hingegen führt eine fehlende Inhibition durch 

SIGLEC-3 beispielsweise durch Mutationen zu einer Dysbalance innerhalb der Sialin-

säure-SIGLEC Achse, die eine dauerhafte Aktivierung des Immunsystems mit eine daraus-

resultierende überschießenden Immunreaktion bedingt. Umgekehrt führt auch eine aktivitäts-

steigernde Mutation der immunstimulierenden Rezeptoren wie TREM2 oder CR3 zu einer 
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Dysbalance. Dabei stellt die daraus resultierende fehlregulierte Immunantwort nicht nur einen 

Risikofaktor für Morbus Alzheimer dar, sondern auch für andere neurodegenerative Erkran-

kungen (Lewcock et al., 2020). Des Weiteren ist SIGLEC-3, der in zwei Isoformen unterteilt 

wird, an der Endozytose von kleinen Molekülen wie Aβ beteiligt. Von den beiden Isoformen 

geht CD33M, welche die vollständige Isoform darstellt, mit einem erhöhten Risiko für Morbus 

Alzheimer einher (Malik et al., 2013). Das gesteigerte Risiko beruht auf einer gestörten En-

dozytose von Aβ, wodurch es zu einer verstärkten, extrazellulären Bildung der toxischen 

Aβ-Plaques kommt (Butler et al., 2021). Innerhalb der Familie der SIGLEC stehen jedoch 

nicht nur Polymorphismen von SIGLEC-3 in Verbindung mit einem erhöhten Risiko für Mor-

bus Alzheimer, sondern auch genetische Varianten von SIGLEC-11 (Bellenguez et al., 2020). 

Dabei ist die Rolle von SIGLEC-11 bei der Pathogenese von neurologischen Erkrankungen 

bisher noch nicht ausreichend untersucht (Siddiqui et al., 2019).  

Die Sialinsäure-SIGLEC Achse wird nicht allein mit Erkrankungen des zentralen Nervensys-

tems in Verbindung gebracht, sondern auch mit Autoimmunerkrankungen und Erkrankungen 

anderer Organsysteme assoziiert (Mahajan und Pillai, 2016; Gianchecchi et al., 2021). So 

können genetische Veränderungen, die einen gestörten Metabolismus von Sialinsäure im 

Muskelgewebe zu Folge haben, zu Muskelerkrankungen wie der hereditären „inclusion-body 

myopathy“, zu lysosomalen Speichererkrankungen wie Sialidose oder zu chronischen Ent-

zündungen wie Xenosialitis führen (Broccolini und Mirabella, 2015; Khan und Sergi, 2018; Li 

und Chen, 2012). Xenosialitis ist vermutlich durch eine Entzündungsreaktion bedingt, welche 

als Folge von zirkulierenden anti-Neu5Gc Antikörper auftritt. Die Synthese von anti-Neu5Gc 

ist am ehesten auf in das Gewebe inkorporierte Neu5Gc, das der Mensch durch den Verzehr 

von roten Fleisch aufgenommen wird, zurückzuführen (Li und Chen, 2012).  

 

1.3.3 Sialinsäure-SIGLEC Achse als Therapieansatz  

Die Sialinsäure-SIGLEC Achse spielt wie im vorherigen Abschnitt dargestellt eine Rolle bei 

der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und stellt als 

funktionelle Einheit einen potenziellen therapeutischen Ansatzpunkt dar. Trotz intensiver 
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Forschungsbemühungen stehen beim Morbus Alzheimer bisher fast ausschließlich sympto-

matische Therapien zur Verfügung. Ein aktueller kausaler Therapieansatz, der jedoch nicht 

direkt an der Sialinsäure-SIGLEC Achse wirkt, ist ein gegen Aß gerichteter Antikörper (Ale-

xander et al., 2021; Hoekstra et al., 2018). Für Morbus Alzheimer ist SIGLEC-11 ein poten-

zieller therapeutischer Ansatzpunkt innerhalb der Sialinsäure-SIGLEC Achse. So verhinderte 

die Aktivierung von SIGLEC-11 durch die Hinzugabe von niedermolekularer Polysialinsäure 

eine Stimulation des Immunsystems mit Aβ (Sato und Kitajima, 2013; Janas und Janas, 

2011; Wang und Neumann, 2010). Dementsprechend hat die funktionelle Einheit aus Sialin-

säure und SIGLEC in den vergangenen Jahren vermehrt Beachtung gefunden hat. Dabei ist 

SIGLEC-11 auf Grund seiner anti-inflammatorischen Eigenschaften im ZNS und seines Ex-

pressionsmusters nicht nur für Morbus Alzheimer ein interessante Zielstruktur und Bestand-

teil intensiver Forschungsbemühungen, sondern auch für andere neurologische Erkrankun-

gen (Rawal und Zhao, 2021; Liao et al., 2021; Puigdellívol et al., 2020; Lünemann et al., 

2021; Hane et al., 2021). Multiple Sklerose geht in der Regel mit einer entzündlichen Restak-

tivität einher, sodass die Sialinsäure-SIGLEC Achse bei dieser Erkrankung ebenfalls einen 

innovativen Ansatzpunkt darstellt. Eine bereits zugelassene Therapieoption bei Multipler 

Sklerose bilden anti-CD20 Therapien, die zu einer gezielten Zerstörung von B-Zellpopulatio-

nen führen und damit die inflammatorischen Aktivität reduzieren (Comi et al., 2021). Dem-

entsprechend sind innerhalb der Sialinsäure-SIGLEC Achse SIGLEC-2 und SIGLEC-10, die 

vornehmlich auf B-Zellen exprimiert werden, von besonderem Interesse. Murine Knockout-

Modelle zeigten einen Phänotyp ähnlich zu einer Autoimmunreaktion, sodass diese beiden 

SIGLEC eine entscheidende bei der Immuntoleranz einnehmen. Folglich könnten Thera-

piestrategien, die zu einer Steigerung der Immuntoleranz durch die Rekrutierung von 

SIGLEC-2 und SIGLEC-10 führen, eine innovativen therapeutischen Ansatzpunkt darstellen 

(Jellusova et al., 2010). Die antiinflammatorische Wirkung der Sialinsäure-SIGLEC Achse 

könnte als weiterer therapeutischer Ansatzpunkt für die Behandlung der Multiplen Sklerose 

genutzt werden. In präklinischen Experimenten konnte in murinen Sepsis-Modellen die starke 

anti-inflammatorische Wirkung der murinen Rezeptoren SIGLEC-E und SIGLEC-G bereits 

nachgewiesen werden (Chen et al., 2011; Spence et al., 2015). Weiterführend könnten über 

die Sialinsäure-SIGLEC Achse akute neurale Verletzungen wie beispielsweise der 
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Spinalkanalnerven therapiert werden. Die Applikation von Polysialinsäure führte zum erneu-

ten Wachstum von Nervenzellen mit anschließender funktioneller Verbindung (El Maarouf et 

al., 2006; Papastefanaki et al., 2007). Hierfür existieren bereits präklinische Studien, die an 

der Sialinsäure-SIGLEC Achse ansetzen, sich jedoch noch in der frühen Entwicklungsphase 

befinden (Lünemann et al., 2021). 

Darüber Hinaus ist die Sialinsäure-SIGLEC Achse auch für andere Erkrankungen ein poten-

zieller therapeutischer Ansatzpunkt. Bei der altersbedingten Makuladegeneration konnte in 

murinen Tiermodellen durch intravitreale Injektionen von Polysialinsäure der Gewebsscha-

den reduziert werden (Shahraz et al., 2015; Wang und Neumann, 2010; Karlstetter et al., 

2017). Des Weiteren führte die Aktivierung des murinen SIGLEC-G zu einer abgeschwächten 

T-Zell Immunantwort in murinen Modellen für Graft-versus-Host Erkrankungen (Toubai et al., 

2014). Auf Basis dieser Ergebnisse laufen erste klinische Studien mit CD24-Antikörpern für 

die Zulassung bei akuten Graft-versus-Host Reaktionen, unerwünschten Reaktionen bei 

Therapien mit Checkpoint-Inhibitoren sowie bei schweren COVID-19 Erkrankungen (Lüne-

mann et al., 2021).  

Trotz dieser ersten vielversprechenden Ergebnisse sind noch weitere wissenschaftliche Er-

kenntnisse beispielsweise hinsichtlich der Bioverfügbarkeit notwendig, damit Therapiean-

sätze, die an der Sialinsäure-SIGLEC Achse ansetzen, aus der präklinischen in die klinische 

Forschung translatiert werden können. Dabei ist die Bindungsspezifität von Sialinsäure zu 

SIGLEC von Interesse und wie diese durch Modifikationen oder Nanopartikel erhöht werden 

kann (Lünemann et al., 2021; Murugesan et al., 2021; Läubli et al., 2022; Lenza et al., 2020). 

 

1.3.4 Weitere immunologische Signalwege der Sialinsäure 

Seine anti-inflammatorische Wirkung kann Polysialinsäure nicht nur über SIGLEC vermitteln. 

In einer aktuellen Studie konnte für niedermolekulare Polysialinsäure ebenfalls eine anti-in-

flammatorische Wirkung durch Properdin über den alternativen Weg des Komplementsys-

tems gezeigt werden (Shahraz et al., 2022). Als Bestandteil des alternativen Wegs des Kom-

plementsystems gehört Properdin zum angeborenen Immunsystem. Eine wesentliche 
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Funktion von Properdin liegt in der Stabilisierung der C3-Konvertase, die als Protease eine 

entscheidende Funktion in der Signalkaskade des Komplementsystem einnimmt. Durch 

diese Verstärkung des alternativen Wegs des Komplementsystems wird die Formierung des 

terminalen Komplementkomplex (TCC) an die geschädigte Zelloberfläche begünstigt (Chen 

et al., 2018). In einer aktuellen Studie der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass nie-

dermolekulare Polysialinsäure an Properdin und die Oberfläche von geschädigten Zellen bin-

det. Dabei zeigte sich für niedermolekulare Polysialinsäure eine konzentrationsabhängige 

Unterdrückung der Bildung eines TCC. Der genaue molekulare Wirkmechanismus für die 

anti-inflammatorische Wirkung von niedermolekularer Polysialinsäure bleibt aber unklar  

(Shahraz et al., 2022). Die Interaktion zwischen Properdin, bei dem es sich um ein starkes 

Kation handelt, und Sialinsäure, die ein starkes Anion ist, beruht auf einer Ionenbindung 

(Kouser et al., 2018; Manzi et al., 1994). Bei einer Bindung zwischen Kohlenhydraten und 

Proteinen wäre eine Bindungsart mit geringerer Bindungsstärke zu erwarten. Die höhere Bin-

dungsstärke könnte durch die Interaktion mit anderen Molekülen, welche die Bindung be-

günstigen, bedingt sein (Chen et al., 2018). Grund für diese Annahme ist Faktor H, der ein 

wichtiger Gegenspieler von Properdin ist. Faktor H inhibiert die C3-Konvertase und führt über 

Faktor I zur beschleunigten Spaltung von C3b (Kouser et al., 2013; Merle et al., 2015; Pe-

dersen et al., 2019). Bei Faktor H kann die Affinität zu C3b durch membranassoziierte sialy-

sierte Glykokonjugate erhöht werden (Zipfel et al., 2008; Zipfel und Skerka, 2009; Hyvärinen 

et al., 2016). Hervorzuheben ist, dass Faktor H dabei nicht α2,8-verknüpfte niedermolekulare 

Polysialinsäure bindet, sondern α2,3-verknüpfte Sialinsäure (Shahraz et al., 2022; Blaum et 

al., 2015). Dementsprechend existieren mit niedermolekularer Polysialinsäure und mit sialin-

säurehaltigen Konjugaten sowie Oligosacchariden innerhalb des Komplementsystems meh-

rere Regulationsmechanismen, die die Bindungsspezifität von Properdin oder Faktor H mo-

dulieren. Die Relevanz von sialinsäurehaltigen Molekülen zur Modulierung von Signalprozes-

sen innerhalb des Komplementsystems wurde in der jüngeren Vergangenheit bereits mehr-

mals beschrieben (Abeln et al., 2019; Klaus et al., 2020; Linnartz et al., 2012). 

Neben einer anti-inflammatorische Wirkung, die über das Komplementsystem und der Sia-

linsäure-SIGLEC Achse vermittelt wird, werden in der Literatur auch noch weitere 
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modulatorische Effekte von Sialinsäure, insbesondere in seiner löslichen Form, auf die un-

mittelbare Umgebung beschrieben. Die lösliche Form von Sialinsäure entsteht durch die en-

zymatische Abspaltung von den Trägermolekülen (Hildebrandt et al., 2007; Shahraz et al., 

2015; Shahraz et al., 2022). So ist die Bindung von gelöster Polysialinsäure an diverse 

Wachstumsfaktoren beschrieben, wodurch diese vor Proteolyse geschützt, in Vesikeln ge-

speichert oder die Bindung an Rezeptoren beeinflusst werden (Kanato et al., 2008; Strubl et 

al., 2018). Andere Daten zeigen, dass im Serum gelöste Sialinsäure die Zytotoxizität gegen-

über Histone verringern kann (Zlatina et al., 2018).  

 

1.4 Fragestellung 

Die Zelloberfläche ist mit einer dichten Schicht von vielfältigen Glykanen überzogen, die in 

ihrer Gesamtheit die Glykokalyx bilden und an Proteine sowie Lipide gebunden sind (Varki 

et al., 2015). Ein häufig vorkommendes Glykan ist die heterogene Gruppe der Sialinsäure 

(Angata und Varki, 2002). Zusammen mit SIGLEC bildet Sialinsäure eine funktionelle Einheit, 

die als sogenannte Sialinsäure-SIGLEC Achse eine entscheidende Rolle bei der Steuerung 

von Signalwegen der angeborenen Immunabwehr besitzt (Zeng et al., 2018; Zeng, 2017; 

Varki et al., 2015; Formosa-Dague et al., 2018).  

Mit zunehmendem Lebensalter erhält die angeborene Immunantwort eine wachsende immu-

nologische Bedeutung, weil die Leistungsfähigkeit des adaptiven Immunsystems kontinuier-

lich abnimmt. Damit einhergehend gewinnt auch die Sialinsäure-SIGLEC Achse mit zuneh-

menden Alter an Relevanz (Franceschi et al., 2018a; Serrano-López und Martín-Antonio, 

2021). Im Zusammenspiel mit weiteren altersbedingten Veränderungen wie der Akkumula-

tion von Schäden der DNA und Telomerverkürzungen kommt es zu einer chronischen sterilen 

Inflammation (Franceschi und Campisi, 2014; Thomas et al., 2020; Schmauck-Medina et al., 

2022). Diese immunologischen Veränderungen stehen im Zusammenhang mit der Pathoge-

nese von altersbedingten Erkrankungen. Hierzu zählen beispielsweise neurodegenerative 

Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson (Barbé-Tuana et al., 2020; 

Franceschi et al., 2018b). Dementsprechend ist die Sialinsäure-SIGLEC Achse auf Grund 
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der immunmodulierenden Wirkung ein potenzieller therapeutischer Ansatzpunkt bei den neu-

rodegenerative Erkrankungen. Innerhalb der Sialinsäure-SIGLEC Achse stellt SIGLEC-11 

eine vielversprechende Zielstruktur dar, da dieser Rezeptor vornehmlich im ZNS, genauer 

gesagt auf Mikrogliazellen, exprimiert wird (Lünemann et al., 2021). Es ist bekannt, dass 

kurzkettige Sialinsäure sowohl in in-vivo als auch in in-vitro einen anti-inflammatorischen Ef-

fekt zeigt (Shahraz et al., 2015; Gretenkort et al., 2023). Langkettige Polysialinsäure zeigte 

in Vorarbeiten ebenfalls einen anti-inflammatorischen Effekt, jedoch wirkte es sich negativ 

auf die metabolische Aktivität aus (Shahraz, 2016; Shahraz et al., 2015). Für eine zukünftige 

Zulassung müssen neben den biologischen Signalwegen der Sialinsäure-SIGLEC Achse, 

auch die Bindungsinteraktion zwischen SIGLEC-11 und Sialinsäure besser verstanden wer-

den. In dieser Dissertation wird die Bindungsspezifität von Sialinsäure unterschiedlicher Po-

lymerisierungsgrade zu SIGLEC-11 in Relation zu SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 

analysiert, um kurzkettige Polysialinsäure als Wirkstoffkandidat weitergehend zu evaluieren. 

Gleichzeitig können die gewonnenen Erkenntnisse Grundlage für weitergehende Experi-

mente zur Erforschung der zellulären Signalwege der Sialinsäure-SIGLEC Achse sein. Dabei 

kann ein verbessertes Verständnis der Sialinsäure-SIGLEC Achse auch Ausgangspunkt für 

Therapieansätze von weiteren altersbedingten Erkrankungen sein. 

Zusammenfassend soll in dieser Dissertation der Fragestellung nachgegangen werden, ob 

SIGLEC-11, der Bestandteil der Sialinsäure-SIGLEC Achse ist und beim Menschen vor-

nehmlich auf Mikroglia exprimiert wird, einen neuen therapeutischen Ansatzpunkt bei neuro-

degenerativen Erkrankungen darstellt. Zur Evaluation des Potenzials als therapeutischen An-

satzpunkt wird in dieser Dissertation die Bindungsspezifität zwischen kurzkettiger Polysialin-

säure und SIGLEC-11 analysiert.   
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2. Material und Methoden 

 

Nachfolgend sind die Materialien und Methoden näher beschrieben, die zur Untersuchung 

der Bindungsspezifität zwischen Polysialinsäure und SIGLEC-11 verwendet wurden. Die 

Charakterisierung der Bindungsspezifität von Polysialinsäure zu SIGLEC-11 erfolgte anhand 

eines Enzymimmunoassay (ELISA). Als Referenz dienten SIGLEC-3, SIGLEC-5 und 

SIGLEC-10. Im ersten Schritt wurden die SIGLEC Fc-Fusionsplasmide kloniert. Für die Zell-

kultur wurden modifizierte humane embryonale Nierenzellen (HEK 293 Zellen) verwendet. 

Bei den modifizierten HEK 293 Zellen handelt es sich um die Zelllinie Freestyle™ HEK 293-

F Zellen [ThermoFisher] (HEK 293-F Zellen), die mit den jeweiligen SIGLEC Fc-Fusionsplas-

miden transfiziert wurde. Anschließend wurden die durch die transfizierten HEK 293-F Zellen 

[ThermoFisher] synthetisierten SIGLEC Fc-Fusionsproteine aus dem Zellkulturüberstand 

mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) aufgereinigt. Im letzten Schritt 

wurde die Bindungsspezifität zwischen Polysialinsäure und SIGLEC mittels eines ELISA ge-

messen. Für eine bessere Übersichtlichkeit umfasst der Begriff „SIGLEC“ in dem Kapitel 

„Material und Methoden“ die Rezeptoren SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11. 

 

2.1 Klonierung des SIGLEC Fc-Fusionsplasmids 

2.1.1 Planung 

Zur Klonierung des SIGLEC Fc-Fusionsplasmid wurde der pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor [Invivo-

Gen] ausgewählt. Die im Namen des Vektors enthaltende Abkürzung hIgG1-Fc2 steht für 

Fc-Region mit der CH2-Domäne und CH3-Domäne der humanen schweren Kette des Im-

munglobulin G1. Dieses Plasmid ist ein Vektor, der speziell für die Klonierung von Fc-Fusi-

onsplasmiden und die anschließende Proteinbiosynthese von Fc-Fusionsproteinen entwi-

ckelt wurde. Für die Fusion des Inserts mit dem pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor [InvivoGen] besitzt 

der Vektor einen Polylinker mit multiplen Bindungsstellen für Restriktionsenzyme. In dieser 

Dissertation wurden als Schnittstellen die Erkennungssequenzen für die Restriktionsenzyme 

EcoRI [ThermoFisher] und BglII [ThermoFisher] ausgewählt. Auf den Polylinker folgend 
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enthält der Vektor die genetischen Informationen für die humane CH2-Domäne und CH3-

Domäne der schweren Kette des Immunglobulin G (IgG). Durch die humane IgG1 Fc-Region 

kann das SIGLEC Fc-Fusionsprotein mittels Affinitätschromatographie aus dem Überstand 

eines Zellkultursystems mit einem hohen Reinheitsgrad aufgereinigt werden. Für die Tran-

skription der genetischen Information des Inserts enthält der pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor [Invi-

voGen] einen Promotor, der dem Polylinker vorgeschaltet ist. Hierbei handelte es sich um 

einen zusammengesetzten Promotor, bei dem das R-Segment und ein Teil der U5-Sequenz 

des humanen T-Zell-Leukämie-Virus (HTLV) an den Kernpromotor des humanen Elongati-

onsfaktors-1α (hEF1) gekoppelt ist. Die durch die HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] synthe-

tisierten Fc-Fusionsproteine werden natürlicherweise nicht sezerniert. Daher besitzt der 

pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor [InvivoGen] eine Interleukin 2-Signalsequenz (IL2-Signalsequenz), 

dessen genetische Information sich zwischen dem hEF1-HTLV-Promotor und dem Polylinker 

befindet. Dieses IL2-Signalpeptid leitet zum Ende der Proteinbiosynthese die Sekretion des 

SIGLEC Fc-Fusionsprotein in den Überstand eines Zellkultursystems ein. Nach erfolgter Sek-

retion wird die IL2-Signalsequenz vom SIGLEC Fc-Fusionsprotein abgespalten. Des Weite-

ren besitzt das pFuse-hIgG1-Fc2-Vektors [InvivoGen] die genetische Information für eine Re-

sistenz gegenüber dem Antibiotikum Zeocin. Dieses Resistenzgen, welches vom Bakterium 

Streptoalloteichus hindustanus stammt, ermöglicht die Selektion während des Klonierungs-

prozesses.  

Das Insert umfasste die V-Set Ig-Domäne sowie die erste C2-Set Ig-Domäne der jeweiligen 

SIGLEC. Die V-Set Ig-Domäne enthält die Bindungsstelle von Sialinsäure. Die Berücksichti-

gung der ersten C2-Set Ig-Domäne sorgte wie unter physiologischen Bedingungen für die 

Projektion der Bindungsstelle in den freien Raum. Die DNA-Sequenz von SIGLEC-3, 

SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 sowie der dazugehörige strukturelle Aufbau wurde 

der öffentlichen Datenbank vom National Center for Biotechnology Information über die Soft-

ware geneious [biomatters] entnommen. Eine schematische Darstellung des SIGLEC Fc-

Fusionsplasmids (A) und des SIGLEC Fc-Fusionsprotein (B) sind in Abbildung 3 dargestellt. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung des klonierten SIGLEC Fc-Fusionsplasmids (A) und des 
SIGLEC Fc-Fusionsproteins (B). Das SIGLEC Fc-Fusionsplasmid setzt sich aus dem 
pFuse-hIgG1-Fc2 Vektor [InvivoGen], der eine Basenpaarlänge von 4172 Basenpaaren (bp) 
hat, und dem jeweiligen SIGLEC als Insert zusammen. Die Basenpaarlängen der einzelnen 
SIGLEC beträgt für SIGLEC-3 748 bp, für SIGLEC-5 697 bp, für SIGLEC-10 685 bp und für 
SIGLEC-11 768 bp. Ergänzend sind die relevanten Gene des pFuse-hIgG1-Fc2 Vektor [In-
vivoGen] vermerkt. (Erstellt mit BioRender.com)  

 

2.1.2 Restriktion und Ligation  

Für die Klonierung der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide wurde im nächsten Schritt die Restrik-

tion mit anschließender Ligation durchgeführt. Zuerst wurde mittels Polymerase-Kettenreak-

tion (PCR) die DNA vom jeweiligen SIGLEC, das als Insert in den pFuse-hIgG1-Fc2 Vektor 

[InvivoGen] kloniert wurde, amplifiziert. Der zur Durchführung der PCR verwendete Reakti-

onsansatz ist Tabelle 1 zu entnehmen.  

Tab. 1: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Amplifikation des DNA-Abschnitts der 
jeweiligen SIGLEC zur Klonierung der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide mittels PCR. 

Reagenz Menge Hersteller 

DNA vom jeweiligen SIGLEC 0.5 µl  

Vorwärtsprimer 1 µl Invitrogen 

Rückwärtsprimer 1 µl Invitrogen 

AccuPrime™ 22.5 µl Invitrogen 

      SIGLEC Fc-Fusionsplasmid                          SIGLEC Fc-Fusionsprotein 
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Die zur Amplifizierung der DNA verwendeten Primer sind mit der Software geneious [Biomat-

ters] geplant und durch ThermoFisher synthetisiert worden. Die entsprechenden Sequenzen 

sind der Tabelle 2 zu entnehmen. Im Zuge dessen ist zu erwähnen, dass auf Grund eines 

herstellerbedingten Designfehlers beim pFuse-hIgG1-Fc2 Vektor [InvivoGen] bei der Nukle-

otidsequenz von dem Vorwärtsprimer noch eine zusätzliche Base eingefügt werden musste. 

Unkorrigiert hätte dieses nach erfolgter Ligation zu einem Verschub des Leserasters geführt.  

Tab. 2: Nukleotidsequenzen der jeweiligen Primer zur Amplifikation des DNA-Abschnitts der 
jeweiligen SIGLEC zur Klonierung der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide mittels PCR. Die Primer 
wurden mit Hilfe der Software geneious [Biomatters] geplant. Im Anschluss wurde diese 
durch das Unternehmen ThermoFisher synthetisiert.  

SIGLEC  Vorwärtsprimer (3´->5´) Rückwärtsprimer (5´->3´) 

SIGLEC-3 ACAGTGCTTAAGCTAGCTGGGGTT ATGTGTGAGTTTTGTCAGATCT 

SIGLEC-5 ACAGTGCTTAAGCTAGCTCTTCGG ATGTGTGAGTTTTGTCAGATCT 

SIGLEC-10 ACAGTGCTTAAGCTAGTACCTGCC ATGTGTGAGTTTTGTCAGATCT 

SIGLEC-11 ACAGTGCTTAAGCTAGGACTTGTT ATGTGTGAGTTTTGTCAGATCT 
 

Nach Ansetzen des Reaktionsansatzes für die PCR wurde diese unter den in Tabelle 3 auf-

geführten Reaktionsbedingungen in einem Thermocycler T3 [Biometra] durchgeführt.  

Tab. 3: PCR-Programm zur Amplifikation des DNA-Abschnitts vom jeweiligen SIGLEC zur 
Klonierung der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide. 

Prozessschritt Temperatur Zeit Zykluswiederho-
lung 

Initialisierung 94 °C 180 Sekunden 1x 

Denaturierung 94 °C 35 Sekunden 

36x Primerhybridisierung 60 °C 40 Sekunden 

Elongation 68 °C 120 Sekunden 

Finale Elongation 68 °C 600 Sekunden 1x 

Lagerung 4 °C Unbestimmte Zeit  
 

Das Erhitzen der Reaktionskammer zum Beginn diente der Aktivierung der Taq-Polymerase, 

die Bestandteil des Ansatzes AccuPrime [Invitrogen] ist. Diesem Prozessschritt folgte ein 

dreiteiliger Zyklus zur Amplifikation der DNA, der mehrfach wiederholt wurde. Zur Lagerung 
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der amplifizierten DNA wurde die Reaktionskammer am Ende auf 4°C gekühlt. Abschließend 

wurde die amplifizierte DNA mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits [Qiagen] gemäß den 

Herstellerangaben aufgereinigt. 

Im nächsten Schritt wurde ein Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen EcoRI [Thermo-

Fisher] und BglII [ThermoFisher] bei 37 °C für 2 Stunden durchgeführt. Es wurde sowohl für 

den Vektor als auch für die jeweiligen Inserts ein separater Reaktionsansatz angesetzt. Die 

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist für den Vektor der Tabelle 4 und für das Insert 

der Tabelle 5 zu entnehmen.  

Tab. 4: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für den Doppelverdau des 
pFuse-hIgG1-Fc1 Vektors [InvivoGen] mit EcoRI [ThermoFisher] und BglII [ThermoFisher].  

Reagenz Menge Hersteller 

Restriktionsenzym EcoRI 1 µl ThermoFisher 

Restriktionsenzym BglII 1 µl ThermoFisher 

Restriktionsenzym Buffer B 2 µl ThermoFisher 

pFuse-hIgG1-Fc1 0.5 µl Invitrogen 

DEPC-behandeltes Wasser Auffüllen auf 20 µl ThermoFisher 

 

Tab. 5: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für den Doppelverdau des Inserts, dem 
DNA-Abschnitts der jeweiligen SIGLEC, mit EcoRI [ThermoFisher] und BglII [ThermoFisher].  

Reagenz Menge Hersteller 

Restriktionsenzym EcoRI 1 µl ThermoFisher 

Restriktionsenzym BglII 1 µl ThermoFisher 

Restriktionsenzym Buffer B 2 µl ThermoFisher 

Amplifizierte DNA vom jeweili-
gen SIGLEC 

8 µl Invitrogen 

DEPC-behandeltes Wasser Auffüllen auf 20 µl ThermoFisher 

 

Nach erfolgtem Doppelverdau des Inserts und des pFuse-hIgG1-Fc1-Vektors [InvivoGen] 

wurde eine Gelelektrophorese durchgeführt, um die Probenqualität zu überprüfen und gleich-

zeitig die Probenreinheit zu steigern. Hierfür wurde die amplifizierte DNA separat auf ein 1 % 

Agarosegel aufgetragen. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde Gel-Star [Lonza] im Verhältnis 

1:10.000 hinzugefügt und als Ladefarbstoff wurde DNA-Gel-Ladefarbstoff (6x konzentriert) 

[ThermoFisher] verwendet. Die Durchführung der Gelelektrophorese erfolgte bei 130 Volt für 
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90 Minuten. Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die Banden vom Vektor und 

dem Insert mit Hilfe des Dark Reader Transilluminators [Clare Chemical Research] visuali-

siert. Die Größe der verdauten SIGLEC-Inserts betrug für SIGLEC-3 748 Basenpaare (bp), 

für SIGLEC-5 697 bp, für SIGLEC-10 685 bp und für SIGLEC-11 768 bp. Für den pFuse-

hIgG1-Fc1-Vektor [InvivoGen] zeigten sich zwei Banden. Hierbei war die Bande mit einer 

Größe von 4172 bp von Interesse, da es sich um den aufgespalteten Vektor handelte. Bei 

der anderen Bande handelt es sich um den durch die Restriktionsenzyme ausgeschnitten 

Teil des Polylinkers mit einer Größe von 22 bp. Die Banden von Interesse wurden gemäß 

den Herstellerangaben mit dem QIAquick Gel Extraction Kit [Qiagen] aus dem Agarosegel 

aufgereinigt. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Nano-

Drop 2000 [ThermoFisher]. Anschließend erfolgte die Ligase des pFuse-hIgG1-Fc1-Vektor 

[InvivoGen] mit dem Insert durch die T4-DNA-Ligase [ThermoFisher] im T3-Thermocycler 

[Biometra]. Die Ligation wurde über Nacht bei 16 °C durchgeführt. Für eine optimale Effizienz 

der Ligation wurde ein molares Konzentrationsverhältnis von Insert zu Vektor von 3:1 ge-

nutzt. In Tabelle 6 ist der Reaktionsansatz für die Ligation aufgeführt.  

Tab. 6: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die Ligation des verdauten 
pFuse-hIgG1-Fc1 Vektors [InvivoGen] mit dem verdauten Insert jeweiligen SILGEC zur Klo-
nierung der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide.  

Reagenz Menge  Hersteller 

T4-DNA-Ligase 1 µl ThermoFisher 

Verdauter pFuse-hIgG1-Fc1 
Vektor 

1 µl Invitrogen 

Verdaute DNA vom jeweili-
gen SIGLEC 

Volumen für Konzentrati-
onsverhältnis 3:1 (Insert zu 
Vektor) 

 

T4-DNA-Ligasebuffer 0.5 µl ThermoFisher 

DEPC-behandeltes Wasser Auffüllen auf 5 µl ThermoFisher 
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2.1.3 Selektion und Überprüfung auf Mutationen 

Im nächsten Schritt wurden die erfolgreich klonierten SIGLEC Fc-Fusionsplasmide selektiert. 

Hierfür wurden kompetente E. coli Bakterien mit den jeweiligen SIGLEC Fc-Fusionsplasmide 

transfiziert. Für die Transfektion wurden 100 µl One Shot TOP10 chemisch kompetente E. 

coli Bakterien [ThermoFisher] für 20 Minuten langsam auf Eis aufgetaut. Anschließend wur-

den 5 µl des jeweiligen SIGLEC Fc-Fusionsplasmids zu den kompetenten E. coli Bakterien 

[ThermoFisher] hinzugegeben und in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube für weitere 30 Minuten 

auf Eis inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurde das 1,5 ml Eppendorf-Tube für 30 Sekun-

den in einem Thermoblock [ThermoFisher] auf 42 °C erhitzt, damit das SIGLEC Fc-Fusions-

plasmid die Zellwand der kompetenten E. coli Bakterien penetrieren kann. Nach der Inkuba-

tion über 30 Sekunden wurde das Eppendorf-Tube zum Abkühlen für fünf Minuten erneut auf 

Eis gestellt.  

Im Anschluss wurde zu den E. coli Bakterien 900 µl LB-Medium hinzugegeben. Die Zellsus-

pension wurde in einem Thermoblock [ThermoFisher] für eine Stunde bei 300 Umdrehungen 

pro Minute (rpm) und 37 °C inkubiert. Nach der initialen Vermehrung wurde die Zellsuspen-

sion für zwei Minuten bei 7.000 rpm in einer Heraeus™ Zentrifuge [ThermoFisher] zentrifu-

giert. Das Zellpellet wurde in 100 µl LB-Medium resuspendiert und auf LB-Agarplatten, wel-

chen das Antibiotikum Zeocin in einer Konzentration von 100 µg/ml hinzugefügt worden war, 

aufgetragen und über Nacht bebrütet. Dieser Schritt diente dazu E. coli Bakterien zu selek-

tieren, die erfolgreich mit dem SIGLEC Fc-Fusionsplasmid transfiziert worden waren und sich 

auf Grund der Antibiotikaresistenz gegen Zeocin während der Inkubation auf den LB-Agar-

platten vermehren konnten [InvivoGen]. Nach der Bebrütung wurden zehn Kolonien für die 

Aufbereitung der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide ausgewählt. Die isolierten Kolonien wurden 

in separate Röhrchen mit 3 ml LB-Medium, dem Zeocin in einer Konzentration von 1:1.000 

hinzugefügt war, gegeben und im Thermoblock [ThermoFisher] für weitere sechs Stunden 

bei 250 rpm und 37 °C inkubiert. Anschließend wurde das SIGLEC Fc-Fusionsplasmid mit 

dem QIAprep Spin Miniprep Kit [Qiagen] gemäß den Herstellerangaben aus der Zellsuspen-

sion isoliert.  
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Nach der Isolierung von den SIGLEC Fc-Fusionsplasmiden wurde die Klonierung in einem 

zweistufigen Prozess überprüft. Im ersten Schritt wurde die erfolgreiche Ligation mittels Ge-

lelektrophorese nachgewiesen. Für den Nachweis der erfolgreichen Ligation wurde ein Dop-

pelverdau von den aufgereinigten SIGLEC Fc-Fusionsplasmiden mit den Restriktionsenzy-

men EcoRI [ThermoFisher] und BglII [ThermoFisher] für zwei Stunden bei 37 °C durchge-

führt. Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 7 aufgeführt.  

Tab. 7: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für den Doppelverdau des klonierten 
SIGLEC Fc-Fusionsplasmids mit EcoRI [ThermoFisher] und BglII [ThermoFisher].  

Reagenz Menge Hersteller 

Restriktionsenzym EcoRI 0.5 µl ThermoFisher 

Restriktionsenzym BglII 0.5 µl ThermoFisher 

Restriktionsenzym Buffer 2 µl ThermoFisher 

SIGLEC Fc-Fusionsplasmid 10 µl  

DEPC-behandeltes Wasser 7 µl ThermoFisher 

 

Die verdauten SIGLEC Fc-Fusionsplasmide wurden auf 1 % Agarosegel mit Gel-Star [Lonza] 

als Fluoreszenzfarbstoff, das in einem Verhältnis von 1:10.000 hinzugefügt wurde, geladen. 

Als Ladefarbstoff wurde DNA-Gel-Ladefarbstoff (6x konzentriert) [ThermoFisher] verwendet. 

Als Dauer für die Gelelektrophorese wurden 90 Minuten bei 130 Volt festgelegt. 

Abschließend erfolgte der Ausschluss von Mutationen mittels einer direkten Gensequenzie-

rung durch das Unternehmen Sequence Laboratories Göttingen GmbH. Die zur direkten Se-

quenzierung verwendeten Primer sind in Tabelle 8 aufgeführt. Sowohl für den Vorwärtsprimer 

als auch für den Rückwärtsprimer wurde jeweils ein Reaktionsansatz, der Tabelle 9 zu ent-

nehmen ist, erstellt. 

Tab. 8: Nukleotidsequenzen der jeweiligen Primer zur direkten Sequenzierung des SIGLEC 
Fc-Fusionsprotein durch das Unternehmen Sequence Laboratories Göttingen GmbH. 

Primer Nukleotidsequenz 

Vorwärtsprimer (3´→5´) CCCCGAGCGTAGAGAGGAAG  

Rückwärtsprimer (5´→3´) CACGGGAGGCGTGGTCTTGT 
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Tab. 9: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die direkte Sequenzierung der 
SIGLEC Fc-Fusionsplasmide durch das Unternehmen Sequence Laboratories Göttingen 
GmbH. Für den Vorwärtsprimer sowie für den Rückwärtsprimer wurde jeweils ein separater 
Rektionsansatz verwendet. 

Reagenz Menge Hersteller 

SIGLEC Fc-Fusionsplasmid > 600 ng  

Primer 2 µl ThermoFisher 

DEPC-behandeltes Wasser Auffüllen auf 20 µl ThermoFisher 

 

Durch diesen mehrstufigen Selektionsprozess konnten Mutation, die während der Klonierung 

entstanden sind, innerhalb der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide von SIGLEC-3, SIGLEC-5, 

SIGLEC-10 und SIGLEC-11 ausgeschlossen werden. Die selektierten SIGLEC Fc-Fusions-

plasmide wurden bei -20 °C gelagert. Zusätzlich wurde eine Probe der korrespondierenden 

E. coli Zellsuspensionen für zukünftige Amplifikationen in Glycerin bei -80 °C gelagert.  

 

2.1.4 Amplifikation 

Nach Selektion der jeweiligen SIGLEC Fc-Fusionsplasmide wurden diese für die Transfek-

tion von HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] amplifiziert. Dazu wurde ein Aliquot der E. coli 

Zellsuspension, die wie im vorherigen Abschnitt beschrieben am Ende der Selektion aufbe-

wahrt worden waren, in einen Erlenmeyerkolben [VWR] überführt. Als Medium wurde LB-Me-

dium, dem Zeocin als Antibiotikum im Verhältnis 1:1.000 hinzugefügt wurde, verwendet. Die 

E. coli Zellsuspension wurde über Nacht in einem Thermoblock [ThermoFischer] bei 300 rpm 

und 37 °C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurde die E. coli Zellsuspension 10 Minuten 

lang bei 4.000 rpm zentrifugiert. Die Aufreinigung der amplifizierten SIGLEC Fc-Fusionsplas-

mide aus den E. coli erfolgte mit Hilfe des NucleoBond™ Xtra Maxi Kits [Macherey-Nagel] 

gemäß den Spezifikationen des Herstellers. Das aufgereinigte SIGLEC Fc-Fusionsplasmid 

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
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2.2 Proteinbiosynthese der SIGLEC Fc-Fusionsproteine 

2.2.1 Einführung in das Freestyle™ 293 Expressionssystem 

Das FreeStyle™ 293 Expressionssystem [ThermoFisher] ist speziell für die Synthese von 

Antikörpern sowie Proteinen in hohen Konzentrationen entwickelt worden und nutzt HEK 

293-F Zellen [ThermoFisher], die von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK 293 Zellen) 

abstammen. Die HEK 293-F Zelllinie wurden entsprechend den Herstellerangaben 

bei -180°C gelagerten und zur Kultivierung für 1 Minute bei 37 °C im Thermoblock [Thermo-

Fisher] aufgetaut. Zur Zellkultivierung wurde das speziell für das FreeStyle™ HEK 293 Ex-

pressionssystem [ThermoFisher] entwickelte Medium GIBCO® FreeStyle™ 293 Expressi-

onsmedium (HEK 293-F Medium) [ThermoFisher] verwendet. Die Kultivierung der HEK 293-

F Zelllinie erfolgte im Heracell™ Inkubator [ThermoFisher] auf einem CO2-resistenten Schütt-

ler [ThermoFisher] bei 125 rpm, 37 °C und einer CO2-Konzentration von 8 %. Während der 

Kultivierung wurde den Herstellerangaben entsprechend eine Dichte von 1x106 Zellen/ml 

nicht überschritten. Zur Kultivierung der HEK 293-F Zelllinie wurden Nalgene™ Einweg-

PETG-Erlenmeyerkolben mit Schikaneboden [ThermoFisher] verwendet.  

 

2.2.2 Kultivierung der Freestyle™ 293-F Zellen 

Mit Erreichen einer Dichte von 1,0x106 Zellen/ml wurde entsprechend den Herstellerspezifi-

kationen eine Verdünnung der Zellkultur auf eine Dichte von 0,2x106 Zellen/ml vorgenom-

men. Unter optimalen Bedingungen verdoppelte sich die Zellzahl der HEK 293-F Zelllinie 

jeden Tag, sodass für gewöhnlich die Zellkulturen jeden dritten Tag geteilt wurden. Um je-

derzeit eine sterile Arbeitsumgebung zu gewährleisten und eine akzidentielle Kontamination 

zu vermeiden, wurden alle Schritte unter einer Sicherheitswerkbank [ThermoFisher] durch-

geführt. 

Zur Verdünnung der Zellkultur der HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] wurde im ersten Schritt 

5 ml der Zellkultur in ein 15 ml Falcon Röhrchen [Merck] überführt und die Zelldichte mit Hilfe 

einer Neubauer Zählkammer [Marienfeld] bestimmt. Anschließend wurde die Zellsuspension 

in einer Heraeus™ Zentrifuge [ThermoFisher] für 3 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert. Das 



48 

 

 

entstandene Zellpellet wurde in 1 ml HEK 293-F Zell Medium resuspendiert. Anschließend 

wurde die benötigte Zellzahl in eine neue sterile Nalgene™ Einweg-PETG-Erlenmeyerkolben 

mit Schikaneboden [ThermoFisher], die vorab bereits mit dem gewünschten Volumen an 

HEK 293-F Medium befüllt worden waren, um eine Zelldichte von 0,2x106 Zellen/ml zu errei-

chen überführt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] 

unter den bereits genannten Spezifikationen. 

 

2.2.3 Transfektion der Freestyle™ 293-F Zellen  

Zur Biosynthese der gewünschten SIGLEC Fc-Fusionsproteine wurde eine Transfektion der 

HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] mit dem korrespondierenden SIGLEC Fc-Fusionsplasmid 

durchgeführt. Für optimale Voraussetzungen, während der Transfektion war eine Dichte von 

1,0x106 Zellen/ml erforderlich. Hierfür wurden die HEK 293-F Zelllinie [ThermoFisher] am 

Tag vor der Transfektion auf eine Dichte von 0,5x106 Zellen/ml verdünnt. Des Weiteren wur-

den die HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] in frisches HEK 293-F Medium sowie in einen 

neuen Nalgene™ Einweg-PETG-Erlenmeyerkolben mit Schikaneboden [ThermoFisher] 

überführt. Zur Durchführung der Transfektion wurden zwei Reaktionsansätze in 15 ml Falcon 

Röhrchen [Merck] angesetzt. Für den ersten Ansatz wurde 1 µg des SIGLEC Fc-Fusions-

plasmids pro ml HEK 293-F Medium mit 33 µl Opti-MEM® I [ThermoFisher] pro ml HEK 293-

F Medium gemischt. Für den zweiten Reaktionsansatz wurde 2 µl 293fectin™ Transfektions-

reagenz (HEK 293-F fectin) [ThermoFisher] pro ml HEK 293-F Medium mit 33 µl Opti-MEM® 

I pro ml HEK 293-F Medium vermischt. Bei beiden Reaktionsansätzen bezieht sich die Volu-

menangabe ‚pro ml HEK 293-F Medium‘ auf das Gesamtvolumen von der Zellkultur der trans-

fizierten HEK 293-F Zellen. Es folgte eine Inkubation von 5 Minuten bei Raumtemperatur. 

Anschließend wurden die beiden Reaktionsansätze miteinander vermischt, damit das HEK 

293-F fectin einen Komplex mit dem SIGLEC Fc-Fusionsplasmid bildet. Die zweite Inkubation 

erfolgte für 20 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz tröpf-

chenweise zu den HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] hinzugegeben. Unmittelbar nach der 

Transfektion wurden die HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] bei 37 °C und einer CO2-Kon-

zentration von 8 % auf einem CO2-resistenen Schüttler [ThermoFisher] bei 250 rpm inkubiert.  
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Das SIGLEC Fc-Fusionsprotein wurde auf Grund des IL2-Signalpeptid, welches Bestandteil 

des pFuse-hIgG1-Fc1-Vektor [InvivoGen] ist, in den Zellkulturüberstand sezerniert. Nach ei-

ner Inkubationszeit von fünf Tagen wurde der Überstand abgetragen. Die Vorbereitung zur 

Aufreinigung des SIGLEC Fc-Fusionsproteins aus dem Überstand erfolgte durch ein zwei-

stufiges Verfahren. In der ersten Stufe wurde der Überstand in einer Heraeus™ Zentrifuge 

[ThermoFisher] für 5 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert. Für zukünftige Qualitätskontrollen 

wurde ein Aliquot vom Zellpalet entnommen und in ein 0,5 ml Eppendorf-Tube, welches mit 

einem Reaktionsansatz aus 100 µl Radio-Immunpräzipitations-Assay Puffer (RIPA-Puffer) 

[SIGMA] und 2 µl Halt™ Protease Inhibitor Cocktail [ThermoScientific] befüllt war, hinzuge-

geben. Im Anschluss erfolgte die unmittelbare Lagerung des Zelllysats bei -80 °C. Im zweiten 

Schritt wurde der Überstand mittels eines sterilen Corning® Spritzenfilters mit einer 0,45 µm 

Porenmembran [Merck] filtriert. Für die weitere Aufreinigung des SIGLEC Fc-Fusionsproteins 

wurde der Durchfluss bei -20 °C gelagert.  

 

2.2.4 Nachweis der Synthese und Sezernierung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine  

Die Fähigkeit der transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] die SIGLEC Fc-Fusions-

proteine zu synthetisieren und anschließend in den Zellkulturüberstand zu sezernieren wurde 

mit einem Western Blot überprüft. Zum Nachweis der Proteinbiosynthese wurde Zelllysat von 

transfizierten HEK 293-F Zellen, das wie im vorherigen Abschnitt beschrieben bei -80 °C ge-

lagerte wurde, verwendet. Zuerst wurde das Zelllysat eine Stunde lang auf Eis aufgetaut. 

Danach erfolgte eine Zentrifugation für 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4 °C. Währenddessen 

wurde die Apparatur zur Durchführung einer Gelelektrophorese, das den ersten Schritt eines 

Western Blot darstellt, vorbereitet. Als Gelmatrix wurde die vorgefertigte Gelkassette 

Nu-Page® Bis-Tris Gel 10% [Invitrogen] genutzt. Diese Gelkassette wurde gemeinsam mit 

dem Pufferkern mit Elektroden für XCell [Invitrogen] in das Blotmodul XCell SureLock® Mini-

Zelle [Invitrogen] gestellt und mit Hilfe einer Gel-Spannungshalterung verriegelt. Danach 

wurde das Blotmodul sowie der Pufferkern mit Elektroden für Xcell [Invitrogen] mit NuPage® 

MES SDS Running Buffer [Invitrogen] gefüllt. Nach der Zentrifugation wurden vom Proben-

überstand 20 µl in ein Eppendorf-Tube, das mit 5 µl NuPage® Probenbuffer (4x konzentriert) 
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[Invitrogen] als Ladefarbstoff vorbefüllt war, gegeben. Von diesem Reaktionsansatz wurden 

anschließend 20 µl in die Geltaschen der Gelkassette gegeben. Als Marker für das Moleku-

largewicht wurde PageRuler™ Plus [ThermoFisher] verwendet. Die Durchführung der Gel-

elektrophorese erfolgte auf Eis bei 130 V für 90 Minuten.  

Im nächsten Schritt des Western Blot wurden die durch die Gelelektrophorese aufgetrennten 

Proteinbanden auf eine Nitrozellulosemembran 0,45 µm [ThermoScientific] als feste Trä-

germembran übertragen. Als Transfermethode wurde ein nasses Transfersystem, bei dem 

das NuPage® Bis-Tris Gel 10% [Invitrogen] zu Kathode und die Transfermembran zur Anode 

ausgerichtet war, verwendet. Der schematische Aufbau des Western Blots ist in Abbildung 4 

dargestellt.  

   

Abb. 4: Schematische Darstellung des Western Blots zum Nachweis der Biosynthese der 
SIGLEC Fc-Fusionsproteine und deren Sezernierung in den Zellkulturüberstand. Es wurde 
ein nasses Transfersystem verwendet. Hierfür wurde die Gelkassette NuPage® Bis-Tris Gel 
10% [Invitrogen] der Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulose Membran [ThermoScientific] 
platziert. Diese Konstruktion wurde sowohl von unten als auch von oben mit Filterpapier so-
wie Schwammauflagen umgeben und anschließend in das XCell II Blot Module [ThermoFis-
her] platziert. Das Blotmodul wurde daraufhin in die XCell SureLock® Mini-Zelle eingespannt 
und mit NuPage® MES SDS Transferpuffer [Invitrogen] befüllt. Anschließend erfolgte der Pro-
teintransfer. (Erstellt mit BioRender.com) 
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Der Blotsandwich wurde in das XCell II™ Blot Modul [Invitrogen], welches im Anschluss ver-

tikal in die XCell SureLock® Mini-Zelle [Invitorgen] eingesetzt wurde, platziert. Anschließend 

wurden die Kassette und das XCell II™ Blot Modul [Invitrogen] mit NuPage® MES SDS Trans-

ferpuffer [Invitrogen] befüllt. Der Transfer erfolgte auf Eis bei 380 mA für eine Stunde.  

Im letzten Schritt erfolgte die Visualisierung der auf die Nitrozellulosemembran [ThermoSci-

entific] übertragenen SIGLEC Fc-Fusionsproteine mittels Immundetektion. Dazu wurde die 

Nitrozellulosemembran [ThermoScientific] in ein 50 ml Falcon Röhrchen [Merck], in dem alle 

nun folgenden Schritte durchgeführt wurden, überführt. Hierbei wurde die Nitrozellulose-

membran [ThermoScientific] so platziert, dass die Membranseite, auf deren Oberfläche sich 

die SIGLEC Fc-Fusionsproteine befanden, in den Hohlraum des Röhrchens zeigte. Um freie 

Bindungsstellen abzusättigen, erfolgte zuerst auf einem Rotator für Probenröhrchen [VWR] 

eine Inkubation in 20 ml trisgepufferte Saline mit Tween 20 (TBS-T) mit 5% Milchpulver [Roth] 

für eine Stunde bei Raumtemperatur. Als primärer Antikörper wurde Biotin-SP AffiniPure 

Goat Anti-Human IgG, Fcγ-Fragment spezifisch [Jackson] verwendet, der in 20 ml TBS-T mit 

5 % Milchpulver [Roth] im Verhältnis 1:1.000 verdünnt wurde. Es erfolgte eine Inkubation 

über Nacht bei 4°C auf dem Rotator für Probenröhrchen [VWR]. Am nächsten Tag wurde die 

Membran insgesamt dreimal für jeweils fünf Minuten mit 20 ml TBS-T gewaschen. Anschlie-

ßend wurde Streptavidin, Meerrettich Peroxidase (HRP) [Merck], das in 20 ml TBS-T mit 5 % 

Milchpulver im Verhältnis 1:1.000 verdünnt wurde, als sekundärer Antikörper in das Falcon 

Röhrchen [Merck] hinzugegeben. Die Nitrozellulosemembran wurde für eine Stunde bei 

Raumtemperatur auf dem Rotator für Probenröhrchen [VWR] mit dem sekundären Antikörper 

inkubiert. Anschließend wurde die Membran erneut dreimal mit 20 ml TBS-T für jeweils fünf 

Minuten gewaschen. Die Visualisierung erfolgte gemäß den Herstellerangaben mit dem Su-

perSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent [ThermoFisher]. Zur Visualisierung der Ban-

den wurde das Gerät ChemiDoc [BioRadiations] verwendet. Für die abschließende Auswer-

tung wurde die Software Image Lab™ [BioRadiations] verwendet.  

Zur Überprüfung der Fähigkeit von transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] das syn-

thetisierte SIGLEC Fc-Fusionsprotein in den Zellkulturüberstand zu sezernieren, wurde ana-

log zum Zelllysat ein Western Blot mit dem Überstand durchgeführt. Hierfür wurde eine Probe 
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des Überstands, das wie im vorherigen Abschnitt beschrieben nach einer fünftägigen Inku-

bation der transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] aufbereitet und gelagert wurde, 

verwendet. Für die Durchführung der Gelelektrophorese, des nassen Transfersystems sowie 

der Immundetektion wurden dieselben Geräteeinstellungen und Spezifikationen wie für den 

Western Blot des Zelllysats verwendet. 

 

2.2.5 Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine 

Die Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine aus dem Zellkulturüberstand von vorher 

transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] erfolgte mittels HPLC. Zur Aufreinigung der 

SIGLEC Fc-Fusionsproteine wurde Überstand verwendet, der wie in Abschnitt 2.2.3 be-

schrieben gewonnen, vorbehandelt und bei -20°C gelagert wurde. Der gesamte Prozess der 

Aufreinigung lässt sich in die vier Schritte Äquilibrierung, Beladung, Waschen und Elution 

unterteilen. Bei der verwendeten HPLC handelte es sich um das Modell ÄKTA [GE 

Healthcare] mit einem Zweipumpensystem, an das ein photometrischer UV-Detektor mit ei-

ner Absorption bei 205/280 nm [Pharmacia Biotech] installiert war. Die Prozessüberwachung 

und Datenauswertung erfolgte mit der Software Unicorn 1.0 [Bioprocess]. Lag das Gesamt-

volumen des Zellkulturüberstand unter 50 ml, wurde eine 1 ml HiTrap Protein A Säule [GE 

Healthcare] mit einer Flussrate von 1 ml/min für die Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusions-

proteine verwendet. Für Volumina größer 50 ml wurde eine 5 ml HiTrap Protein A Säule [GE 

Healthcare] mit einer Flussrate von 5 ml/min verwendet. Vor Einspannen der Protein A Säule 

in die HPLC wurde die Pumpe B mit 0,1 M Glycin (pH 3) [Roth] und anschließend die Pumpe 

A mit phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) (pH 7) [ThermoFisher] vorgefüllt. Nach Ein-

spannen der gewünschten Protein A Säule in die HPLC wurde diese mit PBS äquilibriert. 

Das Volumen zur Äquilibrierung betrug das zehnfache Säulenvolumen. Dieser erste Schritt 

diente dazu, um optimale Bedingungen für die Bindung des SIGLEC Fc-Fusionsproteins an 

die Matrix der Protein A Säule zu schaffen. Im zweiten Schritt wurde die Protein A Säule mit 

dem Zellkulturüberstand durch die Pumpe A beladen. Während der Beladung band das 

SIGLEC Fc-Fusionsprotein an die Protein A Matrix der Säule, sodass es im Gegensatz zu 

den anderen Bestandteilen des Überstands in dieser verblieb. Auf diesen Schritt folgte das 
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Waschen, um Proteine und Moleküle, die nicht an die Protein A Matrix gebunden hatte, je-

doch noch in der Säulenmatrix zurückgeblieben waren, auszuwaschen. Am Ende von diesem 

Schritt verblieb nur noch das an die Protein A Matrix gebundene SIGLEC Fc-Fusionsprotein 

innerhalb der Säule. Während der Elution, das den letzten Schritt der Aufreinigung darstellte, 

wurde die nicht-kovalente Bindung zwischen dem SIGLEC Fc-Fusionsprotein und dem Pro-

tein A durch die Hinzugabe von 0,1 M Glycin (pH 3) [Roth] gelöst. Zur Effizienzsteigerung der 

Elution wurde ein linearer Gradient eingesetzt. Dementsprechend nahm der prozentuale An-

teil von PBS (pH 7) [ThermoFisher] in der mobilen Phase stetig ab, während der Anteil von 

0,1 M Glycin (pH 3) [Roth] anstieg. Das Gesamtvolumen für die Elution entsprach dem zehn-

fachen des Säulenvolums. Der Ausfluss wurde diesmal nicht, wie es bei den vorherigen 

Schritten der Fall gewesen war, verworfen, sondern wurde durch den Rotationssammler FH-

930 [GE Healthcare] in 15 ml Falcon Röhrchen [Merck] fraktioniert gesammelt. Zur Pufferung 

wurden diese vorab mit 20 µl 1 M Trometamol (TRIS) (pH 9) [Roth] befüllt. Bei der Säule mit 

einem Fassungsvolumen von 1 ml wurde eine Fraktionsgröße von 1 ml und für die Säule mit 

einem Fassungsvolumen von 5 ml eine Fraktionsgröße von 5 ml gewählt. Die Falcon Röhr-

chen [Merck], bei denen in der Echtzeitanalyse durch den UV-Detektor [Pharmacia Biotech] 

ein Anstieg der UV-Absorption detektierte, wurden ausgewählt. Bei diesen Falcon Röhrchen 

[Merck] wurde der pH-Wert direkt auf 7 eingestellt. Anschließend wurden die Proben wie im 

folgenden Abschnitt beschrieben aufbereitet und gelagert. Die Programmspezifikationen für 

die einzelnen Prozessschritte der HPLC sind in der Tabelle 10 für die 1 ml HiTrap Protein A 

Säule [GE Healthcare] und in der Tabelle 11 für die 5 ml HiTrap Protein A Säule [GE 

Healthcare] aufgeführt. Der schematische Ablauf der Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusions-

proteine aus dem Zellkulturüberstand ist in Abbildung 5 dargestellt. 
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Tab. 10 HPLC-Programm zur Aufreinigung der synthetisierte SIGLEC Fc-Fusionsproteine 
aus dem Zellkulturüberstand von transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] von Proben 
mit einem Gesamtvolumen von kleiner 50 ml. Für die Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusions-
proteine wurde eine 1 ml HiTrap Protein A Säule [GE Healthcare] genutzt.  

Prozess-
schritt 

Reagenz Dauer Fluss-
rate 

Hersteller 

Äquilibrierung PBS (pH 7) 10 Säulenvolumen 1 ml/min ThermoFisher 

Laden Zellkulturüber-
stand 

Abhängig von Volu-
men des Zellkultu-
rüberstands 

1 ml/min  

Waschen  PBS (pH 7) Bis UV-Wert eine 
stabile Phase erreicht  

1 ml/min ThermoFisher 

Elution  PBS (pH 7) & 
0.1 M Glycin (pH 3) 

10 Säulenvolumen 1 ml/min ThermoFisher, 
Roth 

 

 

Tab. 11: HPLC-Programm zur Aufreinigung der synthetisierte SIGLEC Fc-Fusionsproteine 
aus dem Zellkulturüberstand von transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] von Proben 
mit einem Gesamtvolumen von größer 50 ml. Für die Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusions-
proteine wurde eine 5 ml HiTrap Protein A Säule [GE Healthcare] genutzt.  

Prozessschritt Reagenz Dauer Fluss-
rate 

Hersteller 

Äquilibrierung PBS (pH 7) 10 Säulenvolumen 5 ml/min ThermoFisher 

Laden Zellkulturüber-
stand 

Abhängig von Volu-
men des Zellkultu-
rüberstands 

5 ml/min  

Waschen PBS (pH 7) Bis UV-Wert eine 
stabile Phase er-
reicht  

5 ml/min ThermoFisher 

Elution  PBS (pH 7) & 
0.1 M Glycin (pH 3) 

10 Säulenvolumen 5 ml/min ThermoFisher, 
Roth 
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Ablaufs der HPLC zur Aufreinigung des SIGLEC 
Fc-Fusionsproteins aus dem Zellkulturüberstand. Zuerst erfolgte die Äquilibrierung der 
HiTrap Protein A Säule [GE Healthcare] (A). Auf diesen Schritt folgte die Beladung der Säule 
mit dem Überstand, der von mit SIGLEC Fc-Fusionsplasmiden transfizierten HEK 293-F 
Zellen [ThermoFisher] stammte (B). Der humane IgG1-Fc-Teil der SIGLEC 
Fc-Fusionsproteine sorgte für die Bindung an das an die Säulenmatrix gebundene Protein A. 
Hierdurch verblieben die SIGLEC Fc-Fusionsproteine während des Waschschritts in der 
Säule. Die restlichen, nicht gebundenen Proteine sowie Moleküle wurden aus der Säule 
ausgewaschen (C). Der letzte Schritt war die Elution (D). In diesem Schritt wurde die 
nicht-kovalente Bindung zwischen dem Protein A und dem SIGLEC Fc-Fusionsprotein durch 
das Elutionsmedium aufgehoben, sodass das SIGLEC Fc-Fusionsprotein aus der Säule 
ausgewaschen und mit dem Durchfluss gesammelt werden konnte. (Erstellt mit 
BioRender.com) 

 

2.2.6 Aufbewahrung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine 

Nach der erfolgreichen Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine aus dem Zellkultu-

rüberstand wurden die Fraktionen von der Elution, die einen Anstieg der UV-Absorption wäh-

rend der Elution gezeigt hatten und damit das SIGLEC Fc-Fusionsprotein enthielten, für die 
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Lagerung aufbereitet. Hierzu wurde zuerst eine Zentrifugalfiltration mit Amicon® Ultra 0,5 ml 

Zentrifugalfilter [Merck], die ein Cut-Off Wert von 3 kDa besaßen, durchgeführt. Die Zentrifu-

galfiltration diente der Konzentrierung der Proben sowie dem Austausch des Lösungsmedi-

ums vom Elutionsmedium zu Ampuwa [Fresenius], um die Lagerungsbedingungen von den 

SIGLEC Fc-Fusionsproteinen zu optimieren. Zur Vorbereitung der Zentrifugalfiltration wurde 

der Zentrifugalfilter mit Ampuwa [Fresenius] gemäß den Herstellerangaben äquilibriert. Nach 

der Äquilibrierung wurde das aufgereinigte SIGLEC Fc-Fusionsprotein in das Reservoir des 

Zentrifugalfilters gegeben und bei 12.300 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Proben, die auf 

Grund eines zu großen Volums nicht in einem Schritt auf den Zentrifugalfilter geladen werden 

konnten, wurden fraktioniert auf den Zentrifugalfilter gegeben. Bei dem fraktionierten Beladen 

des Zentrifugalfilters wurde eine erneute Zentrifugation unter den oben genannten Spezifika-

tionen durchgeführt. Das während der Zentrifugalfiltration anfallende Filtrat wurde verworfen. 

Nachdem die Probe vollständig filtriert worden war, wurde der Zentrifugalfilter dreimal mit 

Ampuwa [Fresenius] bei 12.300 rpm für 10 Minute gewaschen. Dieser Schritt diente der voll-

ständigen Entfernung des Elutionsmediums der HPLC. Im letzten Schritt wurde der Zentrifu-

galfilter um 180° gedreht und in ein Eppendorf-Tube platziert. Die Zentrifugation erfolgte bei 

3.000 rpm für 2 Minuten. Das bei der Zentrifugation entstandene Filtrat enthielt das nun in 

Ampuwa [Fresenius] gelöste und aufgereinigte SIGLEC Fc-Fusionsprotein und wurde bei -

20 °C gelagert. 

 

2.2.7 Konzentrationsbestimmung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen von den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen wurde 

ein Bicinchoninsäure-Assay (BCA-Assay) mit dem Pierce™ BCA-Protein-Assay-Kit [Thermo-

Fisher] durchgeführt. Zuerst wurde gemäß den Herstellerangaben eine Verdünnungsreihe 

mit Rinderserumalbumin hergestellt, um eine Standardkurve zur Bestimmung der Protein-

konzentrationen von Proben zu erzeugen. Parallel wurden die Proben der SIGLEC Fc-Fusi-

onsproteine ebenfalls entsprechend der Herstellerangaben vorbereitet. Hierzu wurden die 

Proben für die Standardkurve sowie der SIGLEC Fc-Fusionsproteine in einem Verhältnis von 

1:20 mit dem Arbeitsreagenz, das aus BCA-Reagenz A und BCA-Reagenz B im Verhältnis 
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50:1 bestand, in einem Eppendorf-Tube vermischt. Anschließend wurde das Eppendorf-Tube 

in einem Thermoblock [ThermoFisher] bei 37 °C für 30 Minuten inkubiert. Nach der Inkuba-

tion wurden die Eppendorf-Tubes unverzüglich auf Raumtemperatur abgekühlt, um weitere 

chemische Reaktionen zu unterbinden. Innerhalb von 5 Minuten wurde die Absorption jeder 

Probe mit dem Spektralphotometer NanoDrop 2000 [ThermoFisher] bei einer Wellenlänge 

von 562 nm gemessen. Zur Eichung des Spektralphotometers wurde Ampuwa [Fresenius] 

genutzt, weil das SIGLEC Fc-Fusionsprotein nach der Aufbereitung ebenfalls in Ampuwa 

[Fresenius] gelöst war. Zur Erzeugung der Standardkurve wurde die gemessene Absorption 

der Standardproben gegen die Konzentration in mg/ml aufgetragen. Danach konnten die ge-

messenen Absorptionswerte für die SIGLEC Fc-Fusionsproteine mittels der zuvor erstellten 

Standardkurve in eine Proteinkonzentration umgerechnet werden. 

 

2.3 Messung der Bindungsspezifität von kurzkettiger Polysialinsäure zu  

SIGLEC-11 

Zur Untersuchung der Bindungsspezifität zwischen Polysialinsäure unterschiedlicher Poly-

merisierungsgrade und SIGLEC-11 wurde die in einem kompetitiven ELISA gemessene Bin-

dungsstärke in Relation zu den Bindungsstärken von den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen 

SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 gesetzt. Beim ELISA handelt es sich um ein antikör-

perbasiertes Nachweisverfahren von Proteinen, aber auch anderer niedermolekularer Ver-

bindungen. Für den Nachweis dieser sogenannten Antigene werden sich die spezifischen 

Bindungseigenschaften von Antikörpern zunutze gemacht, wobei die Visualisierung der Bin-

dung auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Als Polymerisierungsgrade wurden kurz-

kettige Polysialinsäure und langkettige Polysialinsäure untersucht. Bevor die Bindungsspe-

zifität mit Hilfe des kompetitiven ELISA bestimmt werden konnte, wurde die Avidität mit einem 

Antigen-ELISA untersucht. Hiermit wurde überprüft, ob SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 

und SIGLEC-11 auch an langkettige Polysialinsäure binden. Des Weiteren wurde durch den 

Antigen-ELISA die ideale Konzentration der SIGLEC Fc-Fusionsproteine für den kompetiti-

ven ELISA ermittelt, um eine ausgewogene Signalintensität zu erreichen. Für die beiden 

ELISA wurde die Mikrotiterplatte Nunc MultiSorp flat-bottom [ThermoFisher] verwendet. Die 
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Auswertung erfolgte mittels des Multimode-Platten-Reader Infinite® 200 PRO [TECAN]. Für 

die statistische Auswertung wurde das Programm PRISM [GraphPad Software] verwendet. 

 

2.3.1 Antigen-ELISA 

Für einen Antigen-ELISA werden gewöhnlich zwei Antikörper benötigt die spezifisch an un-

terschiedliche Epitope des Antigens binden. Bei diesem Antigen-ELISA repräsentierte das 

SIGLEC Fc-Fusionsprotein das Antigen. Als erster Antikörper wurde langkettige Polysialin-

säure verwendet, das an die Mikrotiterplatte gebunden wurde und damit die feste Phase re-

präsentiert. Die langkettige Polysialinsäure band an die V-Set Ig-Domäne des SIGLEC 

Fc-Fusionsprotein. Als zweiter Antikörper ist ein mit HRP markierter Ziege-Anti-Mensch IgG 

Antikörper [Dianova] verwendet worden, der nach Zugabe von 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin-

Substrat (TMB-Substrat) durch eine enzymatische Farbreaktion die Bindung von dem 

SIGLEC Fc-Fusionsprotein an langkettige Polysialinsäure anzeigte. Der schematische Auf-

bau des Antigen-ELISA ist in Abbildung 6 dargestellt. 

 

Abb. 6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des Antigen-ELISAs zur Analyse 
der Avidität zwischen langkettiger Polysialinsäure und den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen. Die 
Avidität wurde sowohl für SIGLEC-11 als auch für SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 
bestimmt. (Erstellt mit BioRender.com) 
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Im ersten Schritt wurden in die Mulde der Mikrotiterplatte 100 µl langkettige Polysialinsäure 

pipettiert. Die langkettige Polysialinsäure war in 75 % Ethanol mit einer Konzentration von 

100 µg/ml gelöst. Im Anschluss erfolgte über Nacht eine Inkubation bei Raumtemperatur. Am 

nächsten Morgen wurde die Mikrotiterplatte mittels GIBCO™ Dulbeccos phosphatgepufferte 

Salzlösung (DPBS) [ThermoFisher] gewaschen. Hierfür wurde in die Mulde 200 µl GIBCO™ 

DPBS [ThermoFisher] hinzugegeben und die Mikrotiterplatte für 3 Minuten auf einem Schütt-

ler [Edmund Buhler] platziert. Dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt. Anschlie-

ßend wurden 300 µl 0,5 % Fischgelatine [Sigma] zur Absättigung von freien Bindungsstellen 

hinzugegeben. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Fischgelatine 

verworfen. Parallel dazu wurde der Antikörper HRP-konjugierte Ziege-Anti-Mensch IgG [Di-

anova] mit dem zu untersuchendem SIGLEC-Fc-Fusionsprotein, für das eine Verdünnungs-

reihe angesetzt worden war, in einem Verhältnis von 1:5.000 vermischt. Die hergestellten 

Lösungsansätze wurden lichtgeschützt abgedeckt und für eine Stunde bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach der Inkubation wurden 100 µl des Lösungsansatzes in die Mulde der Mikroti-

terplatte pipettiert. Es folgte eine Inkubation für weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur. Mit 

Ablauf der Inkubationszeit wurde die Lösung aus der Mikrotiterplatte entfernt und die Platte 

wie bereits beschrieben dreimal mit 200 µl GIBCO™ DPBS [ThermoFisher]  gewaschen. 

Anschließend wurde mit Hilfe einer Mehrkanalpipette 100 µl TMB-Substrat [ThermoFisher] in 

die Mulde gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde anschließend in den Multimode-Platten-Rea-

der Infinite® 200 PRO [TECAN] gelegt, wo eine weitere Inkubation über 15 Minuten erfolgt. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die erste Messung bei einer Wellenlänge von 650 

nm. Zum Stoppen der Reaktion wurde anschließend mit Hilfe einer Mehrkanalpipette 100 µl 

Salzsäure [Carl Roth] in die Mulde gegeben und vorsichtig vermischt. Unmittelbar danach 

wurde die Mikrotiterplatte bei einer Wellenlänge von 450 nm ausgelesen. Das Versuchspro-

tokoll zur Verwendung des Mikrotiterplattenlesers ist detailliert in Tabelle 12 dargestellt.   
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Tab. 12: Reaktionsansatz und Programmeinstellungen zum Auswerten des Antigen-ELISA 
mit Hilfe des Mikrotiterplattenleser Infinite F200 PRO [TECAN].  

Prozessschritt Reagenz Inkubationsdauer Wellenlänge 

Inkubation 100 µl TMB 15 min --- 

1. Auslesung --- --- 650 nm 

Reaktionsstopp 100 µl Salzsäure So schnell wie möglich --- 

2. Auslesung ---  450 nm 

 

2.3.2 Kompetitiver ELISA 

Beim kompetitiven ELISA wurde langkettige Polysialinsäure als Referenzantigen an die 

Mikrotiterplatte gebunden. Als Antigen wurden separate Ansätze von SIGLEC Fc-Fusions-

proteinen mit langkettiger Polysialinsäure und mit kurzkettiger Polysialinsäure hergestellt. 

Diese Ansätze wurden auf die Mikrotiterplatte gegeben, sodass das Referenzantigen mit dem 

Antigen, um die Bindungsstelle in der V-Set Ig-Domäne des SIGLEC Fc-Fusionsprotein kon-

kurrierte. Die Bindung des SIGLEC Fc-Fusionsprotein an das Referenzantigen wurde durch 

die enzymatische Farbreaktion eines mit HRP markierten Ziege-Anti-Mensch IgG Antikörper 

[Dianova] angezeigt. Der experimentelle Aufbau ist schematisch in Abbildung 7 visualisiert. 
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des kompetitiven ELISAs zur Ana-
lyse der Bindungsstärke zwischen kurzkettiger Polysialinsäure und den SIGLEC Fc-Fusions-
proteinen (A). Ebenfalls wurde die Bindungsstärke zwischen langkettiger Polysialinsäure und 
dem SIGLEC Fc-Fusionsprotein untersucht (B). Die Bindungsstärke wurde sowohl für 
SIGLEC-11 als auch für SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 bestimmt. Mit den gemesse-
nen Bindungsstärken wurde die Bindungsspezifität zwischen kurzkettiger Polysialinsäure 
und SIGLEC-11 sowie zwischen langkettiger Polysialinsäure und SIGLEC-11 bestimmt. (Er-
stellt mit BioRender.com) 

 

Als Erstes wurde 100 µl langkettige Polysialinsäure mit einer Konzentration von 100 µg/ml, 

das in 75 % Ethanol gelöst war, in die Mulde der Mikrotiterplatte gegeben und über Nacht 

inkubiert. Parallel dazu wurden Verdünnungsreihen von kurzkettiger Polysialinsäure sowie 

langkettiger Polysialinsäure in 1,5 ml Eppendorf-Tube angesetzt. Zu der Verdünnungsreihe 

wurde der mit HRP markierte Ziege-Anti-Mensch IgG Antikörper [Dianova] in einem Verhält-

nis von 1:5.000 und das jeweilige SIGLEC Fc-Fusionsprotein hinzugegeben. Für die SIGLEC 

Fc-Fusionsproteine wurde die Konzentration ausgewählt, die im Antigen-ELISA eine ausge-

wogene Signalintensität gezeigt hatte. Für SIGLEC-3 lag die Konzentration bei 30 µg/ml und 



62 

 

 

für SIGLEC-5, SIGLEC-10 sowie SIGLEC-11 bei 3 µg/ml. Dieser Reaktionsansatz wurde 

lichtgeschützt über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurden die Mulden 

der Mikrotiterplatte mit 200 µl GIBCO™ DPBS [ThermoFisher] gewaschen. Hierfür wurde die 

Mikrotiterplatte für 3 Minuten auf einen Schüttler [Edmund Buhler] platziert. Dieser Wasch-

vorgänge wurde insgesamt dreimal wiederholt. Im Anschluss wurde 300 µl 0,5 % Fischgela-

tine [Sigma] hinzugegeben und für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um die freien 

Bindungsstellen der Mikrotiterplatte abzusättigen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die 

Mikrotiterplatte erneut dreimal mit 200 µl GIBCO™ DPBS [ThermoFisher] gewaschen. Pa-

rallel dazu wurde der Reaktionsansatz der Proben für eine weitere Stunde bei Raumtempe-

ratur lichtgeschützt inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden 100 µl des Lösungsan-

satzes in die jeweilige Mulde pipettiert. Es folgte eine Inkubation für weitere 2 Stunden bei 

Raumtemperatur auf einem Schüttler [Edmund Buhler]. Danach wurde Mikrotiterplatte wie 

bereits beschrieben mit 200 µl GIBCO™ DPBS [ThermoFisher] insgesamt dreimal gewa-

schen. Die Auswertung des kompetitiven ELISA mittels des Multimode-Platten-Reader Infi-

nite® 200 PRO [TECAN] erfolgte zur Auswertung des Antigen-ELISA gemäß den Hersteller-

angaben. Zuerst werden 100 µl TMB-Substrat [ThermoFisher] in die Mulde gegeben und die 

Mikrotiterplatte anschließend in den Multimode-Platten-Reader Infinite® 200 PRO [TECAN] 

gelegt. Nach einer 15-minütigen Inkubationszeit erfolgte die erste Messung bei einer Wellen-

länge von 650 nm. Danach wurde zum Stopp der enzymatischen Farbreaktion 100 µl Salz-

säure [Carl Roth] hinzugegeben. Unmittelbar danach wurde die Mikrotiterplatte mit einer Wel-

lenlänge von 450 nm ausgelesen. Die Programmspezifikationen für den Mikrotiterplattenle-

ser sind detailliert in Tabelle 13 dargestellt. 

Tab. 13: Reaktionsansatz und Programmeinstellungen zum Auswerten des kompetitiven 
ELISA mit Hilfe des Mikrotiterplattenleser Infinite F200 PRO [TECAN].  

Prozessschritt Reagenz Inkubationsdauer Wellenlänge 

Inkubation 100 µl TMB 15 min --- 

1. Auslesung --- --- 650 nm 

Reaktionsstopp 100 µl Salzsäure So schnell wie möglich --- 

2. Auslesung ---  450 nm 
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2.3.3 Auswertung der ELISA 

Die statistische und graphische Auswertung der Ergebnisse sowohl vom Antigen-ELISA als 

auch vom kompetitiven ELISA erfolgten mittels der Software PRISM [GraphPad Software]. 

Für die Auswertung des Antigen-ELISA wurde zusätzlich die Dissoziationskonstante (KD) be-

rechnet. Beim kompetitiven ELISA wurde noch die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) 

sowie der logarithmischer Wert der mittleren inhibitorischen Konzentration (pIC50) bestimmt.  

 

2.4 Herstellung von Polysialinsäure unterschiedlicher Polymerisierungsgrade 

Sowohl die langkettige Polysialinsäure als auch die kurzkettige Polysialinsäure zur Untersu-

chung der Bindungsspezifität zu den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen wurde freundlicherweise 

von Dr. Winkler aus der eigenen Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt. Der Herstellungspro-

zess wurde bereits von der Arbeitsgruppe publiziert (Vries et al., 2017). Die Fragmentierung 

der Polysialinsäure und die anschließende Auftrennung nach der Größe erfolgten ebenfalls 

in unserem Labor durch Dr. Winkler. Dieser Aufbereitungsprozess ist ebenfalls bereits durch 

die Arbeitsgruppe publiziert worden (Shahraz et al., 2022). Die Lagerung der Polysialinsäure 

unterschiedlicher Polymerisierungsgrade erfolgte bei -20 °C. 

 

2.5 Materialien 

2.5.1 Medium 

LB-Medium 

Zweifach destilliertes H20       1 L 

LB Broth (Miller) [Sigma]      25 g 

Abschließende Sterilisation im Autoklav für 15 Minuten bei 121°C 
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LB-Agar mit Zeocin 

Zweifach destilliertes H20      1 L 

LB Broth (Lennox) [Sigma]      25 g 

zeocin (1:1.000 Verdünnung) [Invitrogen]   500 µl  

Sterilisation im Autoklav für 15 Minuten bei 121°C; Anschließend abkühlen lassen bei Raum-

temperatur und auf die Agarplatten geben; Lagerung bei 4°C 

 

Running-Buffer Western Blot 

NuPage® MES SDS Running Buffer [Invitrogen]  25 ml 

Deionisiertes H2O [Sigma]      475 ml 

 

Transfer Buffer Western Blot 

NuPage® Transfer Buffer [Invitrogen]    25 ml 

Methanol [Roth]       80 ml  

Deionisiertes H2O [Sigma]      560 ml  

 

MEF-Medium mit 10% fetalem Kalb Serum (FCS) 

DMEM® mit L-Glutamin, mit D-Glucose, ohne Na-Pyruvat 450 ml 

[ThermoFisher] 

L-Glutamin [ThermoFisher]      5 ml  

Nicht-essenzielle Aminosäuren [ThermoFisher]   5 ml 

Na-Pyruvat [ThermoFisher]     5 ml  

10% fetales Kalbs Serum [ThermoFisher]   50 ml 
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0,5% Fischgelatine 

10% Fischgelatine [Sigma]      2,5 ml 

DPBS [ThermoFisher]      47,5 ml  

 

1 % Agarosegel 

UltraPure™ Agarose [Invitrogen]     0,7 g 

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer       70 ml 

Deionisiertes Wasser [SIGMA]     70 ml 

Ethidiumbromid       6 µl 

Nach aufwärmen des Ansatzes in der Mikrowelle wird das Ethidiumbromid hinzugegeben; 

Anschließend wird der Ansatz in die gewünschte Form gegeben und bei Raumtemperatur für 

30 Minuten abkühlen gelassen 

 

MEF-Medium mit niedrigem IgG-Anteil 

DMEM® mit L-Glutamin, mit D-Glucose, ohne Na-Pyruvat 450 ml 

[ThermoFisher] 

L-Glutamine [ThermoFisher]      5 ml 

Nicht-essenzielle Aminosäuren [ThermoFisher]   5 ml 

Na-Pyruvate [ThermoFisher]     5 ml 

 

2.5.2 Primer, Antikörper, Enzyme und Zellkultur 

293fectin™ Transfektionsreagenz     ThermoFisher 

BglII          ThermoFisher 

Biotin-SP AffiniPure Goat Anti-Human IgG, Fcγ fragment Jackson  

specific 
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EcoRI         ThermoFisher 

FreeStyle™ 293 Expressionssystem    ThermoFisher 

Freestyle™ 293-F Zellen       ThermoFisher 

GIBCO® FreeStyle™ 293 Expressionsmedium    ThermoFisher 

Heracell™ Inkubator       ThermoFisher 

HRP-konjugiert Ziege-Anti-Mensch IgG     Dianova 

Humaner IgG       Sigma-Alderich 

Individuell angepasste Primer     ThermoFisher 

One Shot® TOP10 chemisch kompetente E. coli   ThermoFisher 

Opti-MEM® I         ThermoFisher 

pFuse-hIgG1-Fc1-Vektor       InvivoGen 

Streptavidin, HRP       Merck 

T4-DNA-Ligase        ThermoFisher 

 

2.5.3 Chemikalien und Reagenzien  

10% fetales Kalbs Serum      ThermoFisher 

10% Fischgelatine        Sigma 

TMB-Substrat       ThermoFisher 

AccuPrime™        Invitrogen 

Ampuwa        Fresenius 

Deionisiertes Wasser      Sigma 

DMEM® mit L-Glutamin, mit D-Glucose, ohne Na-Pyruvat  ThermoFisher 
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Glycin         Sigma 

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail     ThermoFisher 

LB Broth (Lennox)       Sigma 

LB Broth (Miller)       Sigma 

L-Glutamin        ThermoFisher 

Methanol         Roth 

Milchpulver        Roth 

Na-Pyruvat        ThermoFisher 

Nicht-essenzielle Aminosäuren     ThermoFisher 

NuPage® Bis-Tris Gel 10%      Invitrogen 

NuPage® MES SDS Running Buffer (20x konzentriert)  Invitrogen 

NuPage® Probenbuffer (4x konzentriert)    Invitrogen 

NuPage® Transfer Buffer (20x konzentriert)   Invitrogen 

PageRuler™ Plus vorgefärbte Proteinleiter    ThermoFisher 

PBS         ThermoFisher 

RIPA-Puffer         Sigma 

Salzsäure        Carl Roth 

Stains All        Sigma 

SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent  ThermoFisher 

Zeocin        Invitrogen 
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2.5.4 Software 

Geneious        Biomatters 

Image Lab™        BioRadiations 

PRISM        GraphPad Software 

 

2.5.5 Weiteres 

18%igen Tris-Glycin-Polyacrylamidgel     Life Technologies 

Amicon® Ultra 0,5 ml Zentrifugalfilter     Merck 

ChemiDoc        BioRadiations 

CO2-resistenter Schüttler      ThermoFisher 

Corning® 15 ml Zentrifugenröhrchen     Merck 

Corning® Spritzenfilters mit einer 0,45 µm Porenmembran  Merck 

Dark Reader Transilluminators      Clare Chemical Research 

DNA-Gel-Ladefarbstoff (6x konzentriert)    ThermoFisher 

DPBS         ThermoFisher 

Erlenmeyerkolben       VWR 

Heraeus™-Zentrifuge      ThermoFisher 

HiTrap Protein A 1ml column     GE-Healthcare 

HiTrap Protein A 5ml column     GE-Healthcare 

Infinite® 200 PRO        TECAN 

Mikrotiterplatte Nunc MultiSorp flat-bottom   ThermoFisher 
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Nalgene™ Einweg-PETG-Erlenmeyerkolben mit Schikane-  ThermoFisher 

boden 

NanoDrop 2000        ThermoFisher 

Nitrozellulosemembran 0,45 µm     ThermoScientific 

Neubauer Zählkammer       Marienfeld 

NucleoBond™ Xtra Maxi Kits      Macherey-Nagel 

Pierce™ BCA-Protein-Assay-Kit      ThermoFisher 

Pufferkern mit Elektroden für XCell     Invitrogen 

QIAprep® Spin Miniprep Kit      Qiagen 

QIAquick Gel Extraction Kit      Qiagen 

Rotationssammler FH-930       GE Healthcare 

Rotator für Probenröhrchen     VWR 

Sicherheitswerkbank      ThermoFisher 

Thermoblock        ThermoFisher 

T3-Thermocycler        Biometra 

UltraPureTM Agarose      Invitrogen 

XCell II™ Blot Modul       Invitrogen 

XCell SureLock™ Mini-Zelle     Invitrogen 
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3. Ergebnisse 

 

Zur Bestimmung der Bindungsspezifität von Polysialinsäure zu SIGLEC-11 wurde die Bin-

dungsstärke von SIGLEC-11 in Relation zu den Bindungsstärken der Rezeptoren SIGLEC-3, 

SIGLEC-5 und SIGLEC-10 gesetzt. Dabei wurde die Bindungsstärke sowohl von kurzkettiger 

Polysialinsäure als auch langkettiger Polysialinsäure mittels ELISA untersucht. Zur Messung 

der Bindungsstärke wurden SIGELC Fc-Fusionsproteine, die durch HEK 293-F Zellen [Ther-

moFisher] synthetisiert wurden, verwendet. Zur Proteinbiosynthese wurden die HEK 293-F 

Zellen [ThermoFisher] mit eigens für diese Dissertation klonierte SIGLEC Fc-Fusionsplas-

mide transfiziert. Die Qualitätskontrolle der klonierten SIGLEC Fc-Fusionsplasmide erfolgte 

durch einen zweistufigen Prozess, bei dem eine erfolgreiche Ligation durch einen Doppel-

verdau nachgewiesen und Mutationen durch eine direkte Sequenzierung ausgeschlossen 

wurden. Die Proteinbiosynthese der HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] und die anschlie-

ßende Sezernierung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine in den Zellkulturüberstand wurde durch 

einen Western Blot verifiziert. Die abschließende Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionspro-

teine aus dem Überstand erfolgte mittels HPLC. 

 

3.1 Klonierung der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide 

Das SIGLEC Fc-Fusionsplasmid bestand aus dem pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor und dem 

SIGLEC-Insert, das sich aus der V-Set Ig-Domäne sowie aus der ersten C2-Set Ig-Domäne 

des jeweiligen SIGLEC zusammensetzt. Für die Ligation wurden die 

Restriktionsschnittstellen EcoRI, das sich am Ende der IL-2 Signalsequenz befindet, und 

BglII, das sich innerhalb des Polylinkers befindet, ausgewählt. Um während der Klonierung 

innerhalb des SIGLEC Fc-Fusionsplasmids entstandene Mutationen auszuschließen, 

wurden die SIGLEC Fc-Fusionsplasmide einem zweistufigen Überprüfungsprozess 

unterzogen. Der erste Schritt diente der Überprüfung einer erfolgreichen Ligation mittels 

Gelelektrophorese. Hierzu wurde ein Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen EcoRI und 

BglII durchgeführt. Der pFuse-hIgG1-Fc2 Vektor zeigte eine Basenpaarlänge von 4172 bp. 
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Die Basenpaarlängen des Inserts betrug für SIGLEC-3 748 bp, für SIGLEC-5 697 bp, für 

SIGLEC-10 685 bp und für SIGLEC-11 768 bp. 

Zum Ausschluss von Punktmutationen erfolgte im zweiten Schritt eine DNA-Sequenzierung 

von den SIGLEC Fc-Fusionsplasmiden, die beim vorher durchgeführten Doppelverdau eine 

erfolgreiche Ligation gezeigt hatten. Das Alignment der DNA-Sequenzen wurde mit Hilfe der 

Software geneious [biomatters] durchgeführt und ausgewertet. Die genetischen Informatio-

nen für den pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor wurden durch den Hersteller zur Verfügung gestellt. 

Die DNA-Sequenzen der SIGLEC wurden der Datenbank des National Center for Biotechno-

logy Information über die Software geneious [biomatters] entnommen. Für die SIGLEC 

Fc-Fusionsplasmide von SIGLEC-3, SIGLE-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 konnte eine voll-

ständige Übereinstimmung in der DNA-Sequenz festgestellt werden. Die Alignments für die 

klonierten SIGLEC Fc-Fusionsplasmide von SIGLEC-3 (A), SIGLEC-5 (B), SIGLEC-10 (C) 

und SIGLEC-11 (D) sind in Abbildung 8 abgebildet. Zusammenfassend konnte durch den 

zweistufigen Kontrollprozess, der sich aus einen Doppelverdau mit EcoRI und BglII sowie 

eine direkte DNA-Sequenzierung zusammensetzte, Mutationen bei den SIGLEC Fc-Fusions-

plasmiden ausgeschlossen werden.  
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Abb. 8: Ergebnisse des Alignments für die klonierten SIGLEC Fc-Fusionsplasmide von 
SIGLEC-3 (A), SIGLEC-5 (B), SIGLEC-10 (C) und SIGLEC-11 (D). Das Alignment wurde mit 
Hilfe der Software geneious [Biomatters] durchgeführt. Die DNA-Sequenz der jeweiligen 
SIGLEC wurde der Datenbank des National Center for Biotechnology Information entnom-
men. Die genetischen Informationen für den pFuse-hIgG1-Fc2 Vektor wurden durch den Her-
steller bereitgestellt. 

Cloning SIGLEC Fc-Fusionsplasmid 
 
        SIGLEC-3 Fc-Fusionsplasmid       

 
 

        SIGLEC-5 Fc-Fusionsplasmid 
 

 
 

        SIGLEC-10 Fc-Fusionsplasmid 
 

 
 
        SIGLEC-11 Fc-Fusionsplasmid 
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3.2 Proteinbiosynthese der SIGLEC Fc-Fusionsproteine 

Für die Proteinbiosynthese von den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen wurde das Free-

Style™ 293 Expressionssystem verwendet. Dieses Expressionssystem wurde speziell für die 

Synthese von hohen Proteinmengen entwickelt. Zur Proteinbiosynthese der SIGLEC Fc-Fu-

sionsproteine wurden die HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] mit den jeweiligen SIGLEC Fc-

Fusionsplasmiden transfiziert und anschließend in Nalgene Einweg-PETG-Erlenmeyerkol-

ben mit Schikaneboden inkubiert. Das IL2-Signalpeptid des pFuse-hIgG1-Fc1-Vektors be-

dingte die Sekretion der SIGLEC Fc-Fusionsproteine in den Zellkulturüberstand. 

 

3.2.1 Verifizierung der Proteinbiosynthese der SIGLEC Fc-Fusionsproteine 

Zunächst wurde gezeigt, dass die mit den SIGLEC Fc-Fusionsplasmiden transfizierten 

HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] in der Lage sind, die SIGLEC Fc-Fusionsproteine zu syn-

thetisieren. Um die Synthesefähigkeit der HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] nachzuweisen, 

wurde ein Western Blot mit Zelllysat von transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] 

durchgeführt. Die Durchführung des Western Blot erfolgte entsprechend der Beschreibung 

in Abschnitt 2.2.4. Als Negativkontrolle wurde Zelllysat von nicht transfizierten HEK 293-F 

Zellen [ThermoFisher] verwendet. Hier zeigte sich keine Bande im Western Blot. Als Positiv-

kontrolle wurde humanes IgG [Sigma-Alderich] genommen, für das eine Bande bei einem 

Molekulargewicht von ~140 kDa detektierbar war. In den Zelllysaten von den transfizierten 

HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] zeigte sich ebenfalls eine Bande. Für das SIGLEC-11 Fc-

Fusionsprotein war im Western Blot ein Molekulargewicht von ~120 kDa abzulesen. Im Ver-

gleich dazu betrug das mit der Software geneious [biomatters] berechnete Molekulargewicht 

55,67 kDa. Für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein war ein Molekulargewicht von ~130 kDa, 

für das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein von ~120 kDa und für das SIGLEC-10 Fc-Fusionspro-

tein von ~110 kDa im Western Blot abzulesen. Auch bei diesen SIGLEC Fc-Fusionsproteinen 

unterschied sich das im Western Blot abgelesene Molekulargewicht vom berechneten Mole-

kulargewicht. Das mit der Software geneious [biomatters] berechnete Molekulargewicht be-

trug für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein 54,75 kDa, für das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein 
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53,43 kDa und für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein 52,71 kDa. Die gemessenen und be-

rechneten Molekulargewichte sind nochmals in Tabelle 14 aufgeführt.  

Tab. 14: Darstellung der Molekulargewichte der jeweiligen SIGLEC Fc-Fusionsproteine, die 
zum einem durch die Software geneious [biomatters] kalkuliert und zum anderen vom Wes-
tern Blot abgelesen wurden. 

SIGLEC Fc-Fusionsprotein Molekularge-
wicht gemäß 
der Software  
geneious 

Molekularge-
wicht gemäß 
Western Blot 
(Zelllysat) 

Molekularge-
wicht gemäß 
Western Blot 
(Überstand) 

SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein 54,75 kDa ~130 kDa ~130 kDa 

SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein 53,43 kDa ~120 kDa ~120 kDa 

SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein 52,71 kDa ~110 kDa ~110 kDa 

SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein 55,67 kDa ~120 kDa ~120 kDa 
 

 

3.2.2 Verifizierung der Sekretion der SIGLEC Fc-Fusionsproteine 

Nach der Verifizierung der Proteinbiosynthese von den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen durch 

HEK 293-F Zellen, wurde die Sekretion der SIGLEC Fc-Fusionsproteine in den Überstand 

der Zellkultur überprüft. Hierfür wurde ein Western Blot mit dem Überstand von transfizierten 

HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] durchgeführt. Die Sezernierung in den Zellkulturüberstand 

erfolgte auf Grund des IL2-Signalpeptids, das Bestandteil des pFuse-hIgG1-Fc1 Vektors ist. 

Der Überstand von nicht transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] wurde wieder als 

Negativkontrolle verwendet und zeigte keine Bande im Western Blot. Als Positivkontrolle 

wurde erneut humanes IgG [Sigma-Alderich] verwendet. Bei der Positivkontrolle war auch 

eine Bande bei einem Molekulargewicht von ~140 kDa detektierbar. In den Überständen von 

den transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] konnte ebenfalls eine Bande, die durch 

die Detektion SIGLEC Fc-Fusionsproteine entstanden, nachgewiesen werden. Das Moleku-

largewicht für das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein lag bei ~120 kDa. Im Vergleich dazu lag 

das Molekulargewicht für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein bei ~130 kDa, für das SIGLEC-5 

Fc-Fusionsprotein bei ~120 kDa und für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein bei ~110 kDa. 

Damit war das Molekulargewicht der in den Überstand sezernierten SIGLEC Fc-Fusionspro-

teine vergleichbar mit dem Molekulargewicht der SIGLEC Fc-Fusionsproteine im Zelllysat. 
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Dementsprechend waren die Molekulargewichte der SIGLEC Fc-Fusionsproteine, die sich 

im Überstand befanden, ebenfalls höher als die mit der Software geneious [Biomatters] kal-

kulierten Molekulargewichte. Die im Western Blot abgelesenen Molekulargewichte für die in 

den Zellkulturüberstand sezernierten SIGLEC Fc-Fusionsproteine sind in Tabelle 14 zusam-

mengefasst.  

 

3.3 Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine aus dem Zellkulturüberstand 

Die Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine aus dem Überstand erfolgte durch eine 

HPLC. Dieser Prozess der Aufreinigung kann in die vier Schritte Äquilibrierung, Laden, Wa-

schen und Elution unterteilt werden.  

 

3.3.1 Aufreinigung des SIGLEC-11 Fc-Fusionsproteins  

Die Gesamtzeit zur Aufarbeitung des SIGLEC Fc-Fusionsprotein mittels HPLC war abhängig 

vom Volumen des aufzureinigenden Zellüberstands. Damit war von den einzelnen Prozessen 

die Applizierung des Überstands auf die Protein A Säule der zeitbestimmende Schritt. Hin-

gegen waren die Dauer für die Äquilibrierung, das Waschen und die Elution bei definierter 

Flussrate und Größe der Säule konstant. Die Durchführung der HPLC erfolgte gemäß den 

Angaben in Abschnitt 2.2.5. Während des gesamten Prozesses der Aufreinigung wurde der 

Durchfluss von der HiTrap Protein A Säule [GE Healthcare] kontinuierlich mit einem photo-

metrischen UV-Detektor [Pharmacia Biotech] bei einer Wellenlänge von 205/280 nm auf das 

Vorhandensein von Proteinen kontrolliert. Die gemessene UV-Extinktion wurde durch die 

Software Unicorn 1.0 [Bioprocess] digital erfasst und in einem Graphen gegen das Volumen 

in ml aufgetragen. Abbildung 9 zeigt die gemessene UV-Extinktion während der Aufreinigung 

des SIGLEC-11 Fc-Fusionsproteins für die Schritte Laden (A), Waschen (B) und Elution (C). 

Auf die Abbildung der Äquilibrierung, die mit PBS (pH 7) [Roth] durchgeführt wurde, ist zu-

gunsten einer übersichtlicheren Darstellung in dieser Dissertation verzichtet worden. Wäh-

rend der Äquilibrierung wurde keine UV-Absorption gemessen, weil es sich bei PBS um eine 

proteinfreie Salzlösung handelte. Nach diesem Schritt wurde der Überstand der HEK 293-F 
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Zellkultur auf die Protein A Säule appliziert (Abbildung 9 (A)). Der Überstand stammte von 

transfizierten HEK 293 F-Zellen und wurde entsprechend des Abschnitts 2.2.3 aufbereitet 

und gelagert. Nach einem Beladungsvolumen von 10 ml Zellüberstand kam es zum Anstieg 

der UV-Extinktion im Durchfluss. Der Anstieg der UV-Absorption spiegelte das Vorhanden-

sein von Proteinen im Durchfluss wider, die keine nicht-kovalente Bindung mit dem Protein A 

der Säulenmatrix eingegangen waren. Es kam zu einem verzögerten Anstieg der UV-Absorp-

tion, da sowohl das Röhrensystem als auch das Pumpensystem der HPLC zunächst mit dem 

Zellüberstand befüllt werden mussten. Im weiteren Verlauf bildete sich ein Plateau bei unge-

fähr 400 mAU. Insgesamt wurden 45 ml Zellüberstand auf die Protein A Säule geladen. Wäh-

rend des Waschschrittes (Abbildung 9 (B)) fiel die gemessene UV-Extinktion wieder ab und 

erreichte nach 35 ml ein konstantes Niveau im Bereich der Nulllinie. Mit Erreichen der Nullli-

nie waren nicht gebundene Proteine aus der Protein A Säule herausgewaschen, sodass sich 

nur noch das an die Protein A Matrix gebundene SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein in der Säule 

befand. Die nicht-kovalente Bindung zwischen dem Protein A und dem SIGLEC-11 Fc-Fusi-

onsprotein wurde während der Elution aufgelöst (Abbildung 9 (C)). Als Elutionsmedium 

wurde ein linearer Gradient mit Glycin (pH 3) [Roth] und PBS (pH 7) [ThermoFisher] verwen-

det. Bei einem prozentualen Anteil von ungefähr 65 % Glycin wurde die nicht-kovalente Bin-

dung gelöst, sodass das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein aus der Protein A Säule gewaschen 

wurde. Zu diesem Zeitpunkt wurde im Durchfluss ein schneller Anstieg der UV-Extinktion 

detektiert und das SIGLEC Fc-Fusionsprotein eluierte mit einem Doppelpeak. Anschließen-

den fiel die UV-Absorption wieder auf die Nulllinie zurück. Der Abfall auf die Nulllinie bedeu-

tete, dass das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein vollständig aus der Protein A Säule ausgewa-

schen worden war. Die maximale UV-Extinktion für das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein betrug 

290 mAU. Dabei korreliert die Höhe der UV-Absorption mit der Proteinkonzentration im 

Durchfluss. 
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Abb. 9: Zeitlicher Verlauf der gemessenen UV-Extinktion bei einer Wellenlänge von 
205/280 nm für das Laden (A), Waschen (B) und die Elution (C) während der Aufreinigung 
vom SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein aus dem Zellkulturüberstand mittels HPLC. Das appli-
zierte Volumen in ml ist auf der x-Achse und die durch das UV-Detektionssystems gemes-
sene Absorption in mAU auf der y-Achse aufgetragen. Die hellgrüne Linie während der Elu-
tion (C) zeigt den linearen Gradienten des Elutionsmediums Glycin [Sigma]. Des Weiteren 
sind noch die Leitfähigkeit, die prozentuale Veränderung der Leitfähigkeit sowie der Druck 
innerhalb des Pumpensystems der HPLC gegen das applizierte Volumen dargestellt. UV = 
gemessene UV-Absorption in mAU, Cond = Leitfähigkeit [mS/cm], Cond % = Veränderung 
der Leitfähigkeit ausgehend von der Nulllinie [%]; Conc = Prozentualer Anteil von Glycin wäh-
rend der Elution [%]; Pressure = Druck im Pumpensystem [MPa]  

 
        Laden 
 

 
  

        Waschen 
 

 
 

        Elution 
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3.3.2 Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und 

SIGLEC-10  

Die SIGLEC Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 wurden eben-

falls mittels HPLC aus dem Zellkulturüberstand von transfizierten HEK 293-F Zellen [Ther-

moFisher] aufgereinigt. Die Durchführung der HPLC erfolgte wie für das SIGLEC-11 Fc-Fu-

sionsprotein entsprechend den Angaben in Abschnitt 2.2.5 Das Monitoring der Aufreinigung 

erfolgte ebenfalls mit Hilfe der Software Unicorn 1.0 [Bioprocess]. Der Graph für das SIGLEC-

3 Fc-Fusionsprotein ist in Abbildung 10, für das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein in Abbildung 

11 und für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein in Abbildung 12 dargestellt. Wie beim SIGLEC-

11 Fc-Fusionsprotein wurde zur besseren Übersichtlichkeit auf die Darstellung der Äquilib-

rierung verzichtet. Für die SIGLEC Fc-Fusionsproteine lagen die während der Äquilibrierung 

gemessenen UV-Absorptionswerte um die Nulllinie. Während des Ladens des Zellüber-

stands auf die Protein A Säule kam es wie beim SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein zum Anstieg 

der UV-Extinktion nach der Applikation von 10 ml Zellüberstand. Die maximale UV-Extinktion 

während der Applikation betrug 380 mAU für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein (Abbildung 

10 (A)), 770 mAU für SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein (Abbildung 11 (A)) und 550 mAU für 

SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein (Abbildung 12 (A)). Am Ende des sich anschließenden 

Waschschritts fiel die UV-Extinktion für die SIGLEC Fc-Fusionsproteine SIGLEC-3 (Abbil-

dung 10 (B)), SIGLEC-5 (Abbildung 11 (B)) und SIGLEC-10 (Abbildung 12 (B)) auf die Null-

linie zurück. Für die Elution wurde ebenfalls ein linearer Gradient mit Glycin (pH 3) [Roth] als 

Elutionsmedium genutzt. Die nicht-kovalente Bindung zwischen den SIGLEC Fc-Fusionspro-

teinen und der Protein A Matrix löste sich auch beim prozentualen Anteil von 65 % Glycin. 

Die maximale UV-Absorption während der Elution unterschied sich jedoch im Vergleich zum 

SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein. Für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsproteins lag das Maximum der 

gemessenen UV-Extinktion bei 800 mAU (Abbildung 10 (C)) und war damit höher als beim 

SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein. Die maximale UV-Absorption war für das SIGLEC-5 Fc-Fusi-

onsprotein mit 180 mAU (Abbildung 11 (C)) und für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein mit 

40 mAU (Abbildung 12 (C)) niedriger als beim SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein. Auch diese 

SIGLEC Fc-Fusionsproteine eluierten mit einen Doppelpeak. Die präzise Erfassung dieses 

Doppelpeaks ist für einen hohen Reinheitsgrad und minimale Verluste von Bedeutung. 
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Abb. 10: Zeitlicher Verlauf der gemessenen UV-Extinktion bei einer Wellenlänge von 
205/280 nm für das Laden (A), Waschen (B) und die Elution (C) während der Aufreinigung 
vom SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein aus dem Zellkulturüberstand mittels HPLC. Das applizierte 
Volumen in ml ist auf der x-Achse und die durch das UV-Detektionssystems gemessene Ab-
sorption in mAU auf der y-Achse aufgetragen. Die hellgrüne Linie während der Elution (C) 
zeigt den linearen Gradienten des Elutionsmediums Glycin [Sigma]. Des Weiteren sind noch 
die Leitfähigkeit, die prozentuale Veränderung der Leitfähigkeit sowie der Druck innerhalb 
des Pumpensystems der HPLC gegen das applizierte Volumen dargestellt. UV = gemessene 
UV-Absorption in mAU, Cond = Leitfähigkeit [mS/cm], Cond % = Veränderung der Leitfähig-
keit gemessen von der Nulllinie [%]; Conc = Anteil von Glycin während der Elution [%]; Pres-
sure = Druck im Pumpensystem [MPa]  
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Abb. 11: Zeitlicher Verlauf der gemessenen UV-Extinktion bei einer Wellenlänge von 
205/280 nm für das Laden (A), Waschen (B) und die Elution (C) während der Aufreinigung 
vom SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein aus dem Zellkulturüberstand mittels HPLC. Das applizierte 
Volumen in ml ist auf der x-Achse und die durch das UV-Detektionssystems gemessene Ab-
sorption in mAU auf der y-Achse aufgetragen. Die hellgrüne Linie während der Elution (C) 
zeigt den linearen Gradienten des Elutionsmediums Glycin [Sigma]. Des Weiteren sind noch 
die Leitfähigkeit, die prozentuale Veränderung der Leitfähigkeit sowie der Druck innerhalb 
des Pumpensystems der HPLC gegen das applizierte Volumen dargestellt. UV = gemessene 
UV-Absorption in mAU, Cond = Leitfähigkeit [mS/cm], Cond % = Veränderung der Leitfähig-
keit gemessen von der Nulllinie [%]; Conc = Anteil von Glycin während der Elution [%]; Pres-
sure = Druck im Pumpensystem [MPa]  
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Abb. 12: Zeitlicher Verlauf der gemessenen UV-Extinktion bei einer Wellenlänge von 
205/280 nm für das Laden (A), Waschen (B) und die Elution (C) während der Aufreinigung 
vom SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein aus dem Zellkulturüberstand mittels HPLC. Das appli-
zierte Volumen in ml ist auf der x-Achse und die durch das UV-Detektionssystems gemes-
sene Absorption in mAU auf der y-Achse aufgetragen. Die hellgrüne Linie während der Elu-
tion (C) repräsentiert den linearen Gradienten des Elutionsmediums Glycin [Sigma]. Des Wei-
teren sind noch die Leitfähigkeit, die prozentuale Veränderung der Leitfähigkeit sowie der 
Druck innerhalb des Pumpensystems der HPLC gegen das applizierte Volumen dargestellt. 
UV = gemessene UV-Absorption in mAU, Cond = Leitfähigkeit [mS/cm], Cond % = Verände-
rung der Leitfähigkeit gemessen von der Nulllinie [%]; Conc = Anteil von Glycin während der 
Elution [%]; Pressure = Druck im Pumpensystem [MPa]  
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3.4 Bindungsspezifität von Polysialinsäure zu SIGLEC-11   

Zur nähergehenden Analyse der Bindungsspezifität von Polysialinsäure zu SIGLEC-11 

wurde die Bindungsstärke vom SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein in Relation zur Bindungsstärke 

der SIGLEC Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 gesetzt. Neben 

der Bindungsstärke von kurzkettiger Polysialinsäure, das definitionsgemäß zu den nieder-

molekularen Polysialinsäuren gehört, wurde auch die Bindungsstärke von langkettiger Poly-

sialinsäure zu den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen analysiert. Für die Bestimmung der Bin-

dungsstärke wurde ein kompetitiver ELISA, der auf einer mit langkettiger Polysialinsäure be-

schichteten Mikrotiterplatte basierte, durchgeführt. Zur Etablierung des kompetitiven ELISA 

wurde mit Hilfe eines Antigen-ELISA die Bindung zwischen langkettiger Polysialinsäure und 

den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen nachgewiesen und die Konzentration von den SIGLEC 

Fc-Fusionsproteine ermittelt, um eine ideale Signalintensität zu erreichen. Die Durchführung 

der beiden verwendeten ELISA-Techniken erfolgte entsprechend der Protokolle in Abschnitt 

2.3.  

 

3.4.1 Avidität zwischen SIGLEC-11 und langkettiger Polysialinsäure 

Der Antigen-ELISA diente der Untersuchung der Bindungsinteraktion zwischen SIGLEC-11 

und langkettiger Polysialinsäure. Hierfür wurde für das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein eine 

Verdünnungsreihe mit den Konzentrationen 0,1 µg/ml, 0,3 µg/ml, 1 µg/ml, 3 µg/ml, 10 µg/ml, 

und 30 µg/ml angesetzt. Die Visualisierung der Interaktion zwischen dem SIGLEC-11 Fc-Fu-

sionsprotein und langkettiger Polysialinsäure erfolgte durch eine enzymatische Farbreaktion 

mit einem HRP-konjugierten Antikörper. Es wurden drei Versuchsreihen (n=3) durchgeführt 

und der Mittelwert aus den bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessenen optischen Dichten 

(OD-Werten) gebildet. Bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein, 

das die niedrigste untersuchte Konzentration war, ergab sich ein OD-Wert von 0,249. Bei der 

Konzentration von 0,3 µg/ml SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein lag die optische Dichte bei 0,412 

und bei einer Konzentration von 1 µg/ml SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein bei 0,868. Damit 

zeigte sich in diesem Konzentrationsbereich der steilste Anstieg für die optische Dichte. Mit 
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zunehmender Konzentration vom SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein flachte der Anstieg des 

OD-Werts ab. So lag die Absorption bei einer Konzentration von 10 µg/ml SIGLEC-11 Fc-Fu-

sionsprotein bei 1,411 und bei einer Konzentration von 30 µg/ml SIGLEC-11 Fc-Fusionspro-

tein, das die höchste untersuchte Konzentration war, bei 1,921. Damit zeigte sich eine Sätti-

gungskurve für das Bindungsverhalten zwischen dem SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein und 

langkettiger Polysialinsäure. Die graphischen Darstellungen der gemittelten OD-Werte für 

das SIGLEC-11 Fc-Fusionsproteine ist Abbildung 13 zu entnehmen. 

 

Abb. 13: Graphische Aufbereitung der gemittelten OD-Werte mit der Standardabweichung 
in Abhängigkeit zu den Konzentrationen des SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein beim Anti-
gen-ELISA. Die gemittelten OD-Werte basieren auf drei Versuchsreihen (n=3).  

 

Zur Objektivierung der Bindungsinteraktion wurde zusätzlich die Dissoziationskonstante KD 

mit Hilfe der Software PRISM [GraphPad Software] berechnet. Diese lag für SIGLEC-11 bei 

1,27 µg/ml.  
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3.4.2 Avidität zwischen SIGLEC-3, SIGLEC-5 sowie SIGLEC-10 und langkettiger Polysia-

linsäure 

Zur Überprüfung der Bindungsinteraktion von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 mit 

langkettiger Polysialinsäure wurde ebenfalls ein Antigen-ELISA durchgeführt. Analog zum 

Versuchsaufbau vom SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein wurden die Konzentrationen 0,1 µg/ml, 

0,3 µg/ml, 1 µg/ml, 3 µg/ml, 10 µg/ml und 30 µg/ml für die Verdünnungsreihen der SIGLEC 

Fc-Fusionsprotein von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 verwendet. Es wurden für die 

SIGLEC Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 jeweils drei Ver-

suchsreihen (n=3) durchgeführt und der Mittelwert aus den bei einer Wellenlänge von 450 nm 

gemessenen OD-Werten gebildet. Für die SIGLEC Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3, 

SIGLEC-5 und SIGLEC-10 zeigte sich ebenfalls eine Bindungsinterkation mit langkettiger 

Polysialinsäure. Für SIGLEC-3 lag der OD-Wert bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml 

SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein bei 0,14, bei einer Konzentration von 0,3 µg/ml SIGLEC-3 

Fc-Fusionsprotein bei 0,23 und bei einer Konzentration von 1 µg/ml SIGLEC-3 Fc-Fusions-

protein bei 0,309. Somit zeigte sich im Konzentrationsbereich zwischen 0,1 µg/ml SIGLEC-3 

Fc-Fusionsprotein und 1,0 µg/ml SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein der stärkste Anstieg bei der 

optischen Dichte. Im weiteren Verlauf flachte der Anstieg der optischen Dichte zunehmend 

ab. Bei einer Konzentration von 10 µg/ml SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein war der OD-Wert bei 

0,655 und bei einer Konzentration von 30 µg/ml SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein bei 1,127. Da-

mit war die gemessene optische Dichte bei der maximalen Konzentration von 30 µg/ml nied-

riger als für das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein, bei dem der OD-Wert bei 1,921 lag.  

Im Vergleich zum SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein wurden für das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein 

höhere OD-Werte gemessen. Eine Ausnahme stellt jedoch die Konzentration von 30 µg/ml 

SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein dar, bei dem für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein eine höhere 

optische Dichte gemessen werden konnte. Bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml SIGLEC-5 

Fc-Fusionsprotein wurde ein OD-Wert von 0,128 gemessen. Der OD-Wert stieg bis zu einer 

Konzentration von 1 µg/ml SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein auf 0,523 an. Bei der maximalen 

Konzentration von 30 µg/ml SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein lag der OD-Wert bei 1,082.  
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Beim SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein konnten im Vergleich zu den SIGLEC Fc-Fusionsprote-

inen von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-11 die höchsten OD-Werte gemessen werden. 

Eine Ausnahme stellte die Konzentration von 30 µg/ml SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein dar, 

bei der für das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein der höchste OD-Wert gemessen wurde. Für 

das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein ergab sich für die Konzentration von 0,1 µg/ml SIGLEC-

10 Fc-Fusionsprotein ein OD-Wert von 0,363. Die optische Dichte stieg bis zur Konzentration 

von 1 µg/ml SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein auf 0,861 an. Vergleichbar mit den anderen 

SIGLEC Fc-Fusionsproteinen war auch für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein im Konzent-

rationsbereich zwischen 0,1 µg/ml SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein und 1 µg/ml SIGLEC-10 

Fc-Fusionsprotein der Anstieg des OD-Werts am steilsten. Bei einer Konzentration von 

30 µg/ml SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein war der OD-Wert bei 1,869.  

In der graphischen Darstellung der OD-Werte zeigt sich für SIGLEC-3, SIGLEC-5 und 

SIGLEC-10 ebenfalls ein konzentrationsabhängiges Bindungsverhalten, wobei mit zuneh-

mender Konzentration eine Rezeptorsättigung erreicht wurde. Damit handelt es sich bei 

SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 genauso wie bei SIGLEC-11 um eine Sättigungs-

kurve, sodass sich für SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 eine vergleichbare 

Bindungsinteraktion mit langkettiger Polysialinsäure als Bindungspartner ergab. Die graphi-

schen Darstellungen der gemittelten OD-Werte für die SIGLEC Fc-Fusionsproteine von 

SIGLEC-3 (A), SIGLEC-5 (B) und SIGLEC-10 (C) sind Abbildung 14 zu entnehmen. Aus den 

gemessenen OD-Werten des Antigen-ELISA wurde anschließend noch die Dissoziations-

konstante KD berechnet. Im Vergleich zu SIGLEC-5 und SIGLEC-10 erreichte SIGLEC-3 mit 

einem Wert von 3,722 µg/ml die höchste KD. Die niedrigste KD erreichte SIGLEC-5 mit 0,886 

µg/ml. Für SIGLEC-10 ergab sich ein Wert von 0,892 µg/ml. Mit einer KD von 1,27 µg/ml lag 

SIGLEC-11 zwischen SIGLEC-3 sowie SIGLEC-5 und SIGLEC-10. Die KD sind in Tabelle 15 

zusammengefasst. 

Tab. 15: Darstellung der Dissoziationskonstante KD für SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 
und SIGLEC-11.  

 SIGLEC-3 SIGLEC-5 SIGLEC-10 SIGLEC-11 

Dissoziationskonstante 
KD [µg/ml] 

3,722 0,866 0,892 1,27 
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Abb. 14: Graphische Darstellung der OD-Werte mit der Standardabweichung in Abhängig-
keit zur Konzentration der SIGLEC Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3 (A), SIGLEC-5 (B) und 
SIGLEC-10 (C). Dargestellt sind die gemittelten OD-Werte (n=3) mit der Standardabwei-
chung. Die Ergebnisse zeigen ein konzentrationsabhängiges Bindungsverhalten, wobei mit 
zunehmender Konzentration eine Rezeptorsättigung erreicht wird.  

 

3.4.3 Bindungsstärke von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11  

Zur Bestimmung der Bindungsstärke von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 wurde 

ein kompetitiver ELISA durchgeführt. Für die kurzkettige Polysialinsäure wurde eine Verdün-

nungsreihe mit den Konzentrationen 1 µg/ml, 3 µg/ml, 10 µg/ml, 30 µg/ml, 100 µg/ml, 

300 µg/ml und 1000 µg/ml verwendet. Der Nachweis der Bindung zwischen dem SIGLEC-11 

Antigen-ELISA 
 
      SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein          SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein 
 

         
 

      SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein 
 

 



87 

 

 

Fc-Fusionsprotein und kurzkettiger Polysialinsäure erfolgte durch die enzymatische Farbre-

aktion eines mit HRP-konjugierten Antikörpers. Es wurden drei Versuchsreihen (n=3) durch-

geführt und der Mittelwert aus den bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessenen OD-Wer-

ten gebildet. Bei einer Konzentration von 1 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure lag der OD-Wert 

bei 1,124. Für eine Konzentration von 3 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure blieb die optische 

Dichte mit 1,128 annährend konstant und stieg bei einer Konzentration von 10 µg/ml kurz-

kettige Polysialinsäure auf einen OD-Wert von 1,141 an. Im Folgenden sank die optische 

Dichte bei einer Konzentration von 30 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure auf 1,069, bei einer 

Konzentration von 100 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure auf 1,05 und bei einer Konzentration 

von 300 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure auf 0,887. Bei der maximalen Konzentration von 

1000 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure lag der OD-Wert bei 0,586. Die gemessenen 

OD-Werte sind in Abbildung 15 dargestellt.  

 

Abb. 15: Graphische Darstellung der OD-Werte mit der Standardabweichung in Abhängig-
keit zum Logarithmus der Konzentration von kurzkettiger Polysialinsäure beim kompetitiven 
ELISA für das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein. Dargestellt sind die gemittelten OD-Werte 
(n=3). Zur Objektivierung der Bindungsstärke wurde anhand der gemessenen OD-Werte zu-
sätzlich die IC50 berechnet. Für SIGLEC-11 lag die IC50 bei 1191 µg/ml kurzkettige Polysia-
linsäure. Daraus ergibt sich ein pIC50 für SIGLEC-11 von 3,076. 
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Zur Objektivierung der Bindungsstärke wurde mit Hilfe der Software PRISM [GraphPad Soft-

ware] aus den gemessenen OD-Werte die mittlere inhibitorische Konzentration IC50 berech-

net. Die IC50 für SIGLEC-11 lag bei 1191 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure. Ergänzend wurde 

noch der negative dekadische Logarithmus pIC50 berechnet. Der pIC50 war für SIGLEC-11 

3,076.  

 

3.4.4 Bindungsstärke von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-3, SIGLEC-5 und 

SIGLEC-10  

Zur Berechnung der Bindungsspezifität von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 

wurde die Bindungsstärke von SIGLEC-11 in Relation zur Bindungsstärke von SIGLEC-3, 

SIGLEC-5 und SIGLEC-10 gesetzt. Daher wurde analog zum kompetitiven ELISA von 

SIGLEC-11 dieselbe Verdünnungsreihe für kurzkettige Polysialinsäure mit den Konzentrati-

onen 1 µg/ml, 3 µg/ml, 10 µg/ml, 30 µg/ml, 100 µg/ml, 300 µg/ml und 1000 µg/ml verwendet. 

Für die SIGLEC Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 wurden je-

weils 3 Versuchsreihen (n=3) durchgeführt.  

Für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein lag der OD-Wert bei einer Konzentration von 1 µg/ml 

kurzkettige Polysialinsäure bei 0,742 und blieb für die Konzentration von 3 µg/ml kurzkettige 

Polysialinsäure mit einer optischen Dichte von 0,771 annährend konstant. Bei einer Konzent-

ration von 10 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure sank der OD-Wert auf 0,651 und blieb an-

schließend bis zu einer Konzentration von 100 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure mit einer 

optischen Dichte von 0,678 konstant. Bei einer Konzentration von 300 µg/ml kurzkettige Po-

lysialinsäure sank die Absorptionsdichte auf 0,574. Bei der maximal untersuchten Konzent-

ration von 1000 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure lag der OD-Wert bei 0,288. Damit nahm 

die Absorptionsdichte im Bereich zwischen 100 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure und 

1000 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure am stärksten ab.  

Einen vergleichbaren Kurvenverlauf ergaben sich sowohl für das SIGLEC-5 Fc-Fusionspro-

tein als auch für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein. Für das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein 

lag der OD-Wert bei einer Konzentration von 1 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure bei 0,410 
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und war bis zu einer Konzentration von 3 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure annähernd kon-

stant. Bei einer Konzentration von 10 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure sank der OD-Wert 

auf 0,391. Danach verringerte sich die optische Dichte für eine Konzentration von 30 µg/ml 

kurzkettige Polysialinsäure auf 0,363 und blieb bis zu einer Konzentration von 100 µg/ml 

kurzkettige Polysialinsäure mit einem OD-Wert von 0,365 annährend konstant. Danach sank 

der OD-Wert bei einer Konzentration von 300 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure auf 0,304. 

Bei der höchsten Konzentration von 1000 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure lag die optische 

Dichte bei 0,161.  

Im Vergleich dazu konnte für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein höhere OD-Werte gemes-

sen werden. Bei einer Konzentration von 1 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure lag die optische 

Dichte bei 0,443. Bei einer Konzentration von 3 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure stieg der 

OD-Wert auf 0,504 an, um dann wieder auf eine optische Dichte von 0,446 bei einer Kon-

zentration von 10 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure zu sinken. Bis zu einer Konzentration von 

100 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure blieb der OD-Wert mit 0,448 weitestgehend konstant. 

Danach sank der OD-Wert bei einer Konzentration von 300 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure 

auf 0,376. Bei der maximalen Konzentration von 1000 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure lag 

die optische Dichte bei 0,21. Die graphische Darstellung der OD-Werte für die SIGLEC 

Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3 (A), SIGLEC-5 (B) und SIGLEC-10 (C) erfolgte mit der 

Software PRISM [GraphPad Software] und ist in Abbildung 16 dargestellt. 

Im nächsten Schritt wurde zur Objektivierung der Bindungsstärke ebenfalls aus den gemes-

senen OD-Werte die IC50 berechnet. Die Berechnung wurde mit Hilfe der Software PRISM 

[GraphPad Software] durchgeführt. Die mittlere inhibitorische Konzentration für SIGLEC-3 

lag bei 5,85x107 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure. Für SIGLEC-5 war die IC50 bei 1,87x107 

µg/ml kurzkettige Polysialinsäure und für SIGLEC-10 bei 2,96x106 µg/ml kurzkettige Polysia-

linsäure. Ergänzend dazu wurde noch der negative dekadische Logarithmus pIC50 berechnet. 

Für SIGLEC-5 ergab sich die höchste pIC50 mit 9,272 und für SIGLEC-10 die niedrigste pIC50 

mit 6,471. Dazwischen lag SIGLEC-3 mit einem pIC50 von 7,767. Von allen vier untersuchten 

SIGLEC Fc-Fusionsproteinen hatte SIGLEC-11 mit 3,08 die niedrigste pIC50.  
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Abb. 16: Graphische Darstellung der OD-Werte mit der Standardabweichung in Abhängig-
keit zum Logarithmus der Konzentration von kurzkettiger Polysialinsäure beim kompetitiven 
ELISA für die SIGLEC Fc-Fusionsprotein von SIGLEC-3 (A), von SIGLEC-5 (B) und von 
SIGLEC-10 (C). Dargestellt sind die gemittelten OD-Werte (n=3). Zur Objektivierung der Bin-
dungsstärke wurde anhand der gemessenen OD-Werte zusätzlich die IC50 berechnet. Für 
SIGLEC-3 lag diese bei 5,85x107 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure, für SIGLEC-5 bei 
1,87x107 µg/ml kurzkettige Polysialinsäure und für SIGLEC-10 bei 2,96x106 µg/ml kurzkettige 
Polysialinsäure. Daraus ergibt sich ein pIC50 für SIGLEC-3 von 7,767, für SIGLEC-5 von 
9,272 und für SIGLEC-10 von 6,471. 

 

Kompetitiver ELISA (Kurzkettige PSA)  
 
      SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein      SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein 
 

            
 

       SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein 
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3.4.5 Bindungsstärke von langkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 

Neben der Bindungsspezifität von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 wurde auch 

die Bindungsspezifität von langkettiger Polysialinsäure untersucht. Für langkettige Polysia-

linsäure wurde eine Verdünnungsreihe mit den Konzentrationen 0,1 µg/ml, 0,3 µg/ml, 

1 µg/ml, 3 µg/ml, 10 µg/ml, 30 µg/ml und 100 µg/ml verwendet. Es wurden insgesamt drei 

Versuchsreihen (n=3) durchgeführt und aus diesen der gemittelte OD-Wert gebildet. Für eine 

Konzentration von 0,1 µg/ml langkettige Polysialinsäure wurde ein OD-Wert von 1,445 ge-

messen. Mit zunehmender Konzentration von langkettiger Polysialinsäure nahm der 

OD-Wert ab. So wurde bei einer Konzentration von 0,3 µg/ml langkettige Polysialinsäure ein 

OD-Wert von 1,337, von 3 µg/ml langkettige Polysialinsäure ein OD-Wert von 0,958 µg/ml 

und von 30 µg/ml langkettige Polysialinsäure ein OD-Wert von 0,52 gemessen. Bei der ma-

ximalen Konzentration von 100 µg/ml langkettige Polysialinsäure betrug der OD-Wert 0,24. 

Die gemessen OD-Werte sind in Abbildung 17 dargestellt. 

 

Abb. 17: Graphische Darstellung der OD-Werte mit der Standardabweichung in Abhängig-
keit zum Logarithmus der Konzentration von langkettiger Polysialinsäure beim kompetitiven 
ELISA für das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein. Dargestellt sind die gemittelten OD-Werte 
(n=3) mit der Standardabweichung für das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein. Zur Objektivierung 
der Bindungsspezifität wurde mit Hilfe der OD-Werte die IC50 berechnet. Für SIGLEC-11 lag 
diese bei 19,85 µg/ml langkettige Polysialinsäure. Dementsprechend war die pIC50 1,298 für 
SIGLEC-11. 
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Wie bei der kurzkettigen Polysialinsäure wurde zur Objektivierung der Bindungsstärke die 

IC50 berechnet. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der Software PRISM [GraphPad Software]. 

Die mittlere inhibitorische Konzentration für SIGLEC-11 und langkettiger Polysialinsäure als 

Ligand war 19,85 µg/ml langkettige Polysialinsäure. Weiterführend wurde noch der negative 

dekadische Logarithmus pIC50 gebildet. Der pIC50 lag für SIGLEC-11 bei 1,298. 

 

3.4.6 Bindungsstärke von langkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-3, SIGLEC-5 und 

SIGLEC-10  

Zur Untersuchung der Bindungsspezifität von langkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 

wurde ebenfalls die Bindungsstärke zwischen SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 und 

langkettiger Polysialinsäure untersucht. Folglich wurde für langkettige Polysialinsäure die 

identische Verdünnungsreihe wie bei der Messung der Bindungsstärke zwischen SIGLEC-11 

und langkettiger Polysialinsäure verwendet. Für alle drei SIGLEC Fc-Fusionsproteine wurden 

jeweils 3 Versuchsreihen (n=3) durchgeführt. Für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein lag die 

Absorption bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml langkettige Polysialinsäure bei einem 

OD-Wert von 0,896. Bei der folgenden Konzentration von 0,3 µg/ml langkettige Polysialin-

säure sank die Absorptionsdichte auf 0,841. Bei den folgenden Konzentrationen nahm der 

OD-Wert weiter ab. Der OD-Wert war 0,765 bei einer Konzentration von 3 µg/ml langkettige 

Polysialinsäure, 0,519 bei einer Konzentration von 10 µg/ml langkettige Polysialinsäure und 

0,334 bei einer Konzentration von 30 µg/ml langkettige Polysialinsäure. Bei einer Konzentra-

tion von 100 µg/ml, was die höchste Konzentration war, lag der OD-Wert bei 0,129.  

Für das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein und das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein ergaben sich 

ähnliche Kurvenverläufe für die optische Dichte. Für das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein war 

der OD-Wert bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml bei 0,510 und war bis zu einer Konzent-

ration von 0,3 µg/ml langkettige Polysialinsäure mit einem OD-Wert von 0,519 annähernd 

konstant. Danach sank der OD-Wert auf 0,469 bei einer Konzentration von 1 µg/ml langket-

tige Polysialinsäure. Bei einer Konzentration von 3 µg/ml langkettige Polysialinsäure verrin-

gerte sich die optische Dichte auf 0,339 und sank weiter auf einen OD-Wert von 0,341 bei 
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einer Konzentration von 10 µg/ml langkettige Polysialinsäure. Bei einer Konzentration von 30 

µg/ml langkettige Polysialinsäure lag der OD-Wert bei 0,174. Bei der höchsten Konzentration 

von 100 µg/ml langkettige Polysialinsäure war der OD-Wert bei 0,077.  

Für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein ergaben sich im Vergleich zu den SIGLEC Fc-Fusi-

onsproteinen von SIGLEC-3 und SIGLEC-5 geringere optische Dichten. Für das SIGLEC-10 

Fc-Fusionsprotein lag der OD-Wert bei 0,202 für eine Konzentration von 0,1 µg/ml langket-

tige Polysialinsäure. Bei einer Konzentration von 0,3 µg/ml langkettige Polysialinsäure sank 

der OD-Wert auf 0,188 und stieg dann bei einer Konzentration von 1 µg/ml langkettige Poly-

sialinsäure wieder auf eine optische Dichte von 0,236 an. Damit blieb der OD-Wert bis zu 

einer Konzentration von 3 µg/ml langkettige Polysialinsäure, bei dem die Absorptionsdichte 

bei 0,190 lag, weitestgehend konstant. Danach sank der OD-Wert auf 0,119 bei einer Kon-

zentration von 30 µg/ml langkettige Polysialinsäure. Für die höchste untersuchte Konzentra-

tion von 100 µg/ml langkettige Polysialinsäure lag die optische Dichte bei 0,070. Die graphi-

sche Darstellung erfolgte mit der Software PRISM [GraphPad Software] und ist für die 

SIGLEC Fc-Fusionsprotein von SIGLEC-3 (A), SIGLEC-5 (B) und SIGLEC-10 (C) in Abbil-

dung 18 dargestellt. 

Im nächsten Schritt wurde aus den gemessenen OD-Werten die IC50 berechnet. Die Berech-

nung erfolgte mit Hilfe der Software PRISM [GraphPad Software]. Die IC50 für SIGLEC-3 mit 

langkettiger Polysialinsäure als Bindungspartner lag bei 17,66 µg/ml langkettige Polysialin-

säure und für SIGLEC-5 bei 46,18 µg/ml langkettige Polysialinsäure. Die geringste IC50 ergab 

sich für SIGLEC-10 mit 17,28 µg/ml langkettige Polysialinsäure. Zusätzlich wurde auch die 

pIC50 als dekadischer Logarithmus berechnet. Im Vergleich zu SIGLEC-11, bei dem die pIC50 

bei 1,298 lag, war sowohl für SIGLEC-3 mit einer pIC50 von 1,247 als auch für SIGLEC-10 

mit einer pIC50 von 1,237 die Bindungsstärke höher. Für SIGLEC-10 war die Bindungsstärke 

mit einer pIC50 von 1,664 am geringsten. 



94 

 

 

 

Abb. 18: Graphische Darstellung der OD-Werte mit der Standardabweichung in Abhängig-
keit zum Logarithmus der Konzentration von langkettiger Polysialinsäure beim kompetitiven 
ELISA für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein (A), für das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein (B) und 
für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein (C). Dargestellt sind die gemittelten OD-Werte (n=3). 
Zur Objektivierung der Bindungsspezifität wurde mit Hilfe der OD-Werte die IC50 berechnet. 
Für SIGLEC-3 lag diese bei 17,66 µg/ml langkettige Polysialinsäure, für SIGLEC-5 bei 
46,18 µg/ml langkettige Polysialinsäure und für SIGLEC-10 bei 17,28 µg/ml langkettige Po-
lysialinsäure. Dementsprechend war die pIC50 für SIGLEC-3 bei 1,247, für SIGLEC-5 bei 
1,664 und für SIGLEC-10 bei 1,237. 

 

  

Kompetitiver ELISA (langkettige PSA)  
 
      SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein       SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein 
 

           
   
 

       SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein        
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4. Diskussion 

 

Mit zunehmendem Alter treten eine Vielzahl von Veränderungen des Immunsystems auf, die 

unter dem Begriff der Immunoseneszenz zusammengefasst werden und mit einer abneh-

menden Funktionsfähigkeit des Immunsystems einhergehen. Hierzu zählen unter anderem 

die Expression von pro-inflammatorischen Mediatoren und die Entwicklung einer chroni-

schen sterilen Entzündungsreaktion. Letzteres wird als Inflammaging bezeichnet und ist mit 

der Pathogenese von altersbedingten Krankheiten wie den neurodegenerativen Erkrankun-

gen assoziiert. Zu den neurodegenerativen Erkrankungen gehören unter anderem Morbus 

Parkinson und Morbus Alzheimer (Cicolari et al., 2021; Kosyreva et al., 2022; Stephenson et 

al., 2018). Morbus Alzheimer ist durch aktivierte Mikrogliazellen und einer veränderten neu-

ralen Glykokalyx, die zu einer chronischen Entzündungsreaktion führen, charakterisiert 

(Claude et al., 2013; Wang und Neumann, 2010). Des Weiteren kommt es beim Morbus 

Alzheimer zu einer Akkumulation von Aβ (Rubio-Perez und Morillas-Ruiz, 2012). Beim Mor-

bus Parkinson führt die Ablagerung von α-synuclein zu einer chronischen Entzündungsreak-

tion mit einem konsekutiven Untergang von Neuronen in der Substantia nigra (Poewe et al., 

2017). Gemeinsam ist diesen und anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie der Fron-

totemporalen Demenz, der amyotrophen Lateralsklerose oder dem Chorea Huntington, dass 

ein hohes Lebensalter ein Hauptrisikofaktor darstellt (Hou et al., 2019). Aktuell stehen für die 

Behandlung dieser altersbedingten Erkrankungen überwiegend symptomatische Therapie-

ansätze zur Verfügung. Die Entwicklung eines kurativen Therapieansatzes ist im Hinblick auf 

den demographischen Wandel von gesellschaftlicher Relevanz, weil die neurodegenerativen 

Erkrankungen mit hohen sozioökonomischen Kosten verbunden sind (Azam et al., 2021; Hou 

et al., 2019). Ein potenzieller therapeutischer Ansatzpunkt ist die Sialinsäure-SIGLEC Achse, 

die mehrere klinische und pharmakologische Vorteile mit sich bringt (Lünemann et al., 2021). 

Ein Vorteil der Sialinsäure-SIGLEC Achse ist, dass Sialinsäure als natürlich vorkommendes, 

körpereigenes Molekül fester Bestandteil einer intakten und gesunden neuralen Glykokalyx 

ist. In der Regel ist es zahlreich an der äußeren Position der Glykokalyx zu finden (Deng et 

al., 2013; Bardor et al., 2005; Angata und Varki, 2002; Bornhöfft et al., 2018). Des Weiteren 
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steuert die Sialinsäure-SIGLEC Achse essentielle, intrazelluläre Signalwege, wozu die Mo-

dulation von inflammatorischen Prozessen gehört (Gagneux et al., 2015; Liao et al., 2020; 

Daëron et al., 2008). Innerhalb der Sialinsäure-SIGLEC Achse existiert mit SIGLEC-11 eben-

falls eine vielversprechende therapeutische Zielstruktur zur Behandlung von neurodegene-

rativen Erkrankungen. Zum einem wird der Rezeptor vornehmlich auf residenten Ge-

websmakrophagen wie Mikrogliazellen und damit einhergehend im neuronalen Gewebe ex-

primiert. Zusätzlich unterscheidet sich SIGLEC-11 durch die bevorzugte Bindung von 

α2,8-verknüpfter Sialinsäure in seinen Bindungscharakteristika von den anderen SIGLEC 

(Wang et al., 2012; Angata, 2002; Hayakawa et al., 2005). Dabei konnte der anti-inflamma-

torische Effekt von SIGLEC-11 durch die Bindung von Polysialinsäure bereits in vorherigen 

Studien der Arbeitsgruppe experimentell nachgewiesen werden (Lünemann et al., 2021; 

Shahraz et al., 2015; Shahraz et al., 2022). 

Für die weitere Evaluation der Sialinsäure-SIGLEC Achse als potenziellen therapeutischen 

Ansatzpunkt galt es die Bindungscharakteristika zwischen SIGLEC-11 und Polysialinsäure 

nähergehend zu analysieren. Diese Dissertation zeigt neue Erkenntnisse hinsichtlich der Bin-

dungsspezifität von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 in Relation zu den Rezepto-

ren SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10, die ebenso wie SIGLEC-11 zur Untergruppe der 

CD33-ähnlichen Rezeptoren gehören (Crocker und Varki, 2001b; Duan und Paulson, 2020). 

Weiterführend wurde die Bindungsspezifität von langkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 

untersucht. Hierzu wurde die Bindungsstärke zwischen langkettiger Polysialinsäure und 

SIGLEC-11 ebenfalls in Relation zu der Bindungsstärke von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIL-

GEC-10 untersucht. Die Untersuchung der Bindungsstärke von Polysialinsäure unterschied-

licher Polymerisierungsgrade zu SIGLEC erfolgte mittels eines Antigen-ELISA und eines 

kompetitiven ELISA. Hierfür wurden im Rahmen dieser Dissertation Versuchsprotokolle etab-

liert. Für die Durchführung der ELISA wurden SIGLEC Fc-Fusionsproteine genutzt, für deren 

Proteinbiosynthese und anschließenden Aufreinigung in dieser Dissertation ebenfalls ein 

Protokoll etabliert wurde. Dieses umfasste die Klonierung der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide, 

die darauffolgende Transfektion von HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] mit den SIGLEC Fc-

Fusionsplasmiden sowie die abschließende Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine 
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aus dem Zellkulturüberstand. In der Zusammenschau konnten durch die Analyse der Bin-

dungsspezifität von kurzkettiger sowie langkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 wichtige 

Erkenntnisse über das Potenzial der Sialinsäure-SIGLEC Achse als therapeutischen Ansatz-

punkt gewonnen werden.  

 

4.1 Etablierung eines Protokolls zur Proteinbiosynthese von SIGLEC Fc-Fusionsproteinen 

Bevor die Bindungsstärke zwischen SIGLEC und Polysialinsäure durch den ELISA gemes-

sen werden konnte, musste zuerst ein Protokoll zur Gewinnung der SIGLEC Fc-Fusionspro-

teine von SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 etabliert werden. Dieses um-

fasste die einzelnen Schritte von der Klonierung eines SIGLEC Fc-Fusionsplasmids über die 

Proteinbiosynthese in transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] bis hin zur Aufreini-

gung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine aus dem Zellkulturüberstand.  

 

4.1.1 Klonierung des SIGLEC Fc-Fusionsplasmids zur Proteinbiosynthese der SIGLEC 

Fc-Fusionsproteine 

Zur Gewinnung von rekombinanten Proteinen ist die Nutzung von Fc-Fusionsproteinen eine 

gängige Methode (Asher und Bren, 2014; Guerrero et al., 2015; Su et al., 2013). Dement-

sprechend wurde in dieser Dissertation zur Analyse der Bindungsspezifität von Polysialin-

säure zu SIGLEC-11 ein Fc-Fusionsprotein verwendet. Hierzu wurde im ersten Schritt ein 

Fc-Fusionsplasmid, das sich aus SIGLEC als Insert und dem pFuse-hIgG1-Fc2 Vektor [Invi-

voGen] zusammensetzt, kloniert. Für das Insert wurde nicht die gesamte genetische Infor-

mation der jeweiligen SIGLEC verwendet, sondern nur die V-Set Ig-Domäne sowie die erste 

C2-Set Ig-Domäne. Die V-Set Ig-Domäne ist von Bedeutung, da sich auf dem F-Strang der 

V-Set Ig-Domäne die Bindungsstelle für Polysialinsäure befindet. Die Bindungsstelle ist ein 

positiv geladenes Arginin, dass sich in einer flachen Tasche befindet (Angata, 2002; Duan 

und Paulson, 2020). Die C2-Set Ig-Domäne projiziert die Bindungsstelle der V-Set Ig-Do-

mäne in den Raum. Die Projektion der Bindungsstelle in den extrazellulären Raum ist für die 

Detektion von Polysialinsäure wichtig (Duan und Paulson, 2020). Die DNA-Sequenzen von 
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SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 wurden mit Hilfe der Software geneious 

[biomatters] von der öffentlichen Datenbank des National Center for Biotechnology Informa-

tion entnommen. Als Vektor wurde der pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor [InvivoGen] verwendet. Be-

reits in früheren Arbeiten wurde der pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor [InvivoGen] erfolgreich zur Klo-

nierung von Fc-Fusionsplasmiden eingesetzt, um Fc-Fusionsproteine für experimentelle Un-

tersuchung zu synthetisieren (Yang et al., 2021; Bode et al., 2019). Dieses ist dadurch zu 

begründen, dass der pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor [InvivoGen] zum einem die genetische Infor-

mation für die IL2-Signalsequenz enthält. Diese Signalsequenz bedingt, dass die klonierten 

Fc-Fusionsproteine in den Zellüberstand sezerniert werden. Zum anderen enthält der Vektor 

die genetische Information für die CH2-Domäne und CH3-Domäne der schweren IgG-Kette. 

Diese ermöglicht beispielsweise die Aufreinigung der Fc-Fusionsprotein aus dem Zellkultu-

rüberstand mittels Affinitätschromatographie.  

In dieser Dissertation wurde erfolgreich ein Protokoll zur Klonierung der SIGLEC Fc-Fusions-

plasmide von SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 etabliert. Der Nachweis 

einer erfolgreichen Ligation des Vektors mit dem Insert sowie der Ausschluss von Mutationen 

erfolgte durch einen zweistufigen Prozess. Zuerst wurde durch einen Doppelverdau mit den 

Restriktionsenzymen EcoRI [ThermoFisher] und BglII [ThermoFisher] der Erfolg der Klonie-

rung überprüft. Die Proben, bei denen im Doppelverdau eine erfolgreiche Klonierung nach-

gewiesen werden konnten, wurden dem zweiten Prozessschritt zugeführt. Bei diesem wur-

den Mutationen innerhalb des Inserts, die während der Klonierung und Amplifizierung aufge-

treten sind, durch eine direkte Gensequenzierung ausgeschlossen. In der Zusammenschau 

konnte damit erfolgreich ein SIGLEC Fc-Fusionsplasmid für SIGLEC-3, SIGLEC-5, 

SIGLEC-10 und SIGLEC-11 kloniert werden. Vermutlich wird dieses Protokoll in Zukunft auch 

zur Klonierung von weiteren SIGLEC Fc-Fusionsplasmiden genutzt werden können.  
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4.1.2 HEK 293-F Zellen können SIGLEC Fc-Fusionsproteine synthetisieren und sezernie-

ren 

Für die Proteinbiosynthese der SIGLEC Fc-Fusionsproteine wurden HEK 293-F Zellen [Ther-

moFisher] verwendet, bei denen es sich um eine modifizierte Zelllinie von HEK 293 Zellen 

handelt. Ursprünglich wurde die HEK 293 Zelllinie aus der Niere eines im Jahr 1973 gestor-

benen Embryos gewonnen (Graham et al., 1977). Ein wesentlicher Vorteil der HEK 293 Zell-

linie ist, dass diese unter standardisierten Zellkulturbedingungen eine stabile Genomstruktur 

besitzt (Lin et al., 2014). Dem Anforderungsprofil des jeweiligen Anwendungszwecks ent-

sprechend wurde diese Zelllinie in den vergangenen Jahren mehrfach modifiziert (Thomas 

und Smart, 2005). Bei den in dieser Dissertation verwendeten HEK 293-F Zellen [Thermo-

Fisher] handelt es sich um eine Zelllinie, die auf die Proteinbiosynthese von rekombinanten 

Proteinen in hohen Konzentrationen spezialisiert ist. Damit eignet sich die HEK 293-F Zellli-

nie für die Proteinbiosynthese der SIGLEC Fc-Fusionsproteine besonders. Zum Nachweis 

der Proteinbiosynthese der SIGLEC Fc-Fusionsproteine wurde ein Western Blot mit dem 

Zelllysat von transfizierten HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] durchgeführt. Für die SIGLEC 

Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 konnte die Pro-

teinbiosynthese durch HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] nachgewiesen werden. Im Western 

Blot zeigte sich für das SIGLEC-3 Fc-Fusionsprotein ein Molekulargewicht von ~130 kDa, für 

das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein von ~120 kDa, für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein von 

~110 kDa und für das SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein von ~120 kDa. Interessanterweise un-

terschied sich damit das Molekulargewicht der durch HEK 293-F Zellen synthetisierten 

SIGLEC Fc-Fusionsproteine, das im Western Blot abgelesen werden konnte, vom durch die 

Software geneious [Biomatters] kalkulierten Molekulargewicht. Für das SIGLEC-3 Fc-Fusi-

onsprotein wurde ein Molekulargewicht von 54,75 kDa, für das SIGLEC-5 Fc-Fusionsprotein 

von 53,43 kDa, für das SIGLEC-10 Fc-Fusionsprotein von 52,71 kDa und für das SIGLEC-11 

Fc-Fusionsprotein von 55,67 kDa durch die Software geneious [biomatters] berechnet. Es ist 

davon auszugehen, dass die Unterschiede beim Molekulargewicht durch posttranslationale 

Modifikationen, die bei der computergestützten Berechnung nicht berücksichtigt worden sind, 

verursacht wurden. Posttranslationale Modifikationen finden in Säugetierzellen, wie den HEK 

293 Zellen, regelhaft am Ende der Proteinbiosynthese statt und sind essentiell für die 
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Funktionsfähigkeit von Proteinen (Xu et al., 2018). In der Literatur ist bereits beschrieben 

worden, dass durch HEK 293 Zellen synthetisierte Fusionsproteine auf Grund der humanen 

Herkunft der Zelllinie eine posttranslationale Modifikation erhalten. Diese Modifikationen sind 

mit den physiologischen posttranslationalen Prozessen des Menschen vergleichbar (Hu et 

al., 2018; Subedi et al., 2015). Die Fähigkeit der HEK 293 Zelllinie zur posttranslationalen 

Modifikation bei der Proteinbiosynthese sind nicht als nachteilig anzusehen. Viel mehr sorgt 

diese Fähigkeit für eine besonders hohe Qualität der rekombinanten Proteine im Vergleich 

zur Proteinbiosynthese durch E. coli oder andere Prokaryoten (Berlec und Strukelj, 2013). 

Damit ist davon auszugehen, dass die synthetisierten SIGLEC Fc-Fusionsproteine durch die 

posttranslationalen Modifikationen vergleichbare Eigenschaften zu endogenen humanen 

Proteinen erhalten (Dumont et al., 2016; Liu et al., 2014). Im nächsten Schritt wurde über-

prüft, ob die HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] das SIGLEC Fc-Fusionsprotein auf Grund 

des IL2-Signalpeptid in den Zellüberstand sezernieren können. Dafür wurde ein Western Blot 

mit dem Zellüberstand durchgeführt. Für die SIGLEC Fc-Fusionsproteine zeigten sich im 

Western Blot vom Zellüberstand vergleichbare Molekulargewichte wie im Western Blot vom 

Zelllysat. Dieses unterstützt die These, dass die Differenzen zum kalkulierten Molekularge-

wicht mit den posttranslationalen Modifikationen zu begründen sind.  

Somit konnte durch den Western Blot nachgewiesen werden, dass die HEK 293-F Zellen 

[ThermoFisher] die SIGLEC Fc-Fusionsproteine sowohl synthetisieren als auch in den Zell-

kulturüberstand sezernieren können. Dabei ist davon auszugehen, dass die synthetisierten 

SIGLEC Fc-Fusionsproteine auf Grund der posttranslationalen Modifikationen vergleichbare 

Eigenschaften wie in vivo aufweisen. In der Zusammenschau konnte damit erfolgreich ein 

Protokoll zur Biosynthese von SIGLEC Fc-Fusionsproteinen in HEK 293-F Zellen [Thermo-

Fisher] etabliert werden, bei dem die rekombinanten Proteine infolge der posttranslationalen 

Modifikation eine hohe Wertigkeit besitzen.  
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4.1.3 Etablierung eines Protokolls zur Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine 

Die Affinitätschromatografie ist in der Wissenschaft ein beliebtes Werkzeug für die Aufreini-

gung von Molekülen wie beispielsweise Proteinen oder Antikörpern aus komplexen Probe-

mischungen (Li, 2021; Hober et al., 2007). Unter den heutzutage verwendeten Verfahren zur 

Aufreinigung von Probemischungen zählt die affinitätsbasierte Methode nicht nur zu den ef-

fektivsten Methoden sondern auch zu den vielfältigsten (Urh et al., 2009). Die Methodik ba-

siert auf einer hochspezifischen, in der Regel reversiblen nicht-kovalenten Bindung zwischen 

zwei Molekülen (Kimple et al., 2013). Die aus der Probemischung zu isolierende Zielstruktur, 

das sogenannte Zielmolekül, bildet die mobile Phase. Das zweite Moleküle ist an eine feste 

Matrix gebunden, die die stationäre Phase bildet (Urh et al., 2009). Für eine erfolgreiche 

Affinitätschromatografie, die sich durch einen hohen Reinheitsgrad bei möglichst großer Aus-

beute auszeichnet, müssen Informationen über die Bindung von dem aufzureinigenden Ziel-

molekül zu dem Molekül der stationären Phase vorliegen. In dieser Dissertation wurde als 

Zielmolekül das humane IgG1-Fc2 Fragment gewählt, welches Bestandteil des 

pFuse-hIgG1-Fc2 Vektors [InvivoGen] ist. Als stationäre Phase wurde entsprechend der ak-

tuellen Literatur Protein A ausgewählt (Grodzki und Berenstein, 2010). Mit Protein A als sta-

tionäre Phase und dem humanen IgG1-Fc2 Fragment des SIGLEC Fc-Fusionsprotein als 

mobile Phase konnten die SIGLEC Fc-Fusionsproteine aus dem Zellkulturüberstand aufge-

reinigt werden. Interessanterweise zeigte sich während der Elution bei der Aufreinigung der 

SIGLEC Fc-Fusionsproteine einen Doppelpeak. Unter physiologischen Bedingungen ist be-

schrieben worden, dass SIGLEC Dimere und zum Teil sogar Tetramere ausbilden und damit 

mehrere Polysialinsäuren binden können (Rodrigues et al., 2020). Folglich kann der Doppel-

peak während der Elution als Hinweis gewertet werden, dass die SIGLEC Fc-Fusionsprote-

ine ebenfalls Dimere formen. Durch die Ausbildung von Dimeren gewinnen die synthetisier-

ten SIGLEC Fc-Fusionsproteine an biologischer Aussagekraft. Abschließend wurde über-

prüft, ob mit dem Protokoll für die Affinitätschromatografie die SIGLEC Fc-Fusionsproteine in 

einer hohen Konzentration mit einem hohen Reinheitsgrad aus dem Überstand aufgereinigt 

werden konnten. Hierfür wurde eine erneute Affinitätschromatografie mit dem Durchfluss vom 

Ladeschritt und Waschschritt durchgeführt. Bei der erneuten HPLC wurde während der 
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Elution kein erneuter Anstieg für die UV-Absorption detektiert, sodass in der Probemischung 

keine Rückstände der SIGLEC Fc-Fusionsprotein vorhanden waren.  

Zusammenfassend konnte in dieser Dissertation ein Protokoll für eine Affinitätschromatogra-

phie mittels HPLC etabliert werden, mit dem die SIGLEC Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3, 

SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 mit einem hohen Reinheitsgrad bei einer gleichzeitig 

hohen Ausbeute aus dem Zellüberstand aufgereinigt werden konnten. Damit gelang es ein 

Protokoll für die Aufreinigung der SIGLEC Fc-Fusionsproteine aus komplexen Probemi-

schungen zu etablieren. 

 

4.2 Analyse der Bindungsspezifität von SIGLEC-11 zu kurzkettiger Polysialinsäure  

SIGLEC sind Bestandteil des angeborenen Immunsystems und können anhand ihrer gene-

tischen Sequenz in zwei Gruppen unterteilt werden (Bornhöfft et al., 2018). Die in dieser 

Dissertation untersuchten Rezeptoren SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 

gehören zur Gruppe der CD-33 ähnlichen SIGLEC (Pillai et al., 2012; Duan und Paulson, 

2020). Trotz ihrer hohen genetischen Homogenität unterscheiden sich die Rezeptoren im 

Expressionsmuster auf den im Blut zirkulierenden Immunzellen. Eine weitere Besonderheit 

bei SIGLEC-11 ist, dass dieser Rezeptor im Vergleich zu den anderen CD33-ähnlichen 

SIGLEC bevorzugt α2,8-verknüpfte Sialinsäure bindet. Bisher gibt es innerhalb der Gruppe 

der CD33-ähnlichen SIGLEC jedoch keine weiterführenden Informationen bezüglich der Bin-

dungsspezifität von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 (Angata, 2002; Varki, 2009b; 

Crocker et al., 2007). Daher wird in dieser Dissertation die Bindungsspezifität von kurzkettiger 

Polysialinsäure zu SIGLEC-11 nähergehend analysiert. Wenn nicht anders beschrieben han-

delt es sich im folgenden Abschnitt 4.2 „Analyse der Bindungsspezifität von SIGLEC-11 zu 

kurzkettiger Polysialinsäure“ um α2,8-verknüpfte Polysialinsäure. 
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4.2.1 Etablierung eines kompetitiven ELISA zur Analyse der Bindungsstärke  

Durch die Arbeitsgruppe ist bereits beschrieben worden, dass kurzkettige Polysialinsäure 

nach Bindung an SIGLEC-11 einen anti-inflammatorischen Effekt auf Mikrogliazellen besitzt, 

ohne gleichzeitig die metabolische Aktivität der Zellen negativ zu beeinflussen (Liao et al., 

2021; Liao et al., 2020; Shahraz et al., 2022). Damit stellt kurzkettige Polysialinsäure einen 

potenziellen Wirkstoffkandidat für die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen 

dar (Lünemann et al., 2021). Für die Zulassung als Therapeutikum sind jedoch weitere Er-

kenntnisse über die Bindungsspezifität von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 not-

wendig (Yan und Wang, 2012). Für die Bestimmung der Bindungsspezifität von kurzkettiger 

Polysialinsäure zu SIGLEC-11 wurde deren Bindungsstärke in Relation zur Bindungsstärke 

von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10, welche auf Grund 

ihrer hohen genetischen Homogenität ausgewählt wurden, gesetzt (Duan und Paulson, 

2020). Zur Messung der Bindungsstärke wurde ein kompetitiver ELISA, der auf einer mit 

langkettiger Polysialinsäure beschichteten Mikrotiterplatte basierte, etabliert. Zur Etablierung 

des kompetitiven ELISA musste im Antigen-ELISA zuerst eine Bindungsinteraktion zwischen 

langkettiger Polysialinsäure und den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen nachgewiesen werden. 

Die SIGLEC Fc-Fusionsproteine sowohl von SIGLEC-11 als auch von SIGLEC-3, SIGLEC-5 

und SIGLEC-10 banden an langkettige Polysialinsäure. Für alle SIGLEC Fc-Fusionsproteine 

zeigte sich dabei ein konzentrationsabhängiges Bindungsverhalten zu langkettiger Polysia-

linsäure, sodass mit steigender Konzentration der SIGLEC Fc-Fusionsproteine eine Rezep-

torsättigung erreicht wurde. Des Weiteren konnte mit Hilfe des Antigen-ELISA die Konzent-

rationen von den SIGLEC Fc Fusionsproteine ermittelt werden, mit denen eine ideale Signal-

intensität beim kompetitiven ELISA erreicht wurde. Für SIGLEC-3 lag die Konzentration bei 

30 µg/ml und für SIGLEC-5, SIGLEC-10 sowie SIGLEC-11 bei 3 µg/ml. 

Zusammenfassend konnte in dieser Dissertation nicht nur eine Bindungsinteraktion zwischen 

dem SIGLEC-11 Fc-Fusionsprotein und langkettiger Polysialinsäure nachgewiesen werden, 

sondern auch für die SIGLEC Fc-Fusionsproteine von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und 

SIGLEC-10. Weiterführend konnte auf Grundlage von diesen Ergebnissen ein kompetitiver 
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ELISA zur Analyse der Bindungsstärke zwischen Polysialinsäure und den SIGLEC Fc-Fusi-

onsproteinen etabliert werden.  

 

4.2.2 SIGLEC-11 bindet spezifisch an kurzkettige Polysialinsäure 

Es ist bekannt, dass PolySia avDP20, welches ein α2,8-verknüpftes Homopolymer ist und zu 

den kurzkettigen Polysialinsäure gezählt wird, nach Bindung an SIGLEC-11 zu einer redu-

zierten inflammatorischen Antwort führt (Shahraz et al., 2022; Liao et al., 2021). So führte die 

Gabe von polySia avDP20 bei mit Aβ inkubierten Mikrogliazellen zu einer reduzierten Syn-

these von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Shahraz et al., 2015). Eine Behandlung mit 

Sialinsäure sowohl als Monosaccharid als auch als Oligosaccharid zeigte hingegen keinen 

anti-inflammatorischen Effekt (Shahraz, 2016; Shahraz et al., 2022). Bereits im niedrigen 

einstelligen Mikrogrammbereich konnte für kurzkettige Polysialinsäure über die Aktivierung 

von SILGEC-11 eine anti-inflammatorische Wirkung nachgewiesen werden (Shahraz et al., 

2022; Shahraz et al., 2015). In dieser Dissertation konnte erfolgreich ein kompetitiver ELISA 

innerhalb des Labors etabliert werden, der bei diesen Konzentrationen eine Bindung zwi-

schen Polysialinsäure unterschiedlicher Polymerisierungsgrade und SIGLEC detektiert. Die 

untersuchten Konzentrationen lagen bei kurzkettiger Polysialinsäure im Bereich zwischen 0,1 

µg/ml und 100 µg/ml und bei langkettiger Polysialinsäure zwischen 1 µg/ml und 1000 µg/ml. 

Zur Bestimmung der Bindungsspezifität von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 

wurde die Bindungsstärke zu SIGLEC-11 mit der Bindungsstärke zu SIGLEC-3, SIGLEC-5 

und SIGLEC-10 verglichen. Für SIGLEC-11 ergab sich die höchste Bindungsstärke mit einer 

pIC50 von 3,08. Die zweithöchste pIC50 hatte SIGLEC-10 mit 6,471. Damit war die Bindungs-

stärke von SIGLEC-10 im Vergleich zu SIGLEC-11 um den Faktor 1.000 niedriger. Mit einer 

pIC50 von 7,767 für SIGLEC-3 und von 9,272 für SIGLEC-5 war die Bindungsstärke von kurz-

kettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 ebenfalls niedriger. Damit bindet kurzkettige Polysia-

linsäure in α2,8-verknüpfter Konfiguration spezifisch an SIGLEC-11. Der Grund hierfür 

könnte darin liegen, dass SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 trotz ihrer hohen geneti-

schen Homogenität zu SIGLEC-11 bevorzugt α2,3-verknüpfte und α2,6-verknüpfte 
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Sialinsäure binden (Brinkman-Van der Linden und Varki, 2000; Cornish et al., 1998; Munday 

et al., 2001; Freeman et al., 1995).  

Zusammenfassend stellt kurzkettige α2,8-verknüpfte Polysialinsäure auf Grund seiner hohen 

Bindungsspezifität für SIGLEC-11 und seiner anti-inflammatorischen Wirkung sowie seines 

Expressionsmusters auf Mikrogliazellen einen vielversprechenden Wirkstoffkandidat für neu-

rodegenerative Erkrankungen dar. Es ist jedoch zu beachten, dass kurzkettige Polysialin-

säure nicht nur durch die Bindung an SIGLEC-11 über die Sialinsäure-SIGLEC Achse einen 

anti-inflammatorischen Effekt vermittelt. Shahraz et al. konnten zeigen, dass im Mikrogramm-

bereich dosierte kurzkettige Polysialinsäure ebenfalls durch die Aktivierung des alternativen 

Weg des Komplementsystem anti-inflammatorisch wirkt (Shahraz et al., 2022). In Zukunft ist 

zu untersuchen welche Auswirkungen sich daraus auf die maximale therapeutische Dosie-

rung ergeben, damit keine weiteren Signalwege aktiviert werden, die zu unerwünschten Ne-

benwirkungen führen könnten. Nichtsdestotrotz, konnte ein kompetitiver ELISA, der die Bin-

dungsstärke zwischen Polysialinsäure und SIGLEC im einstelligen Mikrogrammbereich 

misst, etabliert werden.  

 

4.2.3 Langkettige Polysialinsäure bindet unspezifisch an SIGLEC-11 

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Rezeptoren SIGLEC-3, SIGLEC-5 

und SIGLEC-10 neben α2,6-verknüpfte und α2,3-verknüpfte Sialinsäure auch α2,8-ver-

knüpfte Polysialinsäure binden (Brinkman-Van der Linden et al., 2003; Brinkman-Van der 

Linden und Varki, 2000). Im Vergleich mit SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 konnte für 

kurzkettige Polysialinsäure in einer α2,8-Konfiguration eine Bindungsspezifität zu SIGLEC-11 

gezeigt werden. Die Bindungsstärke von Polysialinsäure höherer Polymerisierungsgrade zu 

SIGLEC ist bisher noch nicht weitergehend untersucht worden. Für eine Zulassung von Po-

lysialinsäure als medikamentöse Therapie ist dieses jedoch von Interesse, weil langkettige 

Polysialinsäure im Gegensatz zur kurzkettigen Polysialinsäure nicht nur eine anti-inflamma-

torische Wirkung besitzt, sondern auch einen negativen Effekt auf die metabolische Zellakti-

vität hat (Shahraz, 2016). Folglich wurde in dieser Dissertation der kompetitive ELISA nicht 
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nur für kurzkettige Polysialinsäure durchgeführt, sondern ebenfalls für langkettige Polysialin-

säure. Im Vergleich zu SIGLEC-3 mit einer pIC50 von 1,247 sowie für SIGLEC-10 mit einer 

pIC50 von 1,237 besitzt langkettige Polysialinsäure zu SIGLEC-11 mit einer pIC50 von 1,298 

eine schwächere Bindungsstärke. Die geringste Bindungsstärke von langkettiger Polysialin-

säure ergab sich zu SIGLEC-10 mit einer pIC50 von 1,664. In der Zusammenschau unter-

scheidet sich damit die Bindungsstärke von langkettiger Polysialinsäure zu den jeweiligen 

SIGLEC nicht wesentlich voneinander. Im Gegensatz zur kurzkettigen Polysialinsäure ergibt 

sich damit für langkettige Polysialinsäure keine Bindungsspezifität zu SIGLEC-11 in Relation 

zu SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10. Interessanterweise zeigt sich damit für α2,8-ver-

knüpfte Polysialinsäure eine Bindung zu SIGLEC-11, die abhängig vom Polymerisierungs-

grad der Polysialinsäure ist. Bisher war bekannt gewesen, dass Polysialinsäure mit einer 

definierten Konfiguration an verschiedene SIGLEC binden und ein SIGLEC unterschiedlich 

konfigurierte Polysialinsäuren als Liganden besitzen kann (Gonzalez-Gil und Schnaar, 2021; 

Brinkman-Van der Linden und Varki, 2000). In Zukunft sind noch weitere Untersuchungen 

über die Bindungsinteraktion zwischen SIGLEC und Polysialinsäure im dreidimensionalen 

Raum notwendig, um die Gründe für die Unterschiede bei der Bindungsspezifität zwischen 

kurzkettiger und langkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 besser zu verstehen. Als Metho-

den zur Analyse des Bindungsverhalten bieten sich klassische Methoden wie Titration und 

Ko-Kultursysteme sowie neuere Methoden wie maschinelles Lernen an (Rube et al., 2022; 

Jarmoskaite et al., 2020; Rezaei et al., 2022). 

Zusammenfassend konnten wir in dieser Dissertation zeigen, dass die Bindungsstärken von 

langkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 sich nicht von der Bindungsstärke zu SIGLEC-3, 

SIGLEC-5 und SIGLEC-10 unterscheidet. Damit bindet langkettige Polysialinsäure in 

α2,8-verknüpfter Konfiguration unspezifisch an SIGLEC-11. In Zusammenschau mit den Er-

gebnissen zur Bindungsspezifität von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 konnte in 

dieser Dissertation die Erkenntnis gewonnen werden, dass die Bindungsspezifität von 

α2,8-verknüpfte Polysialinsäure zu SIGLEC-11 abhängig vom Polymerisierungsgrad der Po-

lysialinsäure ist. 
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4.2.4 Bindungsspezifität von Polysialinsäure zu SIGLEC-11 in Abhängigkeit des Polymeri-

sierungsgrads von Polysialinsäure 

Im kompetitiven ELISA zeigte sich für langkettige Polysialinsäure keine Bindungsspezifität zu 

SIGLEC-11 in Relation zu SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10. Jedoch konnte eine höhere 

Bindungsstärke für langkettige Polysialinsäure im Vergleich zur kurzkettigen Polysialinsäure 

gemessen werden. Die pIC50 von langkettiger Polysialinsäure lag für SIGLEC-11 bei 1,298. 

Damit ist die Bindungsstärke von langkettiger Polysialinsäure im Vergleich zur Bindungs-

stärke von kurzkettiger Polysialinsäure, bei der die pIC50 bei 3,08 lag, um den Faktor 100 

stärker. Jedoch zeigte sich nicht nur für SIGLEC-11 eine höhere Bindungsstärke zu langket-

tiger Polysialinsäure, sondern auch für SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10. Die Bindungs-

stärke von langkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-10 war mit einer pIC50 von 1,664 im Ver-

gleich zur Bindungsstärke von kurzkettiger Polysialinsäure mit einer pIC50 von 6,471 um den 

Faktor 105 stärker. Bei SIGLEC-3, der eine pIC50 von 7,767 für kurzkettige Polysialinsäure 

zeigte, sowie bei SIGLEC-5, dessen pIC50 für kurzkettige Polysialinsäure bei 9,272 lag, war 

die Bindungsstärke von langkettiger Polysialinsäure im Vergleich zur kurzkettigen Polysialin-

säure nochmals um den Faktor 106 bzw. um den Faktor 108 stärker. Damit führte ein höherer 

Polymerisierungsgrad bei SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 im Vergleich zu SIGLEC-11 

zu einer ausgeprägteren Steigerung der Bindungsstärke. Jedoch konnte nur für kurzkettige 

Polysialinsäure eine Bindungsspezifität zu SIGLEC-11 nachgewiesen werden.  

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass ein höherer Polymerisierungsgrad einer-

seits mit einer höheren Bindungsstärke von Polysialinsäure zu SIGLEC einhergeht. Anderer-

seits nimmt jedoch die Bindungsspezifität der Polysialinsäure zu SIGLEC-11 in Relation zu 

SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 mit steigendem Polymerisierungsgrad ab. Damit 

konnte gezeigt werden, dass Polysialinsäure durch eine Modifikation hin zu niedrigen Homo-

polymeren SIGLEC-11 spezifisch bindet. Diese Erkenntnisse sind für die weitere Erforschung 

von Polysialinsäure als Wirkstoffkandidat wichtig, weil bei der Evaluation eine hohe Bin-

dungsspezifität von besonderem Interesse ist, um die Wahrscheinlichkeit von unerwünschten 

Nebenwirkungen zu reduzieren (Yan und Wang, 2012; Lee und Ma, 2007). Dementspre-

chend gilt es in Zukunft weitergehende Untersuchungen hinsichtlich der dreidimensionalen 
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Bindungsinteraktion durchzuführen, um ein besseres Verständnis des Einflusses vom Poly-

merisierungsgrad und von anderen chemischen Modifikationen auf die Bindungsstärke der 

Polysialinsäure zu SIGLEC-11 zu erhalten (Kairys et al., 2019; Monteiro et al., 2022). Des 

Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass durch Modifikationen des Polymerisierungsgrads von 

Polysialinsäure nicht nur die Bindungsspezifität verändert werden kann, sondern auch die 

Bindungscharakteristika. Eine Steigerung des Polymerisierungsgrads von α2,8-verknüpfter 

Polysialinsäure führte zu einer vergleichbaren Bindungsstärke von SIGLEC-3, SIGLEC-5 und 

SIGLEC-10 wie bei SIGLEC-11. Im Gegensatz dazu ist in der Literatur bisher beschrieben, 

dass SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 bevorzugt α2,6-verknüpfte und α2,3-verknüpfte 

Sialinsäure binden (Crocker, 2005; Brinkman-Van der Linden und Varki, 2000).  

 

4.3 Limitationen bei der Untersuchung der Bindungsstärke 

In dieser Dissertation konnten neue Erkenntnisse über die Bindungsspezifität von Polysialin-

säure unterschiedlicher Polymerisierungsgrade zu SIGLEC-11 in Relation zu SIGLEC-3, 

SIGLEC-5 und SIGLEC-10 gewonnen werden. Wenngleich diese Dissertation Limitationen 

aufweist, dienen diese Ergebnisse zur weiteren Evaluation von Polysialinsäure als potenzi-

ellen Wirkstoffkandidat zur Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen. 

Als Limitation ist anzuführen, dass für die Klonierung der SIGLEC Fc-Fusionsplasmide nur 

die erste C2-Set Ig-Domäne der jeweiligen SIGLEC in den pFuse-hIgG1-Fc2-Vektor [Invivo-

Gen] kloniert wurde. In vivo besteht der extrazelluläre Teil der SIGLEC jedoch aus mehreren 

hintereinander gereihten C2-Set Ig-Domänen, die auf die V-Set Ig-Domäne folgen. Diese 

C2-Set Ig-Domänen sind unter anderem für die Projektion der in der V-Set Ig-Domäne gele-

genen Bindungsstelle in den extrazellulären Raum verantwortlich. Die Projektion in den ext-

razellulären Raum ist für die Funktionsfähigkeit der Rezeptoren von Bedeutung, weil es die 

Bindung von Polysialinsäure an SIGLEC ermöglicht (Duan und Paulson, 2020). Somit kann 

die reduzierte Anzahl von C2-Set Ig-Domänen Auswirkungen auf die Konfiguration der Bin-

dungsstelle im dreidimensionalen Raum haben. Zum anderen kann die reduzierte Anzahl die 

Konfiguration von SIGLEC, die in vivo bevorzugt als Dimere bzw. als Tetramere vorliegen, 
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beeinflussen. In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass ein Teil der synthetisierten 

SIGLEC Fc-Fusionsproteine wahrscheinlich als Dimere vorgelegen haben. Der Grund für 

diese Annahme ist, dass die SIGLEC Fc-Fusionsproteine während der Aufreinigung mittels 

HPLC in einem Doppelpeak, der bereits im Kapitel 4.1.3 diskutiert worden ist, eluierten. Das 

Vorhandensein der Dimere ist für die Analyse der Bindungseigenschaften zwischen Polysia-

linsäure und SIGLEC von Bedeutung, weil durch die gleichzeitige Bindung von mehreren 

Polysialinsäuren die Bindungseigenschaften beeinflusst werden (Rodrigues et al., 2020). Die 

gleichzeitige Bindung von mehreren Liganden wird als Avidität bezeichnet und hat eine stär-

kere biologische Aussagekraft als die reine Bindungsstärke, die nur die Bindung von einer 

löslichen Polysialinsäure an einen SIGLEC widerspiegelt. Die Ergebnisse des kompetitiven 

ELISA, der in dieser Dissertation zur Analyse der Bindungsspezifität von Polysialinsäure zu 

SIGLE-11 verwendet wurde, können eher als Annäherung an die Bindungsstärke angesehen 

werden. Ergänzend ist zu den Ergebnissen des kompetitiven ELISA anzumerken, dass sich 

für alle SIGLEC Fc-Fusionsproteine ein Sättigungseffekt gezeigt hatte. Dieses ist durch 

OD-Werte, die nicht im linearen Bereich der logarithmischen Skala für die Absorption lagen, 

zu erklären. Hierdurch wird die quantitative Aussagekraft teilweise eingeschränkt. Durch eine 

Verkürzung der Enzymaktivität hätte erreicht werden können, dass die OD-Werte im linearen 

Bereich geblieben wären. Andererseits hätte eine Verkürzung der Enzymaktivität jedoch 

dazu geführt, dass bei den verwendeten Konzentrationen der Polysialinsäure, die sich im 

Bereich des niedrigen einstelligen Mikrogrammbereich befanden, nicht reproduzierbare, ob-

jektive OD-Werten gemessen worden wären. Dieser niedrige Konzentrationsbereich von 

kurzkettiger Polysialinsäure ist jedoch von hoher Relevanz und hervorgehobenen Interesse, 

da die Arbeitsgruppe für diesen eine anti-inflammatorische Wirkung sowie einen neuropro-

tektiven Effekt nachweisen konnte (Karlstetter et al., 2017; Liao et al., 2021; Shahraz, 2016). 

Zusammenfassend ist damit in zukünftigen Untersuchungen nicht nur die Avidität zu unter-

suchen und das Fehlen der C2-Set Ig-Domänen bei den SIGLEC Fc-Fusionsproteinen zu 

adressieren, sondern auch die durch den Sättigungseffekt auftretenden Limitationen zu be-

achten. Für Letzteres könnte als potenzieller Lösungsansatz die Verwendung von sensitive-

ren Messmethoden, mit denen eine Verkürzung der Enzymaktivität bei gleichbleibender Da-

tenqualität im niedrigen Mikrogrammbereich möglich wäre, in Erwägnung gezogen werden.  
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In vivo wird die Bindungsspezifität von Polysialinsäure zu SIGLEC nicht nur durch die Pro-

jektion der Bindungsstelle in den extrazellulären Raum beeinflusst, sondern viel mehr handelt 

es sich dabei um ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlicher Faktoren innerhalb der 

Glykokalyx (Bochner und Zimmermann, 2015; Honigfort et al., 2021). Wie gerade bereits 

beschrieben wurde mit dem kompetitiven ELISA primär die Bindungsstärke zwischen einem 

löslichen SIGLEC und einer löslichen Polysialinsäure gemessen, weswegen äußere Einfluss-

faktoren auf die Bindungsspezifität nicht berücksichtigt wurden. Von besonderem Interesse 

könnte zukünftig der Einfluss der strukturellen Zusammensetzung der Glykokalyx auf die Bin-

dungseigenschaften sein, da cis-Interaktionen sowie trans-Interaktionen die Bindungsstärke 

von Polysialinsäure zu SIGLEC modulieren (Razi und Varki, 1998; Collins et al., 2006). In 

Zukunft ist dieses komplexe Zusammenspiel innerhalb der Glykokalyx durch weitere Experi-

mente zu untersuchen. Nichtsdestotrotz geben die hier untersuchten Bindungsstärken sowie 

die daraus ermittelte Bindungsspezifität eine gute Annäherung über die Bindungseigenschaf-

ten von kurzkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11 (Deng et al., 2022; Eaton et al., 1995). 

Des Weiteren ist aufzuführen, dass sich im Western Blot eine Differenz zwischen dem mittels 

der Software geneious [biomatters] kalkulierten Molekulargewicht und dem im Western Blot 

abzulesenden Molekulargewicht zeigte. Der Western Blot diente der Überprüfung, ob die 

HEK 293-F Zellen [ThermoFisher] die SIGLEC Fc-Fusionsproteine synthetisieren und an-

schließenden in den Zellüberstand sezernieren können. Der Grund für die Differenzen beim 

Molekulargewicht könnte wie bereits diskutiert in den posttranslationalen Modifikationen, die 

in humanen Zellen wie der HEK 293-F Zelllinie ein regelhaft stattfindender Prozess am Ende 

der Proteinbiosynthese sind, liegen (Zhong et al., 2023; Xu et al., 2018). Ein weiterer Grund 

für die stattgehabte posttranslationale Modifikation ist vermutliche Bildung von Dimeren, die 

durch den Doppelpeak bei der Aufreinigung während der Elution beobachtet werden konn-

ten. Weiterführend ist anzumerken, dass die HEK 293-F Zelllinie hat ihren Ursprung im hu-

manen Nierengewebe, wohingegen SIGLEC bevorzugt auf Immunzellen exprimiert werden 

(Graham et al., 1977; Pillai et al., 2012). Es ist davon auszugehen, dass sich die posttrans-

lationale Modifikation in den beiden Zelltypen unterscheidet, wodurch die im kompetitiven 

ELISA untersuchte Bindungsstärke zwischen Polysialinsäure und SIGLEC beeinflusst sein 
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könnte (Dennis, 2017). Die posttranslationale Modifikation durch die HEK 293-F Zelllinie ist 

jedoch nicht als nachteilig anzusehen, sondern führt im Vergleich zur Proteinbiosynthese in 

Prokaryoten zu einer höheren Qualität der rekombinanten Proteine. Trotzdem gilt es in Zu-

kunft den Effekt der vermutlichen Unterschiede bei den posttranslationalen Modifikationen 

auf die Bindungsstärke im kompetitiven ELISA zu untersuchen. 

In dieser Dissertation wurden mit SIGLEC-3, SIGLEC-5, SIGLEC-10 und SIGLEC-11 nur ein 

Teil der CD-33 ähnlichen SIGLEC untersucht. Auf Grund der hohen genetischen Homogeni-

tät innerhalb dieser Gruppe ist es möglich, dass kurzkettige Polysialinsäure eine vergleich-

bare Bindungsspezifität zu anderen CD-33 ähnlichen SIGLEC wie zu SIGLEC-11 besitzt (An-

gata et al., 2004; Padler-Karavani et al., 2014). Dementsprechend muss in Zukunft auch für 

die anderen CD-33 ähnlichen SIGLEC die Bindungsspezifität mit Hilfe eines kompetitiven 

ELISA analysiert werden. Bei einer vergleichbaren Bindungsspezifität müsste die Bindungs-

stärke zwischen SIGLEC-11 und kurzkettiger Polysialinsäure gesteigert werden, um Neben-

wirkungen durch unspezifische Bindungen zu minimieren und die therapeutische Wirkung 

durch eine gezielte Modulation der Immunreaktion zu steigern (Radhakrishnan und Tidor, 

2007; Nussinov und Tsai, 2012; Kairys et al., 2019). Wie in dieser Dissertation gezeigt wer-

den konnte, wäre dieses durch eine Modifikation des Polymerisierungsgrades möglich. Für 

die Entwicklung weiterer Modifikationen der Polysialinsäure, die die Bindungsspezifität zwi-

schen kurzkettiger Polysialinsäure und SIGLEC-11 verbessern, wären Informationen über 

die Bindungsinteraktion im dreidimensionalen Raum notwendig. Daher sollte in Zukunft die 

Bindungsinteraktion im dreidimensionalen Raum durch weiterführende Untersuchungen wie 

computergestützte Simulationen untersucht werden (Rezaei et al., 2022; Rube et al., 2022).  

Die hier aufgeführten Limitationen schränken nicht die Aussagekraft der in dieser Disserta-

tion gewonnen wissenschaftlichen Erkenntnis ein. Viel mehr unterstreichen diese die Not-

wendigkeit der Fortführung der bisherigen Forschung, um das Potential von kurzkettiger Po-

lysialinsäure in der Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen zu evaluieren. In die-

sem Zusammenhang ist anzuführen, dass es sich hier nur um in vitro Experimente handelt. 

Aus diesem Grund müssen diese Erkenntnisse um Daten aus in vivo Analysen ergänzt wer-

den. In den vergangenen Jahren wurden hierfür erfolgreich Mausmodelle etabliert, die bereits 
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erste in vivo Erkenntnisse brachten (Lünemann et al., 2021). Das Zusammenführen dieser 

Ergebnisse könnte zukünftig helfen kurzkettige Polysialinsäure von der präklinischen in die 

klinische Forschung zu überführen.  

4.4 Ausblick: Kurzkettige Polysialinsäure - Ein Medikament für neurodegenerative Erkran-

kungen? 

In den kommenden Jahren wird das durchschnittliche Lebensalter der Weltbevölkerung in-

folge des demographischen Wandels weiter zunehmen. Ein höheres Lebensalter geht mit 

einer chronischen, sterilen Entzündung, auch als Inflammaging bezeichnet, einher (France-

schi und Campisi, 2014; Franceschi et al., 2018b). Damit werden altersbedingte Krankheiten, 

deren Pathogenese häufig auf ein übersteuertes Immunsystem zurückzuführen sind, in der 

medizinischen Versorgung an Bedeutung gewinnen. Zu den bekannten altersbedingten Er-

krankungen gehören beispielsweise Diabetes Mellitus, Frailty, Tumore oder kardiovaskuläre 

Krankheiten, aber auch neurodegenerative Krankheiten zählen dazu (Ferrucci und Fabbri, 

2018; Zuo et al., 2019; Prattichizzo et al., 2016). Bei den neurodegenerativen Erkrankungen 

des ZNS zeigen aktuelle Daten, dass neben einer erhöhten Grundaktivität von Mikrogliazel-

len auch Veränderungen innerhalb der Sialinsäure-SIGLEC Achse, die eine Modulation der 

Immunaktivität zur Folge haben, eine Rolle bei der Pathogenese spielen (Klaus et al., 2020; 

Linnartz et al., 2010; Lünemann et al., 2021). In den vergangenen Jahren hat sich vor allem 

α2,8-verknüpfte kurzkettige Polysialinsäure, die ein Ligand von SIGLEC-11 ist, als potenzi-

eller Wirkstoffkandidat im Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen herauskristallisiert 

(Lünemann et al., 2021). So wird α2,8-verknüpfte Sialinsäure vornehmlich in der Glykokalyx 

des ZNS und auf Mikrogliazellen exprimiert (Rutishauser, 2008; Yabe et al., 2003; Curreli et 

al., 2007). Dabei besitzt kurzkettige Polysialinsäure nicht nur über die Sialinsäure-SIGLEC 

Achse eine anti-inflammatorische Wirkung, sondern auch durch Properdin, einem Regulator 

des alternativen Wegs des Komplementsystems (Shahraz et al., 2015; Shahraz et al., 2022). 

Auch die biologischen Eigenschaften von SIGLEC-11, das insbesondere am Anfang einer 

Immunantwort eine wichtige regulatorische Rolle einnimmt, sind für das Potenzial als thera-

peutischer Ansatzpunkt bedeutend (Cao et al., 2009; Crocker et al., 2007; Varki, 2009a; Car-

lin et al., 2009). So wird SIGLEC-11 vornehmlich auf Gewebsmakrophagen wie 
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Mikrogliazellen exprimiert (Angata et al., 2002). Aber nicht nur das Expressionsmuster von 

SIGLEC-11 ist hervorzuheben, sondern auch das Bindungsverhalten zu Sialinsäure (Ha-

nashima et al., 2013; Padler-Karavani et al., 2014; Lehmann et al., 2012). So bindet 

SIGLEC-11 bevorzugt α2,8-verknüpfte Sialinsäure (Angata et al., 2002; Hayakawa et al., 

2005). Damit ergänzt SIGLEC-11 das therapeutische Potenzial von kurzkettiger Polysialin-

säure optimal (Angata, 2002; Crocker und Varki, 2001a; Crocker und Varki, 2001b).  

Bei der Entwicklung von neuen medikamentösen Therapien ist auch die Analyse der Bin-

dungsspezifität zum Bindungspartner von übergeordnetem Interesse. Daher war das Ziel 

dieser Dissertation die weitergehende Charakterisierung der Bindungsspezifität von kurzket-

tiger Polysialinsäure zu SIGLEC-11. Zum einem verringert eine hohe Bindungsspezifität die 

Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von unerwünschten Nebenwirkungen infolge von un-

spezifischen Bindungen (Kairys et al., 2019). Zum anderen sorgt eine hohe Bindungsspezi-

fität des Medikaments zum Liganden für eine verbesserte therapeutische Effektivität (Rad-

hakrishnan und Tidor, 2007). Die Untersuchung der Bindungsspezifität von Polysialinsäure 

zu SIGLEC erfolgte durch einen kompetitiven ELISA. Zwischen kurzkettiger Polysialinsäure 

und SIGLEC-11 zeigte sich im Vergleich zu SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 eine Bin-

dungsspezifität zu Gunsten von SIGLEC-11. Weil langkettige Polysialinsäure ebenfalls einen 

anti-inflammatorischen Effekt besitzt, wurde zusätzlich die Bindungsstärke von langkettiger 

Polysialinsäure zu SIGLEC untersucht. Einschränkend ist jedoch zu erwähnen, dass lang-

kettige Polysialinsäure einen negativen Einfluss auf die metabolische Aktivität einer Zelle be-

sitzt (Shahraz, 2016). Im Vergleich zu kurzkettiger Polysialinsäure zeigte sich für langkettige 

Polysialinsäure eine um den Faktor 100 stärkere Bindungsstärke zu SIGLEC-11. Die Bin-

dungsstärken von langkettiger Polysialinsäure zu SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 wa-

ren im Vergleich zur kurzkettigen Polysialinsäure sogar bis um den Faktor 108 stärker. Je-

doch ergab sich für langkettige Polysialinsäure keine Bindungsspezifität zu SIGLEC-11. Da-

mit eignet sich kurzkettige Polysialinsäure auf Grund seiner spezifischen Bindung zu 

SIGLEC-11 als potenzieller Wirkstoffkandidat im Bereich der neurodegenerativen Erkrankun-

gen.  
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Zusammenfassend sind diese Ergebnisse wichtige Erkenntnisse für eine zukünftige Zulas-

sung von Polysialinsäure als Wirkstoffkandidat und zur Verbesserung der therapeutischen 

Wirksamkeit. In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Modifikation des Poly-

merisierungsgrad hin zu niedrigen Homopolymeren die Bindungsspezifität von Polysialin-

säure zu SIGLEC-11 steigert, sodass für kurzkettige Polysialinsäure eine spezifische Bin-

dung an SIGLEC-11 gezeigt werden konnte. Für die weitere Medikamentenentwicklung von 

kurzkettiger Polysialinsäure werden nicht nur weitere Erkenntnisse über den Einfluss des 

Polymerisierungsgrads auf die Bindungsspezifität von Polysialinsäure zu SIGLEC-11 von In-

teresse sein, sondern auch von anderen Faktoren wie die Interaktionen mit der Glykokalyx 

(Razi und Varki, 1998; Collins et al., 2006). Hinsichtlich des kompetitiven ELISA, der die 

Bindung von einer löslichen Polysialinsäure mit einem löslichen SIGLEC untersucht, ist zu 

erwähnen, dass dieser am ehesten die Bindungsstärke abbildet. Unter physiologischen Be-

dingungen liegt SIGLEC jedoch bevorzugt als Dimere vor, weshalb in Zukunft ebenfalls die 

Avidität von SIGLEC-11, welche nähere Auskunft über das biologische Bindungsverhalten 

gibt, untersuchen werden sollte. Des Weiteren sind in Hinblick auf die aufgeführten Limitati-

onen und die zum Teil noch unklaren biologischen Prozesse weiterführende in vitro und in 

vivo Experimente notwendig, um die nachgeschalteten Signalwege besser zu verstehen und 

die Ergebnisse von ersten klinischen Studien zu interpretieren. 
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5. Zusammenfassung 

 

Im Laufe der Evolution haben Säugetiere für Glykokonjugate mit Sialinsäure ein vielfältiges 

Repertoire an Immunrezeptoren entwickelt, wozu die in dieser Dissertation untersuchten 

SIGLEC, die mit Sialinsäure eine funktionelle Einheit bilden, gehören (Macauley et al., 2014; 

Varki, 2011b, 2017b; Liao et al., 2020). Als Teil der angeborenen Immunantwort begünstigt 

ein Ungleichgewicht der Sialinsäure-SIGLEC Achse das Auftreten von altersbedingten Er-

krankungen (Lünemann et al., 2021; Crocker et al., 2007; Macauley et al., 2014; Murugesan 

et al., 2021; Serrano-López und Martín-Antonio, 2021; López-Otín et al., 2013). Innerhalb der 

Sialinsäure-SIGLEC Achse besitzt vor allem α2,8-verknüpfte kurzkettige Polysialinsäure eine 

neuroprotektive Wirkung, weil diese genauso wie der Bindungspartner SIGLEC-11 bevorzugt 

im ZNS exprimiert wird (Hayakawa et al., 2005). Dabei zeigt α2,8-verknüpfte kurzkettige Po-

lysialinsäure nicht nur über SIGLEC-11, sondern auch über alternative Signalwege wie dem 

Komplementsystem einen anti-inflammatorischen Effekt (Liao et al., 2021; Shahraz et al., 

2015; Shahraz et al., 2022). Damit stellt die Modulation der SIGLEC-vermittelten Immunant-

wort durch Gabe von Polysialinsäure einen innovativen therapeutischen Ansatzpunkt dar. 

Zur Evaluation von kurzkettiger Polysialinsäure als potenziellen Wirkstoffkandidat wurde die 

Bindungsspezifität zu SIGLEC-11 weitergehend analysiert. Hierfür wurde zuerst ein Protokoll 

zur Proteinbiosynthese von SIGLEC Fc-Fusionsproteinen und zur anschließenden Aufreini-

gung aus dem Zellkulturüberstand etabliert. Im nächsten Schritt gelang es anhand eines An-

tigen-ELISA zu zeigen, dass SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10 neben α2,3- und α2,6-

verknüpfte Polysialinsäure auch an α2,8-verknüpfte Polysialinsäure binden. Aufbauend auf 

diesen Erkenntnissen konnte ein kompetitiver ELISA etabliert werden. Hier zeigte sich für 

kurzkettige Polysialinsäure eine höhere Bindungsspezifität zu SIGLEC-11 in Relation zu 

SIGLEC-3, SIGLEC-5 und SIGLEC-10. Wenngleich für langkettige Polysialinsäure eine weit-

aus höhere Bindungsstärke zu SIGLEC-11 im Vergleich zu kurzkettiger Polysialinsäure ge-

zeigt werden konnte, so ergab sich keine spezifische Bindung mehr für SIGLEC-11. In Zu-

sammenschau unterstreichen die gewonnenen Daten das Potential von kurzkettiger Polysia-

linsäure als Wirkstoffkandidat. Gleichzeitig heben unsere Ergebnisse hervor, dass die 
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Veränderung des Polymerisierungsgrads von Polysialinsäure hin zu niedrigen Homopolyme-

ren zu einer messbaren Verbesserung der Bindungsspezifität führt. Trotz der vielverspre-

chenden Ergebnisse ist für einen zukünftigen therapeutischen Einsatz von Polysialinsäure 

festzuhalten, dass im Hinblick auf noch ausstehende Ergebnisse erster klinischer Studien 

und die teils noch unklaren Wirkmechanismen weitere experimentelle Untersuchungen not-

wendig sind. Bezugnehmend auf die Fragestellung dieser Dissertation kann abschließend 

gesagt werden, dass die Gabe von kurzkettiger Polysialinsäure zur Therapie von neurode-

generativen Erkrankungen auf Grund der hohen Bindungsspezifität und des neuralen Ex-

pressionsmusters von SIGLEC-11 ein vielversprechender Ansatzpunkt ist.   
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