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1 Einleitung

1 Einleitung

Das Auftreten einer Metastasierung im Verlauf einer Krebserkrankung stellt die hau-
figste Todesursache fur die meisten Patienten dar. Komplexe und zahlreiche Mechanis-
men vermitteln die Invasion von Zellen des Primartumors in das Blutgefalsystem, Uberle-
ben und Arrest der Zellen im Blutstrom sowie das fortschreitende Wachstum an entfernten
Regionen des Organismus. Das Verstandnis dieser Ablaufe und ihrer dynamischen Inter-
aktionen kann dazu beitragen, molekulare Zielstrukturen zu identifizieren und fur eine
mdgliche Therapie zu nutzen.

Selektine, eine Familie Kohlenhydrat-bindender Zelloberflachenmolekiile, initiieren die
Leukozytenrekrutierung wahrend der Immunantwort und bei inflammatorischen Prozes-
sen. Daruber hinaus binden sie an eine Vielzahl von Tumorzellen mit geeigneter Ligand-
ausstattung und férdern Uber verschiedene Mechanismen die hdmatogene Metastasie-
rung. Neben Selektinen sind Integrine und Adhasionsmolekiile der Immunglobulin-Super-
familie maRgeblich bei adhasiven Interaktionen zwischen Krebszellen und dem Gefal-
endothel beteiligt. Aus diesem Grund werden zahlreiche Anstrengungen unternommen,
deren Wechselwirkung mit malignen Tumorzellen zu beeinflussen.

Interessanterweise verbessert die Administration von Heparin im Rahmen der Throm-
boseprophylaxe und -therapie die Uberlebensrate von Krebspatienten, wobei die antiko-
agulatorische Aktivitat diesen Effekt nur zum Teil erklaren kann. Die Identifizierung der da-
fur verantwortlichen Heparinwirkungen stellt ein aktuelles Forschungsthema dar.

Die vorliegende Arbeit veranschaulicht das Adhasionsverhalten von Zellen unter-
schiedlicher Tumorentitaten in vitro und ermdglicht Einblicke in die Mechanistik der Meta-
stasierung. DarlUber hinaus steht Heparin im Fokus der Untersuchungen, um dessen posi-
tiven Auswirkungen auf den Verlauf von Krebserkrankungen auf molekularer Ebene de-
monstrieren zu kénnen. Es wird gezeigt, dass die kombinierte Wirkung unterschiedlicher
Adhasionsmolekile kritische Bindungsereignisse der Tumorzellen kontrolliert, wobei He-
parin an mehreren Schritten inhibitorisch eingreifen kann, womit es strukturell verwandten

Substanzen weit Uberlegen ist.



2 Theoretischer Teil

2 Theoretischer Teil

2.1 Selektine und Liganden

2.1.1 Struktureller Aufbau und Expression der Selektine

Selektine zahlen zur Klasse der Lektine, die Proteine mit speziellen Bindungsstellen flr
spezifische zelloberflachliche Kohlenhydratmuster darstellen. Dabei verandern sie nach
der Bindung die Zuckerstrukturen nicht und sind von Antikdrpern und Enzymen abzugren-
zen. Die drei Mitglieder der Selektinfamilie, nach ihrer zellularen Lokalisation als E (Endo-
thel)-, L (Leukozyten)- und P (Plattchen und Endothel)-Selektin bezeichnet, werden auf-
grund ihrer Ca*-abhangigen Bindung den C-Typ-Lektinen zugeordnet. Sie wurden 1989
erstmalig als ,lectin cell adhesion molecules® (LECAMs) beschrieben und vermitteln, wie
der Name bezeichnet, die selektive Bindung an ihre Liganden Uber eine aminoterminale

Lektindomane, die aus etwa 120 Aminosauren aufgebaut ist und innerhalb der drei Selek-

tine eine ca. 65%ige Sequenzhomologie aufweist’.

Der Aufbau der Selektine folgt einem allgemeinen Schema (Abb. 2-1). An die Lektindo-
mane schliel3t sich eine dem ,epidermal growth factor® (EGF) ahnliche Region an, die aus
35 bis 40 Aminosauren besteht und einen modulierenden Effekt auf den Kohlenhydrat-
bindenden Bereich auslbt®>. Der Einfluss der EGF-ahnlichen Region auf die durch die
Lektindomane vermittelte Ligandbindung liegt dabei in der Aufrechterhaltung einer be-
stimmten Konformation, die in einer hohen Bindungsaffinitat resultiert®. Es folgt eine varia-
ble Anzahl sogenannter ,short consensus repeats® (SCRs). Sie tUbernehmen den ent-
scheidenden Anteil der rdumlichen Ausdehnung des Rezeptors auf der Zelloberflache,
wobei deren Anzahl ein Unterscheidungskriterium zwischen den Selektintypen darstellt.
Die funktionelle Bedeutung dieser sich wiederholenden, aus ca. 60 Aminosauren beste-
henden Einheiten ist bis heute nicht eindeutig geklart. Man vermutet durch die Ausdeh-
nung ein Exponieren der Lektindomane, was eine verbesserte Interaktion zur Folge hat*.
Uber die transmembranéare Region sind die Selektine in der Zellmembran verankert. Dar-
auf folgt ein C-terminaler zytoplasmatischer Rest, der verglichen mit dem Gesamtmolekl
einen sehr kleinen Teil einnimmt und aufgrund seiner Verbindung mit dem Zytoskelett

Funktionen bei der Signaltransduktion innerhalb der Zelle Gbernimmt®”.

2
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E-Selektin e
L-Selektin — 1
P-Selektin e

Abb. 2-1: Aufbau der humanen Selektine. Die einzelnen Domanen sind fol-
gendermalen dargestellt: orange N-terminale Lektindomane, griin EGF-ahnli-
che Region, dunkelblau ,short consensus repeats”, hellblau transmembranére
Domane, grau C-terminaler zytoplasmatischer Rest.

(modifiziert nach Bevilacqua & Nelson?)

Die essentielle physiologische Bedeutung der Selektine liegt in der initialen Kontakt-
aufnahme zwischen Leukozyten und Endothelzellen begriindet. Als Folge dieser Wech-
selwirkung werden die weillen Blutzellen in charakteristische Rollbewegungen entlang
des Endothels versetzt, was eine Voraussetzung fur die nachfolgende Integrin-vermittelte
Adhasion und Extravasation darstellt. Auf die Adhasionskaskade der Leukozyten im Ent-
zundungsprozess wird in Kapitel 2.1.3 naher eingegangen.

Interaktionen mit Selektinen sind jedoch nicht nur auf Leukozyten begrenzt, sondern
daruber hinaus bei einer Vielzahl von Tumorzellen® anzutreffen. Durch vielfaltige Selektin-
vermittelte Bindungsmaoglichkeiten der Zellen an das Gefal3system und an Blutbestandtei-
le des Organismus sind diese Adhasionsmolekule maRgeblich an der Metastasierung von
Krebszellen beteiligt. Der Einfluss der Selektine auf die Dissemination von Tumorzellen
stellt einen Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit dar und wird ausfihrlich in Kapitel 2.5
beschrieben.

In den folgenden Abschnitten werden die drei Mitglieder der Selektinfamilie zunachst

charakterisiert.

a Indieser Arbeit sind mit dem Begriff ,Tumorzellen® stets Zellen maligner Tumore gemeint.
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2.1.1.1 E-Selektin

E-Selektin (CD62E, ELAM-1) erscheint auf der Oberflache von Endothelzellen nach
Aktivierung mit Zytokinen wie IL-1 und TNF-a oder mit Lipopolysacchariden. Erst nach
drei bis vier Stunden kommt es zur maximalen Konzentration von E-Selektin®, da das Gly-
koprotein durch de novo-Synthese gebildet wird. Nach 24 Stunden erreicht die Konzentra-
tion wieder ihren Ausgangswert'. Dabei wird das Selektin durch Endozytose von der Zell-
oberflache entfernt und in Lysosomen abgebaut. Die Expression von E-Selektin wird
durch den Transkriptionsfaktor NF-«B gesteuert''. Dieser wird durch freie Sauerstoffradi-
kale, die normalerweise durch eine Reihe von Radikalfdngern gegenreguliert werden,
aktiviert'?. Demzufolge wird durch oxidativen Stress in der Zelle als eine Folge vermehrt
E-Selektin exprimiert.

Die Lektindomane des E-Selektins weist eine globulare Struktur mit einer flachen Bin-
dungstasche fiir den Kohlenhydratliganden auf, was anhand réntgenographischer Unter-
suchungen festgestellt werden konnte'. E-Selektin enthalt bei Mensch, Maus und Hund
sechs SCRs; bei anderen Organismen findet sich eine abweichende Anzahl, so sind es

bei Ratte und Kaninchen beispielsweise nur fiinf'™.

2.1.1.2 L-Selektin

L-Selektin (CD62L, LECAM-1, gp90M=-") ist konstitutiv auf fast allen Leukozyten-Sub-
typen vorhanden, besitzt bei allen Spezies nur zwei SCRs und ist somit der kleinste Ver-
treter der Selektinfamilie. Es ist auf den Spitzen der Mikrovilli lokalisiert, wodurch trotz der
relativ geringen raumlichen Ausdehnung des Molekils eine gute Zuganglichkeit der Ligan-
den moglich ist'1®,

L-Selektin, zunachst als gp90VE-'* bezeichnet, da es mittels des monoklonalen Antikor-
pers MEL-14 detektiert wurde, spielt sowohl bei dem Leukozytenrollen eine entscheiden-
de Rolle als auch beim ,homing“ von Lymphozyten in die peripheren Lymphknoten. Uber
das Selektin, den ,homing receptor®, gelangen die Lymphozyten an den ,high endothelial
venules® (s. Kapitel 2.1.2.2) in das Lymphsystem'. Nach Aktivierung der Leukozyten wird
L-Selektin rasch von der Oberflache durch Proteolyse abgespalten, was als ,shedding®
bezeichnet wird. Dieses L-Selektin-Shedding scheint auf das Rollverhalten der Leukozy-
ten einen Einfluss zu haben, wie Hafezi-Moghadam & Ley zeigen konnten. Demnach

senkt dessen Unterdriickung die Rollgeschwindigkeit und fiihrt zu festen Adhasionen. So-
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mit stellt der Prozess der proteolytischen L-Selektin-Spaltung eine Voraussetzung fir das

,rolling“ von Leukozyten dar'®.

2.1.1.3 P-Selektin

P-Selektin (CD62P, PADGEM, GMP-140) wird in funktionsfahiger Form konstitutiv syn-
thetisiert und in den sekretorischen a-Granula von Thrombozyten und den Weibel-Palade-
Koérperchen von Endothelzellen gespeichert. Nach Aktivierung mit Thrombin, Histamin
oder Phorbolmyristat wird das intrazellular gespeicherte P-Selektin innerhalb von zehn Mi-
nuten zur Oberflache gebracht’. Neben dieser raschen Exposition von P-Selektin findet
eine Synthese auf Transkriptionsebene nach Stimulierung mit Zytokinen oder Lipopoly-
sacchariden statt?’. In einem Zeitraum von 30 bis 60 Minuten nach Prasentation auf der
Zelloberflache wird P-Selektin durch Endozytose erneut in die Zelle aufgenommen, wo
entweder ein Abbau im Lysosom oder eine Akkumulation in den Speichergranula erfolgt?'.
P-Selektin stellt das langste Selektin dar; es enthalt beim Menschen neun SCRs, bei

Maus, Ratte und Schaf sind acht dieser Elemente zu finden™.

2.1.2 Selektinliganden

Als einzige Gruppe von Adhasionsmolekilen treten Selektine mit ihren Bindungspart-
nern Uber die Erkennung von Kohlenhydratstrukturen in Wechselwirkung. Es wurden bis-
lang nur einzelne hochaffine Liganden charakterisiert. Grundsatzlich handelt es sich dabei
um mucinahnliche Glykoproteine. Als Mucine bezeichnet man hydrophile, langgestreckte
Glykoproteine, die Uber eine Vielzahl von Seitenketten verfigen. Die Zuckerrreste, haupt-
sachlich von Bedeutung sind fucosylierte Laktosaminoglykane, sind meist tiber O-glykosi-
dische Bindungen an Serin oder Threonin des Peptidgerustes geknupft und stellen die ei-
gentlichen Bindungsepitope dar. Der Anteil der Kohlenhydrate ist sehr hoch und kann bei
einzelnen Mucinen 75% betragen.

Bereits vor der strukturellen Aufklarung physiologischer Selektinliganden stellte man
fest, dass alle Selektine eine gewisse Affinitat zu der Blutgruppendeterminante Lewis* zei-
gen, die jedoch gegentiber deren Sialinsaurederivat sialyl Lewis* (sLe*) erhoht ist?.

Die Verknlipfung von N-Acetyllaktosamin mit Fucose und Sialinsdure in der Form
Neu5Aca2,3GalB1,4[Fucal,3]GIcNAc-O-R ist charakteristisch fir sLe*. An der Interaktion
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von sLe* mit Selektinen sind vor allem die Carboxylgruppe der Sialinsaure, die Hydroxyl-
gruppen der Fucose in 2-, 3- und 4-Stellung sowie die Hydroxylgruppe der Galaktose in
Position 6 beteiligt® (Abb. 2-2).

Abb. 2-2: Sialyl Lewis*. Die rot markierten funktionellen
Gruppen des Tetrasaccharids bestehend aus Fucose, Ga-
laktose, N-Acetylglucosamin und Sialinsdure sind essentiell
fiir die Selektinbindung, die Ca?*-abhangig verlauft.

Das Positionsisomer sLe? (NeubSAca2,3GalB1,3[Fuca1,4]GIcNAc-O-R) weist zu allen
drei Selektinen die gleiche Bindungsaffinitat auf**?°. Trotz der vergleichsweise sehr gerin-
gen Affinitat der Selektine zu diesen Epitopen — der Ko-Wert fiir die Wechselwirkung eines
einzelnen sLe*-Molekiils mit E-Selektin betragt 0,5-1,0 mM#*2® — konnten bislang keine
besser bindenden Kohlenhydrate gefunden werden.

Lektindomanen erkennen typischerweise spezifische Oligosaccharide mit beachtens-
werter Selektivitat, aber relativ geringer Affinitat, die durch multiple Bindungsstellen inner-
halb eines einzigen Lektinmolekulls oder durch molekulare Aggregation eines monovalen-
ten Lektins auf der Zelloberflache erhoht werden kann?.

Im Gegensatz zu der im millimolaren Bereich liegenden Affinitat von sLe* zu Selektinen
zeigen natirlich vorkommende Mucinliganden Kp-Werte nanomolarer GréRenordnung%.
Daher scheinen Selektine in ahnlicher Weise in der Lage zu sein, hochaffine Bindungen
zu schaffen.

Eine multivalente Anordnung von Bindungsepitopen erklart teilweise die hohen Affinita-

ten natirlicher Liganden. Eine derartige Clusterung kann hierbei auf Seite der Selektine
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und/oder auf der Seite der Liganden liegen. Mehrere Studien demonstrieren deren Bedeu-
tung fur Selektin-Ligand-Interaktionen. Die Clusterung von E-Selektin-Molekulen in der
Umgebung von Leukozyt-Endothelzell-Bindungen konnte mittels konfokaler Mikroskopie
sichtbar gemacht werden’. E-Selektin ist in sogenannten Lipidrafts auf der Zelloberflache
lokalisiert, was fur eine Signalweiterleitung wahrend der Leukozyt-Endothelzell-Interaktion
notig ist*®3'. Auch fiir L- und P-Selektin konnten Beweise fiir das Vorliegen in Clustern auf
der Zelloberflache erbracht werden®*. Glykolipide mit sLe*-Strukturen kénnen E-Selek-
tin-abhangiges Zellrollen vermitteln, wenn sie in lateralen Clustern in einer Modellmemb-
ran prasentiert werden®. Daneben ist CD24, ein Ligand fiir P-Selektin, ebenfalls in Rafts
organisiert®.

Neben der Multivalenz von Bindungen ist eine ausreichende Flexibilitat der einzelnen
Epitope erforderlich, um physiologische Funktionen zu erflllen, wie anhand der Wechsel-
wirkung von E-CHO-Zellen mit sLe*-haltigen Glykolipiden ermittelt werden konnte3¢-%%,

Die Bemuiihungen, Selektinliganden zu identifizieren und neue Erkenntnisse (iber deren
Funktionen zu gewinnen, sind groR3. Allerdings sei an dieser Stelle zu erwahnen, dass un-
terschieden werden muss zwischen Molekulen, die mit rekombinanten Selektinen in vitro
interagieren konnen, und denjenigen Strukturen, die in vivo an ein Zelloberflachen-Selek-
tin in biologisch relevanter Art und Weise binden. Die Kriterien fur einen wirklichen Selek-

tinliganden sind bei Varki* zusammengefasst und im folgenden aufgefiihrt:

1. Der Ligand sollte am richtigen Ort, zur richtigen Zeit prasent sein. Beispielsweise
muss ein P-Selektin-Ligand auf der Oberflache reifer, zirkulierender Blutzellen zu
einem Zeitpunkt erscheinen, an dem P-Selektin auf der Oberfliche von Endothel-
zellen oder Thrombozyten exprimiert wird.

2. Die selektive Entfernung oder Blockade des vermeintlichen Liganden auf der intak-
ten Zelle sollte biologisch relevante Interaktionen verhindern.

3. Die Abwesenheit des Liganden sollte die Funktion des relevanten Selektins in der
spezifischen Situation aufheben.

4. Der Ligand sollte mit gewisser Selektivitat durch das in Frage kommende Selektin
mit relativ hoher Affinitdt und vorzugsweise mit gut definierter Stéchiometrie er-

kannt werden.
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Einige dieser Voraussetzungen kdnnen nicht vollstandig erfullt werden, wenn andere
relevante Liganden gleiche Funktionen teilen und/oder die Erkennung durch andere Se-
lektine Uberlappt. Auf Liganden, die den Grofteil der o. g. Eigenschaften aufweisen, soll

im folgenden ausfuhrlicher eingegangen werden.

2.1.21 E-Selektin-Liganden

Der ,E-selectin ligand-1“ (ESL-1) wurde Anfang der 90er Jahre als ein fucosyliertes,
membranstandiges, etwa 150 kD schweres Glykoprotein beschrieben, das auf Maus-Neu-
trophilen und myeloiden Zellen vorkommt. Im Gegensatz zu den meisten anderen Selek-
tinliganden sind die Kohlenhydratepitope N-glykosidisch gebunden®. Desweiteren stellte
sich heraus, dass ESL-1 homolog zu dem ,basic fibroblast growth factor* (bFGF)-binden-
den Protein ,cysteine-rich FGF receptor (CFR)*'“? und identisch mit dem ,Golgi complex-
localized glycoprotein-1“ (GLG1), auch als MG-160 bezeichnet, ist*.

Ein Vorkommen im Inneren der Zelle wiirde eine Funktion des GLG1 als Selektinligand
verhindern, es ware demnach nicht ,am richtigen Ort, zur richtigen Zeit* vorhanden. GLG1
muss also auf der Oberflache der Zellmembran exprimiert werden und spezifische post-
translationale Modifikationen erfahren. Paradoxerweise zeigten Studien von CFR und
MG-160 in transfizierten CHO-Zellen, primaren neuronalen und anderen Zellen eine Loka-
lisation von GLG1 hauptséachlich im Golgi-Apparat und nicht auf der Zelloberflache***.

Ahn et al. konnten 2005 eine neuartige Isoform von GLG1, benannt als GLG2, identifi-
zieren. Dieses Protein gleicht im Aufbau dem GLG1, unterscheidet sich jedoch durch eine
zusatzliche, 24 Aminosauren umfassende Erweiterung im Bereich der C-terminalen zyto-
plasmatischen Domane. Sie klarten auf, dass GLG1 und GLG2 Produkte eines Gens sind.
Durch alternatives SpleiRen der mRNA resultiert ein Protein mit einem langeren zytoplas-
matischen Rest (37 Aminosauren, GLG2), der allein ausreicht, um die Expression zum
Golgi-Apparat zu richten, wogegen die ungesplei3te Variante zu einem Produkt mit kiirze-
rer zytoplasmatischer Doméane (13 Aminosauren, GLG1) fuhrt, welches auch auf Zellober-
flachen nachgewiesen werden kann*. Die Mechanismen, die zu einer Verlagerung des
Proteins GLG1 vom Golgi-Apparat zur Zelloberflache flhren, sind nicht eindeutig geklart.
Die zytoplasmatische Domane allein scheint den Expressionsort nicht zu kontrollieren.
Gonatas et al. zeigten mittels Mutagenese-Studien, dass die Deletion von einer bis neun
Aminosauren im C-Terminus mit einer geringen Menge zelloberflachlicher Expression as-
soziiert ist*. Selbst bei fast vollstindigem Fehlen der zytoplasmatischen Doméane wird

GLG1 hauptsachlich im Golgi-Apparat exprimiert. Mdglicherweise spielen Mechanismen
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wie Proteolyse oder Fucosylierung fur das Vorkommen der Endprodukte eine Rolle. Im
Fall des GLG1 als E-Selektin-Ligand ist anzunehmen, dass eine regulierte Fucosylierung
der luminalen Domane von GLG1 zu einem Verlust der Affinitdt zum entscheidenden lumi-
nalen Golgi-Protein und einer Erhdhung der Affinitat zu E-Selektin fuhrt. Eine Studie, die
diese Hypothese unterstitzt, ist die Detektion einer CFR-1-Variante auf der Oberflache
verschiedener Krebszellen. Interessanterweise wurde mRNA fir GLG in gesundem und
malignem Gewebe gefunden, wogegen ein positives Staining auf der Zelloberflache nur
bei den malignen Zellen beobachtet werden konnte. Daher wurde vermutet, dass die spe-
zifisch glykosylierte Variante nur auf der Zelloberflaiche vorkommt*’. Dimitroff et al. unter-
suchten eine humane Prostatakarzinomzelllinie im Vergleich zu gesundem Prostatagewe-
be hinsichtlich der Selektinligandexpression. Sie konnten ESL-1 in allen Geweben in intra-
zellularen Strukturen nachweisen. Demzufolge stellt ESL-1 bei den untersuchten Zellen
keinen funktionsfahigen E-Selektin-Liganden dar®.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass ESL-1 nur dann als Ligand fir E-Se-
lektin agiert, wenn er auf der Zelloberflache exprimiert wird und korrekt glykosyliert ist.
Sind diese Bedingungen erfilllt, erfolgt die Bindung mit hoher Affinitat an E-Selektin, wah-
rend L- und P-Selektin nicht gebunden werden*. Im Gegensatz zu L-Selektin und
PSGL-1, die auf den Spitzen der Mikrovilli von Leukozyten exprimiert werden und durch
diese exponierte Lage das ,tethering® und ,rolling“ dieser Zellen initiieren (s. Kapitel
2.1.3), findet sich ESL-1 im Randbereich der Mikrovilli®*, was auf eine spatere Funktion

des E-Selektins im Rollprozess der Leukozyten hinweist.

Der ursprunglich als P-Selektin-Ligand beschriebene ,P-selectin glycoprotein ligand-1*
(PSGL-1) weist gegenlber E-Selektin ebenfalls eine gewisse Affinitat auf. In Kapitel

2.1.2.3 wird ausfuhrlich darauf eingegangen.

An dieser Stelle soll kurz der ,death receptor-3“ (DR3) vorgestellt werden, der kirzlich
als neuer Bindungspartner fur E-Selektin beschrieben wurde. DR3 wird auf den Kolonkar-
zinomzelllinien HT-29 und LoVo exprimiert und durch E-Selektin aktiviert, was wiederum
zu einer Aktivierung von p38 und ERK mit resultierender transendothelialer Migration und
Uberlebensvorteil der Zellen fiihrt. Interessanterweise agiert DR3 hierbei nicht als ,death
receptor® im Sinne der Apoptoseeinleitung, sondern erfiillt bis dahin unbekannte
Funktionen®'.



2 Theoretischer Teil

21.2.2 L-Selektin-Liganden

L-Selektin bindet an sulfatierte sLe*-Epitope auf O-Glykanen verschiedener Glykopro-
teine in ,high endothelial venules* (HEVs)*.

HEVs sind spezialisierte postkapillare Venolen aller sekundarer lymphatischen Organe
(mit Ausnahme der Milz) einschlieBlich Lymphknoten, Rachenmandeln, Peyerscher
Plaques in Dinndarm und Wurmfortsatz sowie kleiner Aggregate lymphatischen Gewebes
in Magen und Dickdarm®. Sie ermdglichen dort den Lymphozyten die Diapedese aus dem
Blut in das Lymphsystem. Das Endothel einer HEV besteht im Unterschied zu anderen
Venolen nicht aus flachen, sondern aus kubisch geformten Zellen (,high endothelial cells®,
HECSs), die der Venole ein dickeres Endothel verleihen und namensgebend sind. Die Ge-
falBwande von HEVs enthalten eine groRe Anzahl von Lymphozyten unterschiedlicher Ext-
ravasationsstadien, was ihre Aufgabe in der Lymphozytenrezirkulation verdeutlicht®®. An
dieser Stelle sei kurz darauf hingewiesen, dass neben dem Vorkommen in lymphatischen
Geweben Gefalle mit HEV-typischer Erscheinung und entsprechender Ligandausstattung
auch bei chronisch-inflammatorischen Zustanden wie rheumatoider Arthritis, M. Crohn,
Colitis ulcerosa oder Hashimoto-Thyreoiditis auftreten kénnen®.

Die ersten auf HEVs exprimierten L-Selektin-Liganden, die identifiziert wurden, waren
das ,glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1“ (GlyCAM-1), CD34 und Podoca-
lyxin. Wie viele andere Selektinliganden zahlen sie zu Sialomucinen.

Wahrend CD34 und Podocalyxin membranstandige Proteine sind, wird GlyCAM-1 se-
zerniert und erreicht hohe Plasmalevel®*®*®. Es wurde in murinen HEVs nachgewiesen und
stellt den am besten charakterisierten L-Selektin-Liganden dar. Seine fehlende Membran-
verankerung spricht gegen eine Funktion bei der Lymphozytenrezirkulation, jedoch wird
es als Regulator der Integrinaktivierung bei diesem Prozess diskutiert®®. GlyCAM-1 weist
Sulfatierungen am sLe* auf, die an zwei unterschiedlichen Positionen auftreten kénnen.
Bei einer Sulfatierung am C-6 des GIcNAc spricht man von 6-sulfo-sLe*, bei der Sulfatie-
rung an C-6 der Galaktose wird die Struktur als 6'-sulfo-sLe* bezeichnet™ 8. Eine verstark-
te Interaktion von 6-sulfo-sLe* mit L-Selektin gegeniiber dem unsulfatierten sLe* gilt als
gesichert, wogegen die Frage der physiologischen Relevanz von 6'-sulfo-sLe* nicht ein-
deutig geklart ist, lassen sich doch in humanen Lymphknoten und Rachenmandeln im Ge-
gensatz zu murinem GlyCAM-1 keine detektierbaren 6'-sulfo-sLe*-Level ermitteln®®*°,

CD34 und Podocalyxin werden sowohl auf vaskularem Endothel als auch auf hamato-
poetischen Vorlduferzellen exprimiert. lhre L-Selektin-reaktiven Formen sind in humanen
HEVs der Rachenmandeln anzutreffen, wogegen nicht-reaktive Formen in nicht-entziinde-

ten GefaRen gefunden werden®®®’,

10
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Die zweite Herangehensweise, um HEV-stéandige L-Selektin-Liganden zu ermitteln,
wurde unter Einsatz des monoklonalen Antikérpers MECA-79% durchgefiihrt, der Lymph-
knoten-HEVs in Mausen markiert, Lymphozytenadhasion an HEVs in vitro blockiert und
das ,homing“ in Lymphknoten inhibiert. Glykoproteine in HEVs, die mit MECA-79 reagie-
ren, werden als ,peripheral lymph node addressin“ (PNAd) zusammengefasst. In murinen
Lymphknoten und humanen Rachenmandeln sind mindestens vier Mitglieder dieses Kom-
plexes zu finden. Im Jahr 2002 wurde neben GlyCAM-1 (murin), CD34 (human und murin)
und Podocalyxin (human) Endomucin, ein weiteres membranares Sialomucin, als Mitglied
dieser Gruppe identifiziert, welches sowohl murinen als auch humanen Ursprungs ist®.

Das ,mucosal addressin cell adhesion molecule-1“ (MadCAM-1), exprimiert in mesen-
terialen Lymphknoten und auf HEVs in Peyerschen Plaques, stellt ebenfalls eine PNAd-
Komponente mit einer kurzen Mucindomane dar®. MadCAM-1 weist neben dieser Kohlen-
hydratstruktur auch Immunglobulin-Domanen im Molekil auf, wodurch es zusatzlich als
Ligand fur das Lymphozyten-Integrin a467 im ,homing“ der Lymphozyten in Darm-assozi-
ierten lymphoiden Organen und Geweben fungieren kann®.

Andere Mitglieder des PNAd-Komplexes wurden noch nicht molekular identifiziert, ob-
wohl bereits bekannt ist, dass sie sensitiv gegenuber dem Mucin-degradierenden Enzym
O-Sialoglykoprotease (OSGP) sind®'.

Weiterhin soll festgehalten werden, dass humane tonsillare HEVs L-Selektin-Liganden
exprimieren, die unempfindlich gegeniber OSGP sind und keine MECA-79-Reaktivitat

aufweisen®®.

Die Bindungsfahigkeit von PSGL-1 an L-Selektin wird in Kapitel 2.1.2.3 naher beschrie-

ben.

Nucleolin stellt ein multifunktionales Kernprotein schnell wachsender eukaryotischer
Zellen dar, welches daruber hinaus mit einer zelloberflachlichen Expression in Verbindung
gebracht wurde. Es wurde angenommen, dass es standig zwischen Zellkern und -plasma
wechselt®”. In den 90er Jahren wurde Nucleolin auf der Oberflache bestimmter Leberzellli-
nien nachgewiesen, was jedoch nicht mit einer L-Selektin-Bindung in Zusammenhang ge-
bracht wurde®®. Vielmehr beschrieben die Autoren Nucleolin als ein LDL-bindendes
Protein®.

Interessanterweise wurde Nucleolin im Jahr 2001 als ein weiterer L-Selektin-Ligand auf
humanen Leukozyten und hamatopoetischen Progenitorzellen beschrieben’™, nachdem

1994 der erste Beweis flir das Vorkommen eines L-Selektin-Liganden auf nicht-endotheli-

1"
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alen Zellen erbracht wurde, der spater als eine Glykoform von CD44 identifiziert werden
konnte”""?. Inwieweit eine biologische Relevanz von zelloberflachlichem Nucleolin hin-
sichtlich einer Interaktion mit L-Selektin vorliegt, bleibt zu klaren. Es kdnnte neben
PSGL-1 (s. Kapitel 2.1.2.3) homotypische interzellulare Wechselwirkungen zwischen flie-
Renden und bereits endothelial gebundenen Leukozyten vermitteln, wodurch eine Be-

schleunigung der Leukozytenrekrutierung in entziindetes Gewebe angenommen wird”>",

Neben der urspriinglich beschriebenen Bedeutung von L-Selektin-Liganden im Prozess
des ,homing“ von Lymphozyten und der Rekrutierung von Leukozyten bei akuten und
chronischen Entziindungszustanden wurden weitere Funktionen deutlich, die die hamato-
gene Metastasierung von Krebszellen, Mechanismen bei der entziindlichen Demyelinisie-
rung von Axonen und die Einnistung des frihen menschlichen Embryos in die Gebarmut-

ter umfassen’®.

2.1.2.3 P-Selektin-Liganden

Erstmalig im Jahr 1992 von Moore et al. beschrieben, stellt PSGL-1 den am besten
charakterisierten Selektinliganden dar. Es handelt sich dabei um ein langgestrecktes, tber
Disulfidbriicken verbundenes Homodimer mit einem Molekulargewicht von etwa 250 kD".
PSGL-1 wird von den meisten Leukozyten exprimiert, wobei festgehalten werden soll,
dass seine Anwesenheit auf einem bestimmten Zelltyp nicht zwangslaufig seine funktio-
nelle Relevanz indiziert. Beispielsweise exprimieren die meisten Lymphozyten PSGL-1,
aber nur 10-20% sind tatsachlich in der Lage, P-Selektin zu binden”. Fir die Interaktion
muss das Protein durch Glykosylierung und Tyrosinsulfatierung posttranslational modifi-
ziert werden®.

Der Ligand ist auf den Spitzen der Mikrovilli lokalisiert und kann durch Interaktionen mit
dem ebenfalls sehr langgestreckten P-Selektin das ,rolling® der Leukozyten initiieren.
PSGL-1 enthalt neben a-1,3-Fucosylierungen a-2,3-verknlpfte Sialinsdure und das sLe*-
Motiv, wobei die Kohlenhydrate O-glykosidisch an Threonin-57 gebunden sind. Deren An-
teil macht jedoch nur einen geringen Teil des gesamten Sialinsdure- bzw. sLe*-Gehalts
auf der Zellmembran aus’. Dies widerspricht der Annahme, dass viele schwachaffine Ein-
zelbindungen fir die hohe Affinitat des natirlichen Liganden verantwortlich sind. In spate-
ren Studien wurde deutlich, dass in PSGL-1 verzweigte Kohlenhydratseitenketten vorherr-
schen. Die als ,core-2 structures bezeichneten -1,6-Verknipfungen von GalNAc mit

GIcNACc resultieren in einer erhdhten raumlichen Nahe der Bindungsepitope, was die Affi-
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nitatssteigerung erklaren konnte™. Zusatzlich zu diesen Kohlenhydrateigenschaften be-
sitzt PSGL-1 drei N-terminale sulfatierte Tyrosinreste an Position 46, 48 und 51, die eine
deutliche Affinitdtserhdhung zu P-Selektin bewirken, wobei die Sulfatierung eines Tyrosin-
restes essentiell ist®*®',

Dariiber hinaus stellt PSGL-1 einen wichtigen Liganden fiir L-Selektin dar®?, wobei die-
selben strukturellen Voraussetzungen nétig sind. Durch diese Interaktion werden homoty-
pische Leukozyt-Leukozyt-Interaktionen vermittelt, was, wie oben erwahnt, zu einer Be-
schleunigung des Rekrutierungsprozesses fiihrt.

E-Selektin wird ebenfalls von PSGL-1 gebunden, jedoch mit etwa 50fach geringerer
Affinitat®®. Bei der Interaktion sind ebenfalls ,core-2“-O-Glykane an Position Threonin-57
beteiligt, wogegen sulfatierte Tyrosinreste nicht essentiell sind®*. Allerdings konnten Marti-
nez et al. 2005 zeigen, dass E-Selektin-vermitteltes Zellrollen entlang eines PSGL-1-
Substrats nur teilweise von ,core-24-O-Glykanen abhangig ist. Zusatzliche Bindungsstel-
len unterstiitzen mehr als 75% des E-Selektin-vermittelten Zellrollens®. Die Bindungsfa-
higkeit an E-Selektin konnte desweiteren mit einer in vivo-Studie belegt werden, die ver-
deutlicht, dass PSGL-1 auf T1-Helferzellen als E-Selektin-Ligand agiert, indem er deren
Migration in entzlindete Hautareale unterstiitzt®.

Die Modifikationen des PSGL-1-Proteingeriists mit Kohlenhydratstrukturen sind maf3-
geblich flr dessen variable Affinitdt zu den drei Selektinen und stellen eine Folge des un-
terschiedlichen Einflusses von a-1,3-Fucosyltransferasen dar®.

Neben der Expression von PSGL-1 auf Leukozyten konnte der Ligand auch auf muri-
nen sowie humanen Thrombozyten nachgewiesen werden, wobei dessen Expression
durch Thrombin erhéht wird. Allerdings ist der Gehalt auf Thrombozyten 25-100fach gerin-
ger als auf Leukozyten und scheint mit dem Altern der Blutplattchen abzunehmen. Durch
die Bindungsfahigkeit des thrombozytaren PSGL-1 an P-Selektin und die Vermittlung von
Thrombozyt-Endothel-Interaktionen in vivo wurde seine Relevanz als Ligand deutlich. Ob-
wohl die biologische Bedeutung dieser Ergebnisse weiter untersucht werden muss, schla-
gen die Autoren aufgrund des Leukozyt-analogen Verhaltens ein breiteres Wirkungsspek-
trum der Thrombozyten vor, das Uber eine alleinige Funktion bei der Hamostase
hinausgeht®’.

Da Costa Martins und Mitarbeiter zeigten 2007, dass auch Endothelzellen PSGL-1 auf
mRNA- und Proteinlevel exprimieren. Dieser endotheliale PSGL-1 (ePSGL-1) ist funkti-
onsfahig und vermittelt ,tethering“ und Adhasion von Monozyten oder Thrombozyt-Mono-
zyt-Komplexen an aktiviertem Endothel unter Flussbedingungen. Die Expression von

ePSGL-1 scheint konstitutiv zu erfolgen, da eine Stimulation des Endothels mit inflamma-
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torischen Agentien wie TNF-a, IL-18 oder Thrombin zu keiner Veranderung hinsichtlich
des ePSGL-1-Gehalts flhrte. Allerdings wurde die Bindungsfahigkeit von Monozyten oder
P-Selektin-Fc-Chimaren durch eine TNF-a-Behandlung des Endothels erhdht, was das
Resultat der TNF-a-induzierten Glykosylierung von ePSGL-1 zu sein scheint®.

Die bisher beschriebenen Untersuchungen zeigen die Bindungsfahigkeit von PSGL-1
an Selektine auf. Es soll an dieser Stelle kurz erwahnt werden, dass daruber hinaus eine
Interaktion von leukozytdrem PSGL-1 mit dem Haut-assoziierten Chemokin CCL27 be-
steht. Dieses vermittelt T-Zell-Migration bei Kontakt- und atopischer Dermatitis. Die Wech-
selwirkung zwischen PSGL-1 und CCL27 erfolgt in Analogie zur L- und P-Selektin-Bin-
dung abhangig von sulfatierten Tyrosinresten, wobei allerdings drei Tyrosine sulfatiert
sein mussen, wogegen weder O- noch N-Glykane zur Bindung beitragen. Die Relevanz
dieser Interaktion ist nicht eindeutig geklart. Es wird u. a. eine protektive und regulierende
Funktion angenommen, die aufgrund der Bindung von PSGL-1 an das Chemokin auf ei-
ner geringeren Chemokinrezeptor-vermittelten Chemotaxis der T-Zellen zu CCL27
beruht®.

CD24 besteht aus einem kleinen Proteinkern von 27 Aminosauren, die stark glykosy-
liert sind. Uber einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker ist CD24 in der Zellmembran ver-
ankert. Fast die Halfte der Aminosduren besteht aus Serin und Threonin, welche potenti-
elle Stellen fur O-verkniipfte Glykane darstellen. CD24 wird in friihen Phasen der B-Zell-
Entwicklung und auf Neutrophilen in groBem Malde exprimiert, fehlt jedoch auf normalen
T-Zellen und Monozyten. In ausgereiften humanen Geweben ist CD24 nicht zu finden, je-
doch in einer Vielzahl humaner Karzinome®?®'.

1995 wurde das zu CD24 homologe murine Molekdl ,heat stable antigen® (HSA) erst-
mals als Ligand fur P-Selektin beschrieben, das die Bindung von myeloiden Zellen spezi-
fisch an endotheliales und thrombozytares P-Selektin vermittelt, wobei diese Interaktion
Uber sLe*-haltige N-Glykane erfolgt®.

Wenig spater wurde mit sLe* modifiziertes CD24 als P-Selektin-Ligand auf PSGL-1-ne-
gativen, humanen Tumorzelllinien (Mammakarzinom, kleinzelliges Bronchialkarzinom)
nachgewiesen. Der CD24/P-Selektin-Bindungsweg koénnte demzufolge eine essentielle
Rolle fur die Dissemination von Tumorzellen durch die Férderung der Interaktion mit
Thrombozyten oder Endothel spielen®.

Weitere Studien demonstrieren die Bedeutung von CD24 im Adhasionsgeschehen bei
einer Vielzahl anderer Tumorzellen, wobei dessen Expression mit der Malignitat korreliert

und als prognostischer Marker genutzt werden kann®-.
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Neben PSGL-1 und CD24 sind Sulfatide, sulfatierte Galaktocerebroside, als weitere
P-Selektin-Liganden identifiziert worden®. Neben ihren physiologischen Funktionen, die
beispielsweise die Aufrechterhaltung einer geclusterten Verteilung von spannungsabhan-
gigen Na*- und K*-Kanalen innerhalb der Myelinscheiden, die Spermatogenese und Ag-
gregation von Thrombozyten umfassen, haben sie in letzter Zeit in der Tumorforschung
an Bedeutung gewonnen. Es konnte gezeigt werden, dass auf Krebszelllinien bestimmte
Sulfatide existieren, die Wechselwirkungen mit P-Selektin eingehen und dadurch Interakti-
onen mit Thrombozyten vermitteln, was zu einer Metastasierung beitragt*® (s. Kapitel
2.5.2).

Der thrombozytare GPIb/IX/V-Komplex besteht aus den vier Polypeptiden GPlba und
GPIbg, welche Uber eine Disulfidbriicke verbunden sind, sowie aus den nicht-kovalent as-
soziierten Einheiten GPIX und GPV. Der Komplex vermittelt in der Frihphase der prima-
ren Hamostase die Adhasion von Thrombozyten an die verletzte GefalRwand, besonders
bei hohem Scherstress, Uber die Bindung an von-Willebrand-Faktor (vVWF), der auf dem
Subendothel zuganglich wird. Er ist wahrend der Aggregation mit bestimmten Tumorzel-
len hochreguliert, womit er bei dem Prozess der Tumorzell-induzierten Thrombozytenag-
gregation beteiligt ist (s. Kapitel 2.5.2).

Die GPlba-Einheit besitzt neben der Mdéglichkeit der Wechselwirkung mit VWF eine
Bindungsstelle fiir Thrombin und nimmt an der Thrombozytenaktivierung teil*®. Darlber hi-
naus weist dieses Element Strukturadhnlichkeiten zu PSGL-1 auf. Es ist ebenfalls ein
membranares, langgestrecktes Sialomucin mit stark O-glykosylierten Regionen und drei
sulfatierten Tyrosinresten. Daher ist der GPIb/IX/V-Komplex in der Lage, mit P-Selektin in
Wechselwirkung zu treten, was es Thrombozyten ermdéglicht, Gber die Wirkung dieses

Komplexes sowohl an Subendothel als auch an aktiviertem Endothel zu adharieren'®,

Abschlieend ist festzuhalten, dass Selektinliganden vielfaltige Wirkprinzipien erfullen,

um hochaffine Bindungen zu erzielen, wobei folgende Parameter eine Rolle spielen:

1. die Art der erkannten Oligosaccharidsequenz,

2. die konzentrierte Prasentation der Kohlenhydratstrukturen (Clusterung), die in ei-
ner Multimerisierung von Bindungen resultiert,
die spezielle Anordnung der Bindungsepitope auf dem Proteingerist und

4. posttranslationale Modifikationen des Proteins, z. B. Sulfatierung und Glykosylie-

rung.
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2.1.3 Die Adhasionskaskade der Leukozyten

Der hochregulierte Prozess in postkapillaren Venolen, der zur Invasion von Leukozyten
im Rahmen einer akuten oder chronischen Entziindung in betroffenes Gewebe fihrt,
zeichnet sich durch die aufeinanderfolgende Wirkung verschiedener Adhasionsmolekiile
aus und wird daher als Adhasionskaskade bezeichnet'".

Durch geschadigtes Gewebe werden zunachst Mediatoren wie Histamin oder Throm-
bin freigesetzt, die die typischen Symptome einer Entzindung hervorrufen. Desweiteren
werden durch freigesetzte Zytokine (IL-1, TNF-a) spezifische Adhasionsrezeptoren auf
der Oberflache von Endothelzellen ausgebildet. Beginnend mit dem sogenannten ,tethe-
ring“ von Leukozyten kommt es zum ersten transienten Kontakt zwischen Leukozyten und
GefaBwand, was durch Spriinge der Zellen von ca. 50 ym gekennzeichnet ist. Nachfol-
gend auftretende schwachaffine Bindungen zwischen Leukozyten und endothelialen Ad-
hasionsmolekulen fihren zu einer weiteren Verlangsamung auf eine Geschwindigkeit von
ca. 20 ym/s, die sich deutlich von der Geschwindigkeit frei flieRender Leukozyten
(2 mm/s) unterscheidet. Dieses Phanomen wird als Zellrollen entlang des Endothels be-
zeichnet. Anfang der 90er Jahre konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei den Ad-
hasionsmolekulen, die das ,tethering“ und ,rolling“ vermitteln, um Selektine handelt. Sie
nehmen aufgrund der Initierung der Adhasionskaskade eine Schlusselstellung ein, da
durch eine gezielte Blockade der Selektinfunktion inflammatorische Prozesse kausal be-
einflusst werden kénnen.

Neben den Selektinen sind Integrine und Molekile der Immunglobulin-Superfamile,
zwei weitere Gruppen von Adhasionsrezeptoren, entscheidend in die Rekrutierung von

Leukozyten involviert, wie in Abb. 2-3 veranschaulicht.
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Abb. 2-3: Adhdsionskaskade der Leukozyten. Selektine initieren den Prozess, der mit dem ,tethering®
und ,rolling" von Leukozyten beginnt, wahrend Integrine und deren Liganden aus der Immunglobulin-Su-
perfamilie fir feste Bindungen und die endotheliale Transmigration verantwortlich sind.

ESL-1, ,E-selectin ligand-1“; GlyCAM-1, ,glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1%; ICAM, ,inter-
cellular adhesion molecule“; MadCAM-1, ,mucosal addressin cell adhesion molecule-1“; PSGL-1, ,P-selec-
tin glycoprotein ligand-1“; VCAM-1, ,vascular cell adhesion molecule-1“.

(modifiziert nach Bendas'?)

Nach der Selektin-vermittelten lokalen Anreicherung der Leukozyten, kénnen diese ih-
rerseits durch endothelial freigesetzte Mediatoren wie Chemokine oder den Plattchen-ag-
gregierenden Faktor (PAF) in einen aktivierten Zustand versetzt werden, was in einer Ex-
pression von leukozytaren Integrinen (o437, a4B1, aLB2, aMB2) resultiert. Als Folge des-
sen werden Interaktionen mit ihren korrespondierenden endothelialen Liganden aus der
Immunglobulin-Superfamilie (MadCAM-1, VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2) moglich, die eine
feste Adhasion unter Abflachung der Leukozyten am Endothel verursachen.

Der sich anschlieRende Prozess der Transmigration wird ebenfalls tUber Integrin-Li-
gand-Wechselwirkungen gesteuert. Mal3geblich ist das Immunglobulin ,platelet/endotheli-
al cell adhesion molecule-1“ (PECAM-1) beteiligt, welches homogene Bindungen zwi-
schen den Endothelzellen schafft. Durch Interaktion der leukozytaren Integrine an
PECAM-1 werden diese Bindungen geltst, wobei die Leukozyten in die resultierenden in-
terzellularen Zwischenrdume und somit in das entziindete Gewebe eindringen kénnen'®,

Auf die Struktur und Funktion von Integrinen und Immunglobulinen soll in den folgen-

den Kapiteln ausfuhrlicher eingangen werden.
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2.2 Integrine

Integrine stellen die grofite Gruppe von Adhasionsmolekulen dar. Sie kommen auf al-
len Zellarten vor und erflllen ein breites Spektrum an Bindungsfunktionen. Durch die Inte-
grin-vermittelte Verbindung (,Integrierung®) des Zytoskeletts der Zellen mit Bestandteilen
der extrazellularen Matrix (EZM) liefern sie diverse Informationen Uber deren Lokalisation
im Kdrper und ihr naheres zellulares Umfeld'™. Desweiteren dienen sie der Fixierung von
Gewebeverbanden und der Steuerung von Bewegungen und Wachstum. Neben der Zell-
Matrix-Bindung vermitteln Integrine vielfaltige Zell-Zell-Wechselwirkungen.

Es handelt es sich bei diesen Adhasionsrezeptoren um langgestreckte Heterodimere,
die aus einer a- und einer B-Untereinheit aufgebaut sind. Bislang sind 18 a- und 8 B-Un-
tereinheiten bekannt, die durch unterschiedliche Kombinationen mindestens 24 funktionel-
le Integrine ergeben. Die Klassifikation der Integrine kann entsprechend ihrer S-Unterein-
heit in zwei Subfamilien (81, 82) erfolgen (Abb. 2-4). Die Ligandspezifitat beruht auf der

jeweiligen a/B-Kombination.

a9

Abb. 2-4: Die Integrinfamilie. Die unterschiedlichen a- und -
Untereinheiten ergeben mindestens 24 funktionelle Integrine.

Die gréfte Subfamilie bilden B1-Integrine, die hauptsachlich Zell-Matrix-Bindungen ver-
mitteln. Die Liganden dieser Untergruppe sind demnach Molekule der EZM wie Fibronek-
tin, Vitronektin, Laminin und Kollagen. Eine Ausnahme stellt das Integrin a481 (,very late

activation antigen-4“, VLA-4) dar, welches neben Fibronektin das ,vascular cell adhesion
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molecule-1“ (VCAM-1) aus der Immunglobulin-Superfamilie bindet und somit eine Doppel-
funktion ausubt. Auf VLA-4 und VCAM-1 wird in Kapitel 2.2.3 bzw. 2.3.1 ausfuhrlicher ein-
gegangen.

Die B2-Integrine werden exklusiv auf Leukozyten exprimiert und sind damit fur die Emi-
gration der Leukozyten im Rahmen der Adhasionskaskade und das ,homing“ von Lym-
phozyten von Bedeutung. Wichtige Vertreter aus dieser Gruppe sind das ,lymphocyte
function associated antigen-1“ (LFA-1; CD11a/CD18; alL82), welches mit einem Basislevel
auf allen Leukozyten vorhanden ist, Mac-1 (CD11b/CD18; aMB2), das in Granulozyten
und Monozyten unter Aktivierung aus Speichergranula freigesetzt wird sowie
CD11¢/CD18 (gp150,95; aXB2), das hauptsachlich von Gewebsmakrophagen, Monozyten
und dendritischen Zellen exprimiert wird'®. Die wichtigsten Liganden dieser Integrine sind
die endothelialen ,intercellular cell adhesion molecules® (ICAMs), die als ICAM-2 und
ICAM-3 konstitutiv vorhanden oder wie ICAM-1 durch Zytokine induzierbar sind.

Ein weiteres nennenswertes Mitglied der Integrinfamilie stellt das allbB3 (GPlIb/llla,
CD41/61) dar, welches auf Thrombozyten lokalisiert ist und eine bedeutende Funktion bei
der Blutgerinnung Ubernimmt, indem es nach Aktivierung mit Thrombin oder ADP durch
eine Bindung an Fibrin die entstehenden Thromben vernetzt und stabilisiert. Weitere Li-
ganden des allbB3 sind u. a. Fibrinogen, Fibronektin und vWF. Seine Blockierung, die zu
einer Thrombozytenaggregationshemmung fiihrt, bietet einen therapeutischen Angriffs-
punkt im Rahmen der Infarktprophylaxe. Zusatzlich zu dieser physiologischen Funktion
spielt allbB3 eine bedeutende Rolle bei der Thrombozyt-vermittelten Adhasion von Tu-

morzellen an das Endothel und die EZM'%6.1°7,

Daruber hinaus werden viele Integrine auf Tumorzellen exprimiert, was fur das Adha-

sionsgeschehen dieser Zellen von Bedeutung ist, wie spater diskutiert werden soll.

2.2.1 Struktureller Aufbau der Integrine

Die a- und B-Untereinheiten der Integrine sind nicht-kovalent im Verhaltnis 1:1 assozi-
iert und bestehen jeweils aus einer grofien extrazellularen Domane von >940 bzw.
>640 Aminosauren, wobei jede Untereinheit die Zellmembran nur einmal durchspannt. In-
tegrine besitzen einen kurzen transmembrandren Bereich und eine kleine zytoplasmati-
sche Domane ohne Enzymaktivitat von 15-77 Aminosduren fur die a-Kette und 46-

60 Aminosauren fiur die B-Kette'®.
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Beide Untereinheiten sind in eine Vielzahl weiterer Strukturelemente gegliedert, wie in

Abb. 2-5 schematisch dargestellt ist.

inserierte I-Domane
(bei a1, a2, a10, 11, aD, aE, al, oM, aX)

MIDAS-Motiv transmembranire
Domadne
a HN—{1 [0 [m]wv]v|vi|vi = COOH
-Propeller .
g P Stelzenregionen zytoplasr?atlsche
MIDAS-Motiv Doménen
s wn— [T T J=T F—coon
I-dhnliche I-EGF-Domdne
Domadne

Abb. 2-5: Integrinstruktur. Darstellung eines Heterodimers unter Angabe der einzelnen Doma-
nen. MIDAS, ,metal ion-dependent adhesion site®; I-EGF, ,integrin epidermal growth factor*.
(modifiziert nach Mould'® und Shimaoka et al.'®)

Die a-Untereinheit ist aus dem B-Propeller, der I-Domane (bei Integrinen a1, a2, a10,
al1, aD, aE, al, aM, aX), der Stelzenregion, einer transmembranaren sowie einer zyto-
plasmatischen Domane aufgebaut. Die N-terminalen sieben Segmente (Domanen I-VII)
aus je 60 Aminosauren nehmen die Konformation einer scheibenférmigen Struktur, den
siebenschneidigen B-Propeller, an. Ungefahr die Halfte der Integrine besitzt keine 1-Doma-
ne. In diesen Fallen scheint der B-Propeller direkt bei der Ligandbindung beteiligt zu
sein'"'. Bei Integrinen mit I-Domane erfiillt der B-Propeller teilweise regulierende Funktio-
nen bei der Wechselwirkung mit Liganden. Die |I-Domane, aufgrund hoher Homologie
auch als VWF-A-Doméne bezeichnet, setzt sich aus ungefahr 200 Aminosauren zusam-
men und ist zwischen die B-Faltblatter Il und Il des B-Propellers inseriert. Sie stellt bei
I-Domanen-positiven Integrinen die Hauptligandbindungsstelle dar und enthalt das ,metal
ion-dependent adhesion site“ (MIDAS)-Motiv, eine konservierte Bindungsstelle fiir divalen-
te Kationen. Dieses ermoglicht die Wechselwirkung mit negativ geladenen Resten des Li-
ganden und Ubernimmt eine wichtige Funktion bei der Aktivierung der Integrine. Ein C-ter-
minaler Linker aus etwa 20 Aminosauren verknlpft die siebente a-Helix der -Domane mit
dem B-Faltblatt Il des B-Propellers. Aufgrund seiner ausreichenden Lange ist er flexibel
und erlaubt Bewegungen, die zu einer Konformationsanderung der I-Domane im Bereich
des MIDAS-Motivs fihren konnen (s. Kapitel 2.2.2.1). An den B-Propeller schlief3t sich ex-
trazellular ein etwa 500 Aminosauren umfassender Bereich an, der als Stelzenregion be-

zeichnet wird. Uber den transmembranaren Bereich ist die a-Untereinheit der Integrine in
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der Zellmembran verankert. Die zytoplasmatischen Domanen der a-Untereinheiten sind
einander wenig homolog, besitzen jedoch ein hochkonserviertes membranproximales
GFFKR-Motiv. Diese Aminosauresequenz spielt eine wesentliche Rolle bei der Fahigkeit
zur Ligandbindung und der Signalweiterleitung'#'"*.

Die B-Untereinheit enthalt einen Abschnitt aus 250 Aminosauren, der aufgrund eines
vorhandenen MIDAS-Motivs, einer ahnlichen Sekundarstruktur und einer gewissen Se-
quenzhomologie der I-Domane der a-Untereinheit dhnelt und daher als |-ahnliche Doma-
ne bezeichnet wird. Ahnlich wie der B-Propeller Gibernimmt sie bei I-Domanen-negativen
Integrinen die Funktion der Ligandbindung und reguliert die Ligandbindung bei Integrinen
mit [-Domane. An die I-ahnliche Domane schlief3t sich die Stelzen-Region an. Sie enthalt
in der Nahe der transmembranaren Domanen vier Cystein-reiche Segmente, die dem
EGF-Modul ahnlich sind und als Integrin-EGF (I-EGF)-Domane bezeichnet werden'®. Sie
spielt bei der Aktivierung der Integrine eine wichtige Rolle (s. Kapitel 2.2.2.1). Die zyto-
plasmatischen Reste der 3-Elemente sind im Gegensatz zu denen der a-Untereinheiten
sehr homolog und besitzen ebenfalls ein membrannahes hochkonserviertes Motiv

(HDRR), welches mit der hochkonservierten Sequenz der a-Untereinheit interagiert'.

2.2.2 Aktivierung der Integrine

Eine besondere Eigenschaft der Integrine verglichen mit anderen Adhasionsmolekulen
ist deren rasche Aktivierung, die in einem Zeitraum von weniger als einer Sekunde bis zu
einigen Minuten erfolgt. Diese Aktivierung befahigt zur Ligandbindung, die in einer Zellad-
hasion resultiert. Sie wird durch intrazellulare Signalmolekile verursacht, was als ,inside-
out signaling“ bezeichnet wird. Besonders ausgepragt ist dieser Effekt bei Integrinen auf
Thrombozyten und Leukozyten, wodurch sie ihre physiologischen Funktionen bei Verlet-
zungen bzw. der Immunantwort sowie inflammatorischen Prozessen entfalten kénnen.

Der Aktivierungszustand kann im wesentlichen durch zwei Ereignisse reguliert werden,

auf die nachfolgend naher eingangen wird.
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2.2.2.1 Regulierung der Affinitat

Affinitdtsdnderungen beruhen auf einer Konformationsanderung innerhalb der Ligand-
bindungsstelle des Integrins, die physiologisch durch Chemokine oder artifiziell durch di-
valente Kationen wie Mn* und Mg?*, monoklonale Antikérper oder Phorbolester verursacht
werden kann. Anhand isolierter aM-I-Doménen konnte gezeigt werden, dass sie in zwei
unterschiedlichen Konformationen kristallisieren'®. Zunachst nach der Anwesenheit der
verwendeten Kationen bezeichnet, erfolgte spater eine Benennung in offene und ge-
schlossene Konformation. Das Ausmal} der Konformationsanderung auf die Ligandbin-
dungsfahigkeit wurde am Beispiel von alL-I-Domanen verdeutlicht. Wahrend der Ko-Wert
fur die geschlossene Konformation 2 mM betragt, nimmt er fir die offene Konformation ei-
nen Wert von 200 nM an. Daruber hinaus schlagen die Autoren vor, dass die I-Domane
eines Integrinheterodimers nicht nur in zwei Konformationen vorliegen kann, sondern in
einer Vielzahl von Zwischenstadien'"’.

Da die geschlossene Konformation an isolierten I-Domanen energetisch bevorzugt
wird, stellt sie vermutlich die Standardkonformation inaktiver Integrine auf der Zelloberfla-
che dar. Ein Wechsel zur offenen Konformation benétigt demzufolge eine externe Ener-
giezufuhr, die durch Bewegungen der einzelnen Domanen geliefert werden kann. Die
wahrscheinlichste rdumliche Veranderung ist eine Abwartsbewegung der C-terminalen
a-Helix, die aufgrund eines Zuges durch den C-terminalen Linker erfolgen kann (,bell-rope
model“'"®) (Abb. 2-6A). Der B-Propeller und die I-Doméane der a-Kette befinden sich in
raumlicher Nahe zu der I-dhnlichen Domane der B-Untereinheit. Daher ist es mdglich,
dass die Konformation der I-Domane durch die Interaktion des C-terminalen Linkers mit
dem B-Propeller und/oder der I-dhnlichen Domane reguliert wird'°.

Desweiteren treten Veranderungen auf, die die gesamte Struktur eines Integrinmole-
kils betreffen. Die Kopfgruppe bestehend aus I-Doméne, I-dhnlicher Domane und B-Pro-
peller ist im inaktiven Zustand der Zellmembran zugewandt. Das ,switchblade-like model*
schlagt ein Aufrichten des Integrinmolekuls vor, bei dem aufgrund einer Bewegung im Be-
reich der I-EGF-Module Il und lll die Stelzenregionen und zytoplasmatischen Regionen
auseinanderweichen, was den Zug des C-terminalen Linkers triggert. Diese Kombination
aus scherenahnlicher Bewegung und dem Offnen der geknickten Integrinstruktur ermég-
licht es der Kopfgruppe, mit dem Liganden in Interaktion zu treten'® (Abb. 2-6B, obere
Reihe).
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2.2.2.2 Regulierung der Aviditat

Die bisher beschriebenen strukturellen Veranderungen von Integrinen betreffen ein ein-
zelnes Molekdl. Dartber hinaus sind Clusterungen von Integrinen auf der Zelloberflache
bekannt, die zu multivalenten Interaktionen filhren. Dieser Mechanismus wird als Avidi-
tatsregulierung, gelegentlich als Valenzregulierung'®, bezeichnet.

Integrine sind durch temporare Entkopplung vom Zytoskelett in der Lage, lateral durch
die Zellmembran zu diffundieren. Zunachst bilden sie Mikrocluster, die sich folgend zu
grolien Aggregaten an einer Seite der Zelle zusammenschlieRen und ,patch-like cluster*
formen™' (Abb. 2-6B, untere Reihe).

A B Y
+
I-Doméne
-- siebente a-Helix
C-terminaler -
Linker _
I-dhnliche
B-Propeller Doméine = K_‘ ,_,j) UK__
inaktiver Zwischen- aktiver
ol B2 Zustand stadium Zustand

I-EGF-Doméne

0 0

Clusterung

Abb. 2-6: Struktur und Regulierung. A Integrinstruktur am Beispiel des LFA-1 (aL32)
mit C-terminalem Linker, der eine Konformationsanderung der I-Doméne bewirken kann.
B obere Reihe Regulierung der Affinitdt nach dem ,switchblade-like model“'"; untere
Reihe Regulierung der Aviditat durch Clusterung.

(modifiziert nach Kinashi'®)

Abschlielend soll erwahnt werden, dass in der Literatur diskutiert wird, ob die be-
schriebenen Konformationsdnderungen und Aviditatserhéhungen jeweils Ursache oder
Folge der Ligandbindung darstellen. Zunachst wurde angenommen, dass die Clusterung
auf der Zelloberflache (Aviditatserhohung) eher fir die Ligandbindung verantwortlich ist
als die Affinitatserhdhung einzelner Rezeptoren'?. Eine Clusterung wirde in der Tat die
Effektivitat der Zellbindung erhdhen, besonders wenn die Liganden auf der korrespondie-
renden Zelle di- oder multivalent sind und eine vergleichbare Verteilung annehmen.

Andererseits wurde vorgeschlagen, dass eine Konformationsanderung von physiologi-

scher Relevanz sei und einer Ligandbindung vorausgehe, da gezeigt werden konnte, dass
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die Bildung von Clustern langere Zeit nach dem ersten Kontakt zwischen Integrin und Li-
gand auftritt, wogegen die Bindungaffinitat von Integrinen auf zirkulierenden Zellen inner-
halb einer Sekunde erhdht werden muss. Demzufolge initiiert eine veranderte Konformati-
on die Ligand- bzw. Zellbindung, wobei eine Clusterung der Integrine die Zelladhasion
weiter stabilisiert'*'?".

Weitere Untersuchungen bestatigen die Hypothese, wonach die Konformation ent-
scheidend fur die Wechselwirkung der Integrine mit ihren Liganden ist. Zwartz et al. unter-
suchten die Interaktion des Integrins a481 (VLA-4) mit seinem Liganden VCAM-1, indem
sie die Disaggregation von Zellaggregaten aus VCAM-1- und VLA-4-positiven Zellen unter
dem Einfluss divalenter Kationen charakterisierten. Sie konnten zeigen, dass durch-
schnittlich nur 1,5+0,7 Bindungen die Zellaggregate zusammenhalten, was zu der
Schlussfolgerung fuhrt, dass die durch die Kationen erhéhte Aggregation eine Folge der
Affinitatsanderung des Integrins ist und nicht aus einer Clusterung oder erhdhter Bin-
dungsanzahl resultiert',

Allerdings ist festzuhalten, dass die Prozesse der Konformationséanderung bzw. Avidi-
tatserh6hung nicht zwangslaufig getrennt voneinander ablaufen, sondern oft zur selben

Zeit auftreten kénnen'?,

Neben der Vermittlung von Adhasionsereignissen entfalten Integrine durch ,outside-in
signaling® vielfaltige Funktionen als Signalrezeptoren, die Morphologie, Wachstum und
Differenzierung der Integrin-exprimierenden Zelle beeinflussen'*. Auf die Vielzahl der Sig-
nalkaskaden, in die Integrine involviert sind, wird im Rahmen dieser Arbeit nicht naher ein-
gegangen. Allerdings soll die Bedeutung des Aktivierungszustandes der Integrine flr das
»outside-in signaling“ kurz erwahnt werden.

Es wird zum einen angenommen, dass nach erfolgter Ligandbindung die Clusterung
der Integrinmolekiile fir die ,outside-in“-Signaltransduktion verantwortlich ist'®. Es gibt je-
doch Hinweise darauf, dass die Clusterung auch bei diesem Prozess nicht die dominante
Rolle spielt, da gezeigt werden konnte, dass eine alleinige Clusterung nicht ausreichend

ist, um volle Signalereignisse zu erzielen'*®

. Vielmehr stabilisiert oder induziert die Ligand-
bindung Veranderungen in den transmembranaren und zytoplasmatischen Domanen, die
die Signaltransduktion vermitteln. Méglicherweise wird das ,outside-in signaling“ als eine
Summe aus intermolekularer Clusterung und intramolekularer Konformationsmodulierung

erreicht'°.
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2.2.3 \Very late activation antigen-4 (VLA-4, a41)

Das Integrin VLA-4 (a431, CD49d/CD29) gehort zur VLA-Proteinfamilie. Nachdem zu-
nachst zwei Vertreter charakterisiert wurden, die erst spat nach T-Zell-Aktivierung auf der
Zelloberflache erscheinen und daher als ,very late activation antigens® bezeichnet wur-
den, erfolgte 1987 die Identifizierung dreier weiterer Mitglieder. Alle Integrine der VLA-Fa-
milie unterscheiden sich in ihrer a-Untereinheit voneinander, weisen jedoch eine identi-
sche B-Untereinheit auf'®.

Die a-Kette von VLA-4 hat ein Molekulargewicht von 150 kD und ist mit der 130 kD
schweren B-Kette nicht-kovalent assoziiert. Es wurde v. a. auf Lymphozyten und Monozy-
ten nachgewiesen'®,

Die humane a4-Untereinheit wurde bereits zwei Jahre spater sequenziert, wobei u. a.
aufgeklart werden konnte, dass VLA-4 keine inserierte I-Doméane aufweist. Aufgrund wei-
terer Strukturunterschiede zu damals bereits sequenzierten a-Ketten und dem Befund,
dass monoklonale VLA-4-Antikorper die zytolytische, gegen B-Zellen gerichtete T-Zell-Ak-
tivitdt inhibierten, schlugen die Autoren eine Funktion von VLA-4 bei Zell-Zell-Interaktio-
nen vor'®. Die Ergebnisse von Holzmann et al. unterstiitzten diese Hypothese, da sie zei-
gen konnten, dass das murine Aquivalent von VLA-4 als lymphozytarer ,homing“-Rezep-
tor auf HEVs agiert™.

Inzwischen ist bekannt, dass VLA-4 neben der Matrixbindung zu Zell-Zell-Wechselwir-
kungen beitragt, wahrend die anderen Mitglieder der VLA-Familie ausschlieRlich 81-typi-
sche Zell-Matrix-Bindungen vermitteln. Als Matrixrezeptor bindet es an Osteopontin und
eine alternativ gespleil3te Doméane von Fibronektin (,connecting segment-1“, CS-1), die
sich von der klassischen Bindungsstelle, welche von VLA-5 erkannt wird, unterscheidet.
Als Zellrezeptor bindet es an die Domanen 1 und 4 des endothelialen VCAM-1, welches
der Immunglobulin-Superfamilie angehort (s. Kapitel 2.3.1).

Aufgrund derartiger Zell-Zell-Wechselwirkungen vermittelt VLA-4 Adhasionsereignisse
von Leukozyten (Eosinophile, Basophile, NK-Zellen, Monozyten, B- und T-Zellen) am En-
dothel und tragt somit zur Rekrutierung weiller Blutzellen in entziindetes Gewebe bei. Wie
im Kapitel 2.2.2 erldutert, kdbnnen Integrine in verschiedenen Aktivierungszustéanden vor-
liegen, was in unterschiedlichen Dissoziationskonstanten (k) resultiert. Die k.«~Werte flr
die VLA-4/VCAM-1-Bindung sind mit 0,02-0,2/s vergleichbar mit denen anderer Integrine,
die typischerweise etwa eine Zehnerpotenz niedriger als die der Selektine sind. Hohe Dis-
soziationsraten von Adhasionsmolekilen sind gewdhnlich mit Zellrollen assoziiert, wah-

rend geringe Dissoziationsraten zu fester zellularer Adhasion fuihren. Liegt VLA-4 in seiner
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schwachaffinen Form vor, werden k.x-Werte erreicht, die im Bereich der Selektine liegen
(2,4/s fur die P-Selektin/PSGL-1-Interaktion™"). VLA-4 im hochaffinen Stadium weist da-
gegen Integrin-typische k.+~Werte auf. Diese Eigenschaft erlaubt VLA-4 in Abhangigkeit
seiner Affinitdt sowohl bei Zellrollen als auch bei fester Adhasion eine aktive Rolle zu
spielen''2 |nteressanterweise exprimieren T-Zellen VLA-4 in unterschiedlich affiner
Form nebeneinander. Unstimulierte T-Zellen weisen neben schwachaffinem VLA-4 einen
gewissen Anteil an konstitutiv exprimiertem hochaffinem VLA-4 auf. Eine im Blut zirkulie-
rende T-Zelle kdnnte demnach entweder Uber ihr schwachaffines oder ihr hochaffines
VLA-4 an VCAM-1 binden, was zum ,tethering“ der Zelle fiihrt. Im ersten Fall wirden die
schwachaffinen Interaktionen Zellrollen verursachen, bis hochaffines VLA-4 flr die Bin-
dung an VCAM-1 zuganglich ist. Im zweiten Fall wiirde eine initiale Wechselwirkung durch
das hochaffine VLA-4 vermittelt werden, die stark genug ist, um zum sofortigen Arrest der
Zelle beizutragen. Das konstitutiv exprimierte hochaffine VLA-4 férdert somit eine sponta-
ne, feste Zelladhdsion unter Umgehung einer exogenen Stimulation durch Chemokine

und der Aktivierung zusatzlicher Integrine'.

VLA-4 wird allerdings nicht nur auf Leukozyten exprimiert, sondern ist dariiber hinaus
auf bestimmten Krebszelllinien zu finden, was deren Adhasion an das Endothel
verursacht™*. Somit tragt das Integrin maBgeblich zur Metastasierung von Tumorzellen

bei, was in Kapitel 2.5.6 eingehend diskutiert wird.

2.3 Die Immunglobulin-Superfamilie

Neben Selektinen und Integrinen vermitteln Proteine aus der Immunglobulin-Superfa-
milie (Ig-SF) Adhéasionsereignisse von Zellen. Molekule werden zur Ig-SF gezahlt, wenn
sie eine oder mehrere der homologen Ig-Einheiten aufweisen. Diese sind aus etwa 70-
100 Aminosauren aufgebaut und durch eine Serie nichtparalleler B-Strange gekennzeich-
net, die ein kompaktes, lber eine Disulfidbriicke stabilisiertes ,Sandwich“ aus zwei 3-Falt-
blattern bilden'®. Vier Arten von Ig-Domanen (V, C1, C2 oder H, |) sind definiert worden.
Jede besitzt eine typische Lange und unterschiedliche Anzahl an Aminosauren zwischen
den beiden stark konservierten Cysteinen, die die Disulfidbriicke bilden. Die V-
(,variable“)-Domane unterscheidet sich von der C- (,constant‘)-Domane durch eine zu-

satzliche Schleife und eine groflere Aminosaurezahl zwischen den beiden Cysteinen. Der
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I- (,intermediate“)-Typ ist durch Sequenzmerkmale der V-Domane gekennzeichnet, weist
aber einen wesentlich kirzeren Abstand zwischen den Cysteinen auf.

Molekile mit Ig-Doménen wurden erstmals 1966 beschrieben'®. Mittlerweile ist eine
Vielzahl von Proteinen aus der Ig-SF bekannt, die aufgrund der Funktionsunterschiede in
mehrere Gruppen, u. a. in Zelladhasionsmolekile, unterteilt werden. Die Adhasionsmole-
kile vermitteln sowohl homophile als auch heterophile Zell-Zell-Interaktionen™ und tragen
somit u. a. zur Organogenese bei. Zu den wichtigsten Vertretern zdhlen neben PECAM-1
(CD31, auf Endothelzellen, Thrombozyten, Neutrophilen, Monozyten) und ,neural cell ad-
hesion molecule“ (N-CAM, CD56, auf Nervenzellen) die bei der Adhasionskaskade von
Leukozyten beteiligten ICAMs und VCAM-1. Da in der vorliegenden Arbeit der Fokus aus-
schliellich auf VCAM-1 gelegt wurde, soll dieses Adhasionsmolekul nachfolgend naher

charakterisiert werden.

2.3.1 Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)

VCAM-1 (CD106) wurde unabhangig voneinander mit zwei unterschiedlichen Strate-
gien identifiziert. Zum einen wurde durch Blockierungsexperimente mit monoklonalen An-
tikdrpern ein durch TNF-a induzierbares 110 kD-Oberflachenprotein auf ,human umbilical
vein endothelial cells* (HUVECSs) charakterisiert und mit ,inducible cell adhesion molecule-
110“ (INCAM-110) benannt. Dieses vermittelt eine CD11a/CD18-unabhangige Adhasion
von mononukledren Leukozyten™® und bestimmten Tumorzelllinien™®. Zum anderen wur-
de mittels Klonierung ein Adhasionsmolekil auf TNF-a- oder IL-1-stimulierten HUVECs
identifiziert und als VCAM-1 bezeichnet, das die Adhasion von monozytaren und lympho-
zytaren Zelllinien unterstiitzt und aufgrund sechs vorhandener Ig-Domanen der Ig-SF zu-
geordnet wurde'®. Zunachst erfolgte die Einteilung in den C2- oder H-Typ, nachfolgend
aufgrund seiner spateren ldentifizierung in den I-Typ™'.

Da der monoklonale, gegen INCAM-110 gerichtete Antikdrper spezifisch an VCAM-1-
transfizierte Zellen bindet, konnte die Identitdt beider Adhasionsmolekile belegt
werden'®,

Fast zur selben Zeit wurde mit dem Integrin VLA-4 ein Bindungspartner fir VCAM-1
beschrieben, wobei gezeigt werden konnte, dass die Wechselwirkung nicht tber die Fib-
ronektin-Bindungsstelle von VLA-4 vermittelt wird. Die Autoren postulierten, dass das
VLA-4/\VCAM-1-Bindungspaar eine bedeutende Rolle bei der Rekrutierung mononuklearer

Leukozyten in entziindete GefaRareale spielen konnte'?2. Damit konnte die zuvor aufge-
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stellte Hypothese, wonach VLA-4 nicht nur Matrixbindungen, sondern auch Zell-Zell-Inter-
aktionen vermitteln kann, eindeutig bewiesen werden (s Kapitel 2.2.3).

Mittlerweile sind neben VLA-4 weitere Integrine mit VCAM-1-Bindungsfahigkeit be-
kannt, die a457, aDB2 und aMB2 einschliel3en.

Wie der Name bezeichnet, wird VCAM-1 auf vaskuldren Zellen exprimiert, konnte je-
doch auch auf anderen Zellarten nachgewiesen werden. Dazu zahlen dendritische Zellen
in lymphoiden Geweben und der Haut, Monozyten-ahnliche Zellen in der Leber (Kupffer-
zellen) und dem Gehirn sowie einige epitheliale Zellen der Niere'®'%,

Neben seiner membrangebundenen existiert VCAM-1 auch in I6slicher Form, was flr
eine Vielzahl von zelloberflachlichen Adhasionsmolekilen beschrieben ist. Durch das
,shedding®, die proteolytische, membrannahe Spaltung, wird der extrazellulare Bereich
des Molekils freigesetzt. Das ,shedding“ gehért somit zu einem wichtigen posttranslatio-
nalen Mechanismus, von dem angenommen wird, die Funktion von Zelloberflachenprotei-
nen zu regulieren™*. Beispielsweise konnte fiir L-Selektin in vivo die Bedeutung des
,Sheddings* demonstriert werden, wie unter 2.1.1.2 bereits erwahnt wurde.

VCAM-1 kann Phorbolester-induziert durch die membrangebundene, Zn?-abhéngige
Metalloproteinase ,tumor necrosis factor-a-converting enzyme* (TACE) bzw. ,a disintegrin
and metalloproteinase-17“ (ADAM-17) in der Nahe der transmembranaren Region gespal-
ten werden, was zu der Freisetzung einer intakten VCAM-1-Ektodomane fiihrt'*. Deswei-
teren spielen die I6slichen Proteasen Neutrophile Elastase und Cathepsin G eine Rolle
bei der VCAM-1-Spaltung im Knochenmark, wodurch hamatopoetische Vorlauferzellen
mobilisiert werden 6,

Die in vivo-Relevanz des ,sheddings® von VCAM-1 ist nicht eindeutig geklart. Es wird
eine regulatorische Funktion angenommen, da durch die Senkung des VCAM-1-Gehalts
auf der Zelloberflache die adhasive Eigenschaft des Endothels abnimmt. Zum anderen
koénnte die intakte Ektodomane weiterhin Funktionen erflillen. Es ware eine Interaktion mit
leukozytaren Integrinen mdoglich, was zu einer Senkung der Leukozytenrekrutierung im
Bereich des Endothels fiihren wiirde'.

Es soll erwahnt werden, dass die Plasmalevel |6slicher Adhasionsmolekiile in einer
Vielzahl entziindlicher Erkrankungen erhoht sind™’. Somit scheint das ,shedding“ auch in
pathologischen Prozessen regulatorisch involviert zu sein, indem die krankhaft erhdhte
Expression der Molekule auf dem Endothel mdglicherweise durch deren Entfernung kom-
pensiert und die Akkumulation von Leukozyten verringert werden soll.

Wie bereits erwahnt, wurde VCAM-1 zunéachst als Molekul mit sechs Ig-Doménen be-
schrieben (6d-VCAM-1)'*°. Zwei Jahre spater konnte eine neuartige VCAM-1-Form identi-
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fiziert werden, die ein zusatzliches lg-Modul zwischen der dritten und vierten Domane auf-
weist (7d-VCAM-1)"81%° Es konnte gezeigt werden, dass 7d-VCAM-1 die vorherrschende
Variante auf stimulierten HUVECs ist. Beide Formen sind das Produkt eines Gens und
werden durch alternatives Spleil3en erhalten, wobei in der 7d-VCAM-1-mRNA ein zusatzli-
ches Exon mit 276 Basenpaaren inseriert ist. Beide Varianten haben vergleichbare Bin-
dungsaktivitdt gegentber VLA-4-positiven Zellen. Das deutet darauf hin, dass das zusatz-
liche Modul 4 fir eine Interaktion mit Integrinen nicht essentiell ist. Tatsachlich ibernimmt
Modul 1 die Integrinbindung, Modul 4 kann jedoch dazu beitragen™®. In Abb. 2-7 ist die
VCAM-1-Struktur fiir beide SpleiRvarianten dargestellt.

e
®

OO0H Coon

Abb. 2-7: Struktur von VCAM-1. 6d-VCAM-1 beinhaltet
sechs Ig-Doméanen, wahrend 7d-VCAM-1 ein zusatzliches
Modul 4 aufweist. Die potentiellen Integrinbindungsstellen
sind in orange dargestellt.

(modifiziert nach Barthel et al.'®")

Wie aus der Abbildung ersichtlich, weist 7d-VCAM-1 im Bereich des vierten Moduls
eine charakteristische Beugung auf, die das Molekil an dieser Stelle flexibel und anfallig
fur eine mogliche Proteolyse macht. In der Tat ist eine Spaltung von 7d-VCAM-1 beschrie-
ben, die sich von dem o. g. ,shedding®, welches vollstandige extrazellulare Doméanen lie-
fert, unterscheidet. Barthel et al. klarten 2006 auf, dass l6sliches 7d-VCAM-1 zwischen
dem dritten und vierten Ig-Modul durch Thrombin gespalten werden kann. Dabei entste-
hen zwei Produkte unterschiedlicher Gréke. Das 33 kD-Produkt enthalt die Module 1-3,
ein 44 kD groRer Teil reprasentiert die Module 4-7. Beide Produkte entfalten Bindungsak-
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tivitdt gegenuber Eosinophilen, wobei das 33 kD-Produkt potenter ist. Demzufolge sind
beide Integrinbindungsstellen in 7d-VCAM-1 aktiv, wenn auch in unterschiedlichem Aus-
maf. Liegt 7d-VCAM-1 in membrangebundener Form vor, ist eine analoge Spaltung
durch Thrombin mdglich und fihrt im Gegensatz zu 6d-VCAM-1 zu einer Reduktion der
Adhasion eosinophiler Granulozyten. Die Spaltung resultiert in der Freisetzung eines
Fragments bestehend aus den Ig-Modulen 1-3, wobei die Module 4-7 auf der Zelloberfla-
che verbleiben. Thrombin spaltet demnach nur 7d-VCAM-1, nicht jedoch 6d-VCAM-1, wel-
ches kein Ig-Modul 4 besitzt. Funktionelle Konsequenzen kdnnten nach Meinung der Au-
toren eine Zellbindung an das I6sliche Fragment via Modul 1 und die Interaktion von Zel-
len mit dem gekurzten membrangebundenen VCAM-1 Uber die Integrinbindungsstelle in
Modul 4 sein'™'. Die Erkennung des letzteren unterscheidet sich von der Bindung Uber
Modul 1 in 6d- und 7d-VCAM-1, da Modul 4 eine groRere raumliche Nahe zur Zelloberfla-
che aufweist. Wahrend Zelladhasionen unter Flussbedingungen ausschlieBlich von Mo-
dul 1 vermittelt werden, werden bei Adhasionen unter statischen Bedingungen beide Mo-
dule genutzt'?. Die Thrombin-vermittelte Proteolyse scheint neben dem Einfluss anderer

Proteasen ein potentieller Regulator der adhasiven Aktivitat von 7d-VCAM-1 zu sein™’.

Die Wechselwirkung von VCAM-1 mit unterschiedlichen Integrinen, wobei der Haupt-
bindungspartner das Integrin a481 (VLA-4) ist, eréffnet die zuséatzliche Bindungsmdglich-
keit Integrin-positiver Zellen, die nicht leukozytaren Ursprungs sind. Wie bereits erwahnt,
kann VLA-4 auf verschiedenen Tumorzellen nachgewiesen werden, womit die
VLA-4/VCAM-1-Interaktion einen potenten Adhasionsmechanismus dieser Zellen an das
Endothel darstellt. Ferner wird VCAM-1 in zahlreichen malignen Zellen und Geweben ex-
primiert. Auf die Bedeutung von VCAM-1 im Rahmen einer Krebserkrankung wird im Kapi-

tel 2.5.6 eingegangen.
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2.4 Cadherine

Der Vollstandigkeit halber soll abschliefend die Gruppe der Cadherine, eine weitere
Klasse von Adhasionsmolekilen, kurz vorgestellt werden. Sie stellen transmembranare
Glykoproteine dar, die Ca®*-abhangig homophile Zell-Zell-Interaktionen in allen soliden
Geweben des Organismus vermitteln und somit maRgeblich bei deren Entwicklung und
Aufrechterhaltung der Struktur beteiligt sind. Als Vertreter der sogenannten klassischen
Cadherine seien E (Epithel)-, N (Nerven-, Muskel und Endothelzellen)- und P (Plazenta
und embryonales Gewebe)-Cadherin genannt.

Neben der Funktion bei der Stabilisierung interzellularer Bindungen sind Cadherine in
unterschiedliche Signalkaskaden involviert.

Entfallt die Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Bindung, kann eine erhéhte Mobilitat und ein
Verlust der Fahigkeit, bei Zellkontakt die Proliferation einzustellen (Kontaktinhibition), be-
obachtet werden. Das Ergebnis sind eine Invasion und unkontrollierte Proliferation von
Zellen'™3. Somit sind Cadherine neben Selektinen, Integrinen und Adhasionsmolekiilen

aus der Ig-SF ebenfalls Gegenstand der Tumorforschung.

2.5 Die Bedeutung ausgewahiter Adhasionsmolekiile bei dem

Prozess der hamatogenen Metastasierung

Aufgrund ihrer Fahigkeit, vielfaltige Wechselwirkungen von Zellen mit Strukturen des
Organismus zu vermitteln, sind Adh&sionsmolekiile bei einer Dysregulierung in pathologi-
schen Prozessen beteiligt. Neben der Involvierung in eine Vielzahl entzindlicher Erkran-
kungen wie rheumatoider Arthritis, Atherosklerose oder diabetischer Angiopathie, die
durch eine Uberschieliende Akkumulation von Leukozyten im Gewebe gekennzeichnet
sind, stellen sie einen wichtigen Faktor im Metastasierungsgeschehen von Krebserkran-
kungen dar. Dieser hochkomplexe Prozess ist durch viele Einzelschritte charakterisiert,
die maligne Tumorzellen durchlaufen missen, um eine Metastasenbildung zu verursa-
chen.

Nach dem Ablésen der Zellen von Primartumor und Durchquerung der EZM erfolgt die
Invasion, die sowohl in das Lymphsystem als auch in den Blutkreislauf erfolgen kann.

Nachdem zunachst angenommen wurde, dass Tumorzellen zusammen mit der interstitiel-
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len FlUssigkeit passiv in Lymphgefalle aufgenommen werden, brachten neuere Studien
abweichende Erkenntnisse, wonach Tumorzellen aktiv in lymphatische Gefalle einwan-
dern sowie durch die Produktion von Wachstumsfaktoren eine Lymphangiogenese
verursachen'*. Es ist festzuhalten, dass die Bedeutung des Lymphsystems fiir die Tumor-
zellmetastasierung weitaus weniger untersucht ist als die des Blutsystems. Daher steht im
Rahmen dieser Arbeit die hamatogene Metastasierung im Vordergrund.

In den nachsten Kapiteln wird der Verlauf der hamatogenen Metastasierung vorgestellt,
der Einfluss von Thrombozyten beleuchtet sowie die Beteiligung von Selektinen und
VLA-4/VCAM-1 aufgezeigt.

2.5.1 Die metastatische Kaskade

Die Verbreitung von Tumorzellen im Organismus Uber den Blutkreislauf, die hamatoge-
ne Metastasierung, erfolgt durch eine Reihe komplex regulierter Prozesse, die unter dem
Begriff ,metastatische Kaskade“ zusammengefasst werden. Hierzu z&hlen lokale Invasi-
on, Intravasation, Zirkulation, Adh&sion und Extravasation im Zielorgan, Uberleben, Proli-
feration und Angiogenese. Schlagt einer dieser Schritte fehl, wird sich aus der betreffen-
den Zelle keine Metastase entwickeln. In den meisten Fallen gelingt es nicht, alle Schritte
erfolgreich zu absolvieren. Zwar sind sogar kleine Tumore in der Lage, eine hohe Anzahl
an Zellen in den Blutkreislauf freizusetzen, dennoch tragen nur etwa 0,01% der zirkulie-
renden Tumorzellen zu einer Metastasenbildung bei'®.

Die folgende Abbildung liefert zunachst einen Uberblick tiber die Teilschritte der hama-

togenen Metastasierung.
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Abb. 2-8: Der Verlauf der hamatogenen Metastasierung. Von einem Primartumor l6sen sich
einzelne Zellen ab, die nach Zerstérung der Basalmembran in die EZM eindringen. Nach deren
Durchquerung erfolgt die Intravasation. In den BlutgeféaRen finden vermutlich rasch Wechselwir-
kungen der Tumorzellen mit Leukozyten und Thrombozyten statt. AnschlieRend erfolgen Extrava-
sation, Proliferation und Angiogenese. EZM, extrazellulare Matrix.

(modifiziert nach Aguirre-Ghiso'® und Kannagi et al.'")

Die metastatische Kaskade beginnt mit dem Ablésen einzelner Zellen aus dem Primar-
tumor als eine Folge des Verlustes von Zell-Zell-Kontakten, der beispielsweise auf einer
erniedrigten Expression von Cadherinen beruhen kann'®. Die mobilisierten Tumorzellen
sind in der Lage, durch die Sezernierung von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und an-
deren degradierenden Enzymen die EZM und die Basalmembran, die eine spezielle Form
der EZM darstellt, abzubauen'®. Die Produktion dieser Enzyme korreliert dabei mit der In-
vasivitat des Tumors. Die Degradierung der EZM ermdglicht deren Durchquerung, die zu-
satzlich dadurch erleichtert wird, dass viele Krebszellen im Vergleich zu normalen Zellen
eine grélRere Fluiditdt der Membran und damit u. a. einhergehende erhdhte Elastizitat
aufweisen'®'®', Dies ermdglicht eine Bewegung durch das dreidimensionale Netzwerk der
EZM, wobei einige Tumorzellen einen améboiden Fortbewegungstyp annehmen’?.

Im Anschluss an die Migration durch die EZM erfolgt die Intravasation, der eine Degra-
dierung der GefalRwande vorausgeht. Es wird postuliert, dass nach dem Eintritt der Zellen
in das Blutgefalisystem rasch eine Wechselwirkung mit Thrombozyten und Leukozyten
stattfindet, was zu der Bildung von Mikroemboli fiihrt (s. Kapitel 2.5.2 und 2.5.5).

Die Zirkulation im Blutkreislauf ermdglicht es den Tumorzellen, zu weit entfernten Stel-
len des Organismus zu gelangen. Intravaskularer Arrest und Adhasion an das Endothel
resultieren in einer Extravasation. Unter giinstigen Bedingungen proliferieren die Tumor-

zellen zu Mikrometastasen, die ab einer durchschnittlichen GroRe von 2 mm den An-
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schluss an das GefalRsystem bendtigen. Durch die Produktion bestimmter Wachstumsfak-
toren, z. B. den ,vascular endothelial growth factor” (VEGF), veranlassen sie die Angioge-

nese und sichern somit die Versorgung der wachsenden Metastase.

Normalerweise ist es Zellen nicht moglich, in eigenzellfremdem Gewebe zu Uberleben.
Bei Kontaktverlust zu Nachbarzellen greift der Mechanismus der Anoikis, einer Sonder-
form der Apoptose aufgrund des Verlustes der Zelladhasion. Im Gegensatz dazu fehlt
Krebszellen diese Eigenschaft, was es ihnen erst ermoglicht, den Primartumor zu verlas-
sen und in fremder Umgebung zu proliferieren. Eine bedeutende Rolle nimmt dabei die
Uberexpression des Tyrosinkinase-Rezeptors TrkB ein, der eine Unterdriickung der Anoi-
kis verursacht, was den betreffenden Zellen einen metastasierenden Phanotyp und ver-
starkte invasive Eigenschaften verleiht'®.

Weiterhin ist festzuhalten, dass das Verteilungsmuster der Metastasen nicht zufallig ist.
Unterschiedliche Krebsarten zeigen eine gewisse Organpraferenz. Wahrend beispielswei-
se Kolonkarzinome in Leber und Lunge metastasieren, neigen Mammakarzinome zu einer
Metastasierung in Knochen, Leber, Lunge sowie Gehirn; Patienten mit Prostatakarzinom
weisen haufig Knochenmetastasen auf. Die Ursachen dieser Organselektivitat der Meta-
stasierung sind seit langer Zeit Forschungsthema und bisher nicht eindeutig geklart. Be-
reits im Jahr 1889 stellte Stephen Paget die ,seed and soil“-Theorie auf. Demnach sind
erfolgreiche adhasive Interaktionen der Tumorzellen (,seed®) mit der Umgebung eines be-
stimmten Organs (,soil) malRgebend fir die Metastasenbildung in spezifischen
Organen'®*. Dieses ,homing“-Konzept der Metastasierung wurde 1928 von James Ewing
angefochten, der vorschlug, dass die Organselektivitat auf der GefalRversorgung des Pri-
martumors und mechanischen Faktoren beruht'®®.

Krebspatienten kénnen dartber hinaus eine rezidivierende Metastasierung entwickeln,
die durch Latenzzeiten von einigen Jahren bis zu Jahrzehnten gekennzeichnet sein kann.
In dieser asymptomatischen Phase sind Tumorzellen oder Mikrometastasen vorhanden,
etablieren jedoch keine sichtbaren Tochtergeschwiilste (,cancer dormancy®). Die Mecha-
nismen sind vielfaltig und reichen von G0-G1-Arrest Uber verminderter Vaskularisierung
bis zur Bekdmpfung durch das Immunsystem. Werden die Ruhestadien verlassen, sind
die Tumorzellen erneut in der Lage zu proliferieren, neue Gefale zu bilden, dem Immun-

system zu entgehen und somit zu einer Rezidivierung der Erkrankung zu fiihren®.
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2.5.2 Der Einfluss von Thrombozyten auf die Metastasierung

Eine Assoziation zwischen Abnormalitaten in der Hamostase und Krebserkrankungen
wurde 1865 von Armand Trousseau erstmals beobachtet. Er diagnostizierte an sich und
mehr als 100 Patienten eine rezidivierende migratorische Thrombophlebitis als Begleiter-
scheinung eines okkulten viszeralen Karzinoms'®. Die Symptome resultieren aus der Bil-
dung Thrombozyten-reicher Mikrothromben — begleitet von einer Thrombozytopenie — im
arteriellen und vendsen Gefallsystem, was eine Entziindung der Gefalde verursacht. Die-
ses Krankheitsbild wurde spater als Trousseau-Syndrom bezeichnet und wird meist etwas
breitgefasster verwandt, wobei jegliche Art der exzessiven Koagulation, die im Zusam-
menhang mit einer Krebserkrankung auftritt, gemeint ist. Bei ungefahr 15-20% der Patien-
ten mit einer akuten vendsen Thromboembolie (VTE) wird zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung oder in den Folgemonaten eine Tumorerkrankung nachgewiesen. Die Entwick-
lung thromboembolischer Ereignisse kann demzufolge einer Krebserkrankung vorausge-
hen und gilt hdufig als erstes Anzeichen eines mdglichen malignen Geschehens. Es konn-
te gezeigt werden, dass bei Patienten mit VTE das Risiko fur eine Tumorerkrankung in-
nerhalb des ersten Jahres drei- bis viermal hoher ist als in der Allgemeinbevélkerung zu
erwarten gewesen ware'®”'®, Dabei ist das Tumorrisiko bei Patienten mit idiopathischer
Thrombose héher als bei Patienten, deren VTE sekundar nach Operation oder Trauma
aufgetreten ist'®.

Das aktivierte Gerinnungssystem nimmt einen erheblichen Einfluss sowohl auf die Ent-
wicklung von Tumorerkrankungen als auch auf deren Verlauf. Die Aktivierung kann durch
eine Vielzahl von Faktoren verursacht werden und fuhrt zur Tumorzell-induzierten Throm-
bozytenaggregation (,tumor cell-induced platelet aggregation®, TCIPA), was bereits 1973
beschrieben wurde'”. Bei Jurasz et al."”' sind mogliche Mechanismen der TCIPA zusam-
mengefasst. Tumorzellen stimulieren zum einen die Freisetzung proaggregatorischer
Agentien wie ADP und TXA; aus den Granula der Thrombozyten. Zum anderen initiieren
sie ,tissue factor® (TF)-vermittelt die Thrombinbildung und setzen TCIPA-stimulierende
Proteinasen wie Cathepsin B und MMP-2 frei, wobei letztere auch von den Thrombozyten
selbst abgegeben werden kann.

Neben diesen Substanzen sind Adhasionsmolekiile mafigeblich beteiligt. Eine beson-
dere Rolle spielen thrombozytares GPIb/IX/V, GPIIb/llla und Tumorzell-standiges aVB3
sowie P- und L-Selektin, die bei einer Reihe Mucin-exprimierender Krebszellen mit dem
Trousseau-Syndrom in Verbindung gebracht werden'?. Auf die Bedeutung beider Selekti-

ne bei der Férderung der Metastasierung wird in den Kapiteln 2.5.4 und 2.5.5 ausfuhrli-
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cher eingegangen. Interessanterweise haben nicht nur Tumorzellen die Fahigkeit, die Re-
zeptorexpression der Thrombozyten zu stimulieren; auch Thrombozyten kénnen die Ex-
pression von GPIb/IX/V und GPIIb/llla auf Tumorzellen steigern'”®.

Die Erhéhung der Adhasivitat der Thrombozyten zieht eine Wechselwirkung mit Tumor-
zellen nach sich, was die Bildung von Aggregaten begunstigt. Die TCIPA hat neben dem
Entstehen thromboembolischer Erkrankungen v. a. einen Einfluss auf die Metastasierung
von Tumorzellen und korreliert mit deren metastatischem Potential. Die experimentelle
Senkung der Thrombozytenzahl reduziert demnach z. B. die Anzahl von Lungen- und
Knochenmetastasen in Tumorimplantationsmodellen'*. Die férdernden Effekte der
Thrombozyten ergeben sich aus einer Vielzahl von Uberlebensvorteilen fiir die Krebszel-

len, wie bei Jurasz et al.””" und Gupta & Massagué'”® aufgefihrt:

1. Durch die Ummantelung mit Thrombozyten werden die Tumorzellen vor der zyto-
toxischen Aktivitat durch NK-Zellen sowie vor hohen Scherkraften, die wahrend
der Zirkulationsphase auftreten, geschiuitzt.

2. Die Bildung grofierer Tumorzell-Thrombozyt-Aggregate kann zur Embolie von Mik-
rogefallen und damit verbundenem intravaskularem Arrest der Tumorzellen fih-
ren.

3. Thrombozyten férdern die Adhasion von Tumorzellen an Leukozyten und Endo-
thelzellen, was zur Extravasation beitragt.

4. Nach dem Verlassen des Blutgefalles verstarken zahlreiche thrombozytare Fakto-
ren Angiogenese und Wachstum der Tumorzellen sowie die spezifische Modulie-

rung der neuen Umgebung.

Wie die Ausfuhrungen verdeutlichen, kann eine Inhibition der Thrombozytenfunktion
die Metastasierung zurtickdrangen. Die Schwierigkeit, die sich daraus fiir eine effektive
Krebstherapie ergibt, liegt in der herausragenden Rolle der Thrombozyten in der Aufrecht-
erhaltung einer normalen Hamostase. Eine modulierende Therapie der Metastasierung
muss daher spezifisch auf die pathologische Tumorzell-Thrombozyt-Interaktion abzielen,
ohne die physiologische Thrombozytenfunktion aufzuheben. Vielversprechend erscheint
in diesem Zusammenhang die Inhibition von Integrin- und Selektin-vermittelten Adhasi-

onsereignissen, was deren Stellungswert als pharmazeutische Targets demonstriert.
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2.5.3 Die Beteiligung von E-Selektin

Die Expression von E-Selektin pradestiniert zur direkten Wechselwirkung von zirkulie-
renden Zellen mit dem Endothel. Neben Leukozyten sind demnach Tumorzellen bei ent-
sprechender Ligandausstattung in der Lage, mit diesem Adhasionsmolekul zu interagie-
ren, was moglicherweise eine Voraussetzung fir deren transendotheliale Migration dar-
stellt.

Im Zuge einer neoplastischen Transformation ist die Synthese bestimmter Oligosac-
charide zugunsten einer erhohten sLe*- und/oder sLe®-Bildung verschoben. Das veran-
derte Glykosylierungsmuster auf der Oberflache von Tumorzellen trégt zur Bindungsfahig-
keit an Selektine und somit zu einer Metastasierung bei'*” "'’ Die Serumlevel von sLe*
bzw. sLe® sowie die der Idslichen Selektine finden daher Einsatz als Tumormarker, da sie
mit dem Verlauf der Krebserkrankung korrelieren und Rickschlisse auf die Prognose
ermoglichen'’81%,

Bereits 1989 konnte von Rice & Bevilacqua gezeigt werden, dass E-Selektin in vitro die
Adhasion von Kolonkarzinomzellen der Linie HT-29 vermittelt'®.

Mehrere E-Selektin-Liganden sind bisher auf Tumorzellen identifiziert worden. Takada
et al. demonstrierten anhand verschiedener in vitro-Inhibierungsstudien unter Einsatz mo-
noklonaler Antikorper, dass sLe* genau wie sLe® einen Liganden fir E-Selektin bei der
Bindung humaner Krebszellen an IL-aktiviertes Endothel darstellt’’. Die Bindungsfahigkeit
von Tumorzell-standigem sLe® wurde von Zhang und Mitarbeitern bestatigt'®. Eine weite-
re Studie wies das Vorkommen von sLe* auf der Oberflaiche von Mammakarzinomzellen
nach, was zur E-Selektin-Bindung befahigt'®.

Fir funktionsfahigen ESL-1 auf Tumorzellen konnten bisher keine existentiellen Bewei-
se erbracht werden, allerdings ist eine PSGL-1-Expression auf humanen Prostatakarzi-
nomzellen beschrieben worden, die mit einer Bindungsmaoglichkeit fur E-Selektin in Ver-
bindung gebracht wurde*® (s. Kapitel 2.1.2.1).

Das Adhasionsmolekil CD44 wird auf Fibroblasten und hamatopoetischen Vorlaufer-
zellen exprimiert und spielt eine bedeutende Rolle bei Hamatopoese, Inflammation und
Wundheilung. Es besitzt aufgrund alternativer Spleilvorgange eine bemerkenswerte He-
terogenitat, die sich in dem Auftreten zehn verschiedener Varianten duflert (CD44v), die
durch ein grélReres Molekulargewicht als die Standardform CD44s gekennzeichnet sind.
Wahrend CD44s auf den oben genannten Zelltypen lokalisiert ist, finden sich Isoformen
hauptsachlich auf endothelialen und epithelialen Zellen, aktivierten Lymphozyten sowie

Tumorzellen. CD44s ist ein gut charakterisierter Rezeptor fir Hyaluronsaure und anderen
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EZM-Komponenten, fungiert dariber hinaus jedoch als hochaffiner E-Selektin-Ligand,
wenn posttranslational Modifikationen, u. a. N-Glykosylierungen, erfolgen. Auf der Kolon-
karzinomzelllinie LS174T konnten im Jahr 2005 E-Selektin-bindende CD44v-Isoformen
identifiziert werden, die sich im Gegensatz zu CD44s durch O-Glykane auszeichnen'®.
Die Expression dieses Molekuls auf Krebszellen korreliert mit einer schlechten Prognose
und verstarkter Tumorprogression''®". Spater wurden fir CD44-Varianten auf LS174T-
Zellen zusatzlich Wechselwirkungen mit P- und L-Selektin™ sowie kirzlich mit Fibrin'®
beschrieben, was die Beziehung zwischen erhéhten CD44v-Plasmaleveln und gesteiger-
tem Metastasierungspotential erklaren kann.

Der bereits im Kapitel 2.1.2.1 erwdhnte DR3 wird ebenfalls auf Kolonkarzinomzellen
exprimiert und vermittelt E-Selektin-induziert erhdhte Migration und ein gesteigertes Uber-
lebenspotential dieser Zellen®'.

Die Expression eines mit sLe* modifizierten ,core-2“-O-Glykans (C2-O-sLe*), wie es ty-
pischerweise auf Leukozyten zu finden und v. a. durch eine P-Selektin-Bindungsfahigkeit
gekennzeichnet ist'®, wurde als Ligand auf Kolonkarzinomzellen beschrieben, wobei die-
ses Glykan nicht auf dem PSGL-1-Grundgerist exprimiert wird. C2-O-sLe* vermittelt
Wechselwirkungen dieser Zellen an E-Selektin unter Flussbedingungen, wobei P- und L-
Selektin nicht gebunden werden, was die Beteiligung der C2-O-sLe*/E-Selektin-Bindung
im Hinblick auf eine mogliche Metastasierung demonstriert'".

Wie deutlich wird, sind besonders Kolonkarzinomzellen zu einer E-Selektin-Bindung
befahigt. Anfang der 90er Jahre wurde postuliert, dass E-Selektin spezifisch die Adhasion
von Kolonkarzinomzellen vermittelt, da parallel untersuchte Melanom-, Osteosarkom-,
Bronchial-, Zervix- und Nierenkarzinomzelllinien kein E-Selektin-vermitteltes Adhasions-
verhalten zeigten'¥?. Spater wurde die E-Selektin-Abhangigkeit allerdings auch bei Zellen
anderer Tumorentitaten, u. a. Mamma- oder Prostatakarzinom beschrieben''%, In Analo-
gie zum Prozess des Leukozytenrollens wurde dem E-Selektin die Vermittlung eines Roll-
verhaltens von Tumorzellen zugeschrieben'*'%®. Demnach resultiert die direkte Wechsel-
wirkung der Krebszellen mit dem Endothel in einer Akkumulation der Zellen als Voraus-
setzung fur eine Metastasierung. E-Selektin dient in diesem Zusammenhang als
,homing“-Rezeptor fir Zellen mit geeigneter Ligandausstattung'”.

Das Konzept der Organselektivitat wird in vielen Fallen mit der Expression von E-Se-
lektin begriindet, wobei andere vaskulare Zelladhasionsmolekile beteiligt sein kdnnen'®,
Da deren Expression nicht konstitutiv erfolgt, sondern durch inflammatorische Stimuli in-
duziert werden muss, wird die Assoziation zwischen dem Auftreten v. a. chronisch-ent-

zlindlicher Erkrankungen mit einer Beginstigung des Krebsgeschehens deutlich™®. Des-
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weiteren kénnen Tumorzellen selbst durch die Produktion von TNF-a, IL-18 oder IFN-y
sowie Zytokin-unabbhangig durch spezifische Kohlenhydratstrukturen®® das Endothel di-
rekt aktivieren und somit die Expression von E-Selektin und anderen induzierbaren Adha-
sionsmolekilen triggern. Eine indirekte Beeinflussung ist ebenfalls mdoglich. Durch den
Eintritt in die hepatische Mikrozirkulation initieren Tumorzellen eine schnelle Entzin-
dungsantwort durch die Induktion der TNF-a-Produktion in Kupfferzellen, was wiederum
die E-Selektin- und VCAM-1-Expression in endothelialen Zellen fordert?®'. Eine Tumorzell-
bedingte Modulierung der Rezeptorausstattung hepatischen Endothels tritt relativ haufig
auf und ist fir Kolonkarzinomzellen gut dokumentiert, was deren Metastasierung in die
Leber erklaren kann. In diesen Fallen scheint die ,seed and soil“-Theorie zuzutreffen.

Die bisher erlauterten Befunde zeigen, dass entweder die erhohte sLe*- bzw. sLe?-
Ausstattung oder die gesteigerte E-Selektin-Expression durch Vermittlung von Bin-
dungsereignissen der Tumorzellen am Endothel das Metastasierungsgeschehen fordert.
Interessanterweise konnte 2005 anhand eines spontanen Metastasierungsmodells (Im-
plantation eines Tumors) gezeigt werden, dass der Verlust von sLe* mdglicherweise die
Metastasierung unterstitzt, da dies zum Abldésen der Tumorzellen vom Primartumor bei-
tragt. Demnach zeigten sLe*-negative Varianten der untersuchten Mammakarzinomzellen
reduzierte Zell-Zell-Adhasion, erhéhte Motilitat und gesenkte E-Selektin-Bindung in vitro,
eine erhdhte Lungenmetastasierung sowie eine veranderte Morphologie von Primartumor
und Metastasen, die sich in einer aufgelockerten Gewebestruktur duRerte?®2. Dem gegen-
Uber steht jedoch eine grof’e Anzahl klinischer Beobachtungen, wonach erhéhte Plasma-
level I6slichen E-Selektins und seiner Liganden mit einer schlechten Prognose fir den Pa-

tienten verbunden sind78203-205.

2.5.4 Die Beteiligung von P-Selektin

Da E-Selektin nur durch de novo-Synthese gebildet werden kann, scheint es nicht flr
die sehr frihen Schritte der Tumorzelladhasion verantwortlich zu sein. Die angestellten
Betrachtungen, wonach E-Selektin alleinig beteiligt sein kdnnte, bertcksichtigen zudem
nicht den Einfluss von Thrombozyten. Eine Interaktion zwischen l6slichen P-Selektin-Fc-
Chimaren und verschiedenen Karzinomgeweben und Karzinomzelllinien konnte schon zu
Beginn der 90er Jahre gezeigt werden®®. P-Selektin wird sowohl auf aktiviertem Endothel
als auch auf aktivierten Thrombozyten rasch aus den Speichergranula freigesetzt (s. Kapi-

tel 2.1.1.3). Es besteht demzufolge die Moéglichkeit einer friihen P-Selektin-vermittelten In-
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teraktion von Tumorzellen sowohl mit Thrombozyten als auch mit dem Endothel. Fur bei-
de Falle existiert eine reichliche Zahl an Studien.

Unter Verwendung P-Selektin-beschichteter Oberflaichen unter Flussbedingungen
konnte die Bindung verschiedener Tumorzellen an endotheliales P-Selektin simuliert
werden®2%_ Der Ligand PSGL-1, exprimiert auf Leukozyten, vermittelt die Interaktion mit
dem Endothel, was in Rollbewegungen resultiert. Die meisten epithelialen Krebszellen tra-
gen kein PSGL-1, wodurch Leukozyten-analoges Zellrollen entlang eines P-Selektin-
Substrats auszuschlieRen ist. In der Tat unterscheidet sich die Bindung von Tumorzellen
erheblich von der der Leukozyten, was in dem Vorliegen anderer Liganden begrindet ist.
Es ist in der Literatur haufig von Rollbewegungen der Tumorzellen die Rede, deren Kine-
tik allerdings deutlich von der des Leukozytenrollens abweicht. Beispielsweise unterschei-
den sich Bindungsstarke und ko« von LS174T-Kolonkarzinomzellen an P-Selektin signifi-
kant von der PSGL-1-vermittelten Leukozyt/P-Selektin-Bindung (Bindungsstarke:
LS174T<Leukozyt; kor. LS174T>Leukozyt). Die Differenzen in diesen beiden Parametern
aullert sich in unterschiedlichen Geschwindigkeiten, mit denen sich die Zellen unter Fluss-
bedingungen fortbewegen (8,0+0,7 um/s fir Leukozyten vs. 110+8,8 um/s flir LS174T)?®°,
Der Ligand, der fir diese Interaktionen verantwortlich ist, konnte spater als das O-ver-
knlipfte, sialylierte Glykoprotein CD44v identifiziert werden'® (s. Kapitel 2.5.3).

Andere Arbeiten konnten das Vorliegen weiterer Tumorzell-assoziierter Strukturen mit
P-Selektin-Bindungsfahigkeit demonstrieren, zu denen Chondroitinsulfate?'° und Heparan-
sulfat-dhnliche Proteoglykane gehoren®®2'" wobei die Sulfatierung essentiell ist*'2.

Ein weiteres gut charakterisiertes Molekil, was P-Selektin-Wechselwirkungen unter
Flussbedingungen vermittelt, ist das unter 2.1.2.3 vorgestellte CD24. Durch seine Expres-
sion auf bestimmten Tumorzelllinien, wobei eine Modifikation mit sLe* notwendig ist, wird
in vitro Zellrollen erzielt®* sowie die Adhasion der Tumorzellen im Lungengewebe
gefordert®.

Um die Rolle von P-Selektin in vivo zu demonstrieren, werden haufig P-Selektin-
Knockout (P")-Mause genutzt, wobei vermutet wird, dass die damit einhergehende Sen-
kung der Metastasierung eher der verminderten Thrombozytenfunktion zuzuschreiben ist
als einer Blockade der Tumorzelladhasion am Endothel™’. Allerdings konnte in einer Stu-
die belegt werden, dass endotheliales P-Selektin zu einer Metastasierung beitragt, da das
Ausmal der Metastasierungssenkung in P-Mausen (P-Selektin-Defizit auf Thrombozyten
und Endothel) gréRer ist als in jenen, deren eigenes Knochenmark zerstért und durch

Knochenmark von P”-M&usen ersetzt wird (P-Selektin-Defizit auf Thrombozyten)**. Die-

40



2 Theoretischer Teil

sen Ergebnissen zufolge vermittelt endotheliales P-Selektin eine Metastasierungssteige-
rung.

Interessanterweise korreliert eine Abnahme endothelialen P-Selektins im fortgeschritte-
nen Krankheitsstadium (peri- und intratumoral, bei Primartumor und Metastasen) mit der
Progression (Kolorektalkarzinom, malignes Melanom). Durch die geringe, zum Teil fast
fehlende P-Selektin-Expression wird die Leukozyteninfiltration in das Tumorgewebe ver-
mindert, wodurch die Immunabwehr herabgesetzt ist. Im Gegensatz dazu weisen benigne
Lasionen und Primartumore, die keine Metastasen gebildet haben, signifikant hdhere Le-
vel an P-Selektin auf?*?'®, Schadendorf und Mitarbeiter ermittelten dagegen eine erhdhte
vaskulare P-Selektin-Expression in intratumoralen Bereichen von Primartumoren (malig-
nes Melanom), die mit dem Krankheitsverlauf korrelierte. Demnach waren zahireiche P-
Selektin-positive Gefafle mit einem schlechten klinischen Ergebnis assoziiert?'”. Da neben
P-Selektin eine Vielzahl anderer Adhasionsmolekile auf Endothelien exprimiert werden,
ist die Interpretation schwierig und eventuell durch die Uberlappung mehrerer Bindungs-
mechanismen beeinflusst.

Moglicherweise spielt das thrombozytare P-Selektin die gréRere Rolle bei der Forde-
rung der Metastasierung. Die positiven Effekte auf die Verbreitung von Tumorzellen, die
sich durch eine Interaktion mit Thrombozyten ergeben, sind in Kapitel 2.5.2 beschrieben.
Eine P-Selektin-vermittelte Wechselwirkung von Thrombozyten mit Tumorzellen des Neu-
roblastoms und kleinzelligen Bronchialkarzinoms wurde nachgewiesen, wogegen eine Be-
teiligung von GPlIb/llla ausgeschlossen wurde?®. An dieser Stelle ist allerdings zu beriick-
sichtigen, dass GPIIb/llla-vermittelte Interaktionen durchaus auftreten, wobei die Oberfla-
cheneigenschaften der Tumorzellen eine entscheidende Rolle spielen’06:107.189.219-221

Im Tiermodell konnte eindrucksvoll die Bedeutung des thrombozytaren P-Selektins ge-
zeigt werden. P"-Mause zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Mausen sowohl ein signifikant
langsameres Wachstum s. c. implantierter humaner Kolonkarzinomzellen als auch weni-
ger Lungenmetastasen nach i. v.-Injektion der Zellen. Dafilir waren folgende Beobachtun-
gen verantwortlich: (i) In P"-Mausen gelangten die i. v.-applizierten Tumorzellen in gerin-
gerem AusmaR in die Lungen. (ii) Die Thrombozyten von P*-Mausen adharierten nicht an
Tumorzell-Mucine. (iii) Die nach i. v.-Injektion in den LungengefalRen befindlichen Tumor-
zellen waren haufig mit Thrombozyten assoziiert, was in P"-Mausen drastisch reduziert
war??, Demnach beruht die Metastasierung auf einer Aggregation von Tumorzellen und
Thrombozyten, die zu einem erheblichen Teil von P-Selektin vermittelt wird.

Die P-Selektin-Liganden auf Tumorzellseite sind hauptsachlich vom Mucin- oder

Glykosaminoglykantyp. Allerdings wurde bereits 2002 auf der untersuchten Kolonkarzi-
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nomzelllinie MC38 ein sulfatiertes Glykolipid vermutet?*. Spater wurde dieser Ligand als
das Sulfatid SM4 identifiziert. Die SM4/P-Selektin-Bindung dient ebenfalls der Vermittlung
von Thrombozyt-Tumorzell-Interaktionen und tragt zu einer Erhdohung der Metastasie-
rungsrate bei®.

Abschlielend ist festzuhalten, dass hauptsachlich thrombozytares P-Selektin einen
Einfluss auf die Metastasierung von Krebszellen ausubt, wobei ein gewisser Anteil von

endothelialem P-Selektin Gbernommen wird.

2.5.5 Die Beteiligung von L-Selektin

L-Selektin vermittelt Leukozytenrollen sowie das ,homing“ von Lymphozyten in peri-
phere und mesenteriale Lymphknoten Uber die Erkennung von PNAds (s. Kapitel 2.1.1.2
und 2.1.2.2). Nach einer Entartung von Zellen des blutbildenden Systems, die zu ver-
schiedenen Formen leuk@dmischer Erkrankungen/maligner Lymphome flhren konnen,
werden haufig dieselben Adhasionsmolekule wie bei den vergleichbaren gesunden Zellen
exprimiert. Daher wurde postuliert, dass sie zu den metastatischen Eigenschaften der Tu-
morzellen beitragen®*. Ein Beispiel einer derartigen Erkrankung stellt das T-Zell-Lym-
phom dar. Die systemische Verbreitung der Lymphomzellen erfolgt nach maligner Trans-
formation und Wachstum im Thymus in Organe wie Leber, Milz und Nieren sowie in die
Lymphknoten. In einem Tiermodell konnte gezeigt werden, dass L-Selektin zum Wachs-
tum des Lymphoms beitragt, da L-Selektin-negative Lymphomzellen eine verminderte Fa-
higkeit aufwiesen, im Thymus einen Tumor zu etablieren. Zusatzlich wurden Effekte der
untersuchten Selektine (E-, L- und P-) deutlich, die eine Metastasierungsbeeinflussung
nach dem Ubergang der Zellen in periphere Organe, vermutlich tber die Induktion intra-
zellularer Signale, wahrscheinlich machen. Eine Selektin-vermittelte Adhasion als Ursa-
che fiir eine Metastasierung des T-Zell-Lymphoms wurde demzufolge ausgeschlossen®®.

Im Gegensatz dazu erzeugten Qian und Kollegen transgene Mause mit L-Selektin-ex-
primierenden Insulinomen und beobachteten eine Metastasenbildung in Lymphknoten, die
durch L-Selektin-Antikérper blockierbar war. Somit férdert L-Selektin das ,homing“ dieser
Tumorzellen. Sie postulierten, dass jede Tumorzelle wahrend der Progression eine L-Se-
lektin-Expression aktivieren kénnte, wodurch es eine Rolle bei der Metastasierung nicht-
lymphoider Tumore in Lymphknoten spielt®%.

Die beschriebenen Untersuchungen befassten sich mit der Expression von L-Selektin

auf den Tumorzellen selbst. Dies ist hauptsachlich fir Zellen leukozytaren Ursprungs der
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Fall. Allerdings zeigen verschiedene Kolonkarzinomzelllinien neben der Bindungaffinitat
zu E- und P-Selektin ein Adhasionsvermogen an L-Selektin?’. Daraus ergibt sich die
Moglichkeit einer Interaktion mit Leukozyten, die in Abhangigkeit von der Leukozytenart in
positiven oder negativen Effekten flr die Tumorzellen resultiert.

L-Selektin kann (in Kooperativitdt mit ICAM-1) zu einer Infiltration zytotoxischer Lym-
phozyten in das Tumorgewebe beitragen und somit Wachstum und Lungenmetastasie-
rung maligner Melanomzellen hemmen, wie anhand eines Tiermodells mit L-Selektin-,
ICAM-1- sowie kombiniert defizienten Mausen gezeigt werden konnte?®. In einer Studie
an Melanom-Patienten wurde ermittelt, dass eine Erniedrigung des Serum-L-Selektins,
dagegen ein Anstieg an I6slichem ICAM-1, mit einer Progression der Erkrankung verbun-
den sind. Der Anstieg an Serum-ICAM-1 kann in der Expression dieses Molekiils auf den
Melanomzellen, inflammatorischen Zellen und dem Endothel begriindet liegen. Niedrige
L-Selektin-Level kdnnten aus einer Melanom-vermittelten Suppression der Leukozytenak-
tivierung resultieren®®. In einer Studie an Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom
wurden dagegen erhéhte Serum-L-Selektin-Level mit fortschreitender Erkrankung beob-
achtet, wobei l6sliches L-Selektin die Adhasion von Leukozyten an aktiviertes Endothel
blockiert und somit eine Immunantwort herabgesetzt wird?*°. Die Interpretation der L-Se-
lektin-Level in Patientensera scheint demnach komplex und abhangig von der Tumorart
zu sein.

Allerdings kénnen auch metastasierungsférdernde Effekte durch die Beteiligung von
Leukozyten erreicht werden. Die Wechselwirkung von membrangebundenen und |6sli-
chen Mucinen von Kolonkarzinomzellen mit L-Selektin resultiert in einer Bindung, wobei
multiple Bindungsstellen fur jedes der drei Selektine auf den Mucinen vorhanden sind und
zum ,cross-linking® flhren kdnnen. Ferner kann die Mucin-induzierte Adhasion der Leuko-
zyten an HUVECs teilweise durch L-Selektin-Antikbrper vermindert werden. L-Selektin
tragt somit zur Bildung von Mikroemboli und Adhasion der Tumorzellen bei®".

An L-Selektin-defizienten Mausen konnte die Beteiligung dieses Molekils in vivo de-
monstriert werden, da ein Mangel an L-Selektin die Lungenmetastasierung von Kolonkar-
zinomzellen senkte. Es konnte gleichzeitig belegt werden, dass Granulozyten und/oder
Monozyten fur die Metastasierung verantwortlich sein mussen, da die Studie an B- und T-
Zell-defizienten Mausen durchgeflhrt wurde. Interessanterweise konnte zusatzlich der sy-
nergistische Effekt von L- und P-Selektin deutlich gemacht werden. Eine Kombination aus
L- und P-Selektin-Defizit in PL"-M&usen fiihrte im Vergleich zu L-M&usen zu einer weite-
ren Abschwachung der Ausbreitung maligner Zellen, wobei angenommen wurde, dass L-

Selektin zu einem spateren Zeitpunkt als P-Selektin agiert. Fir in vivo-Bedingungen ist
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anzunehmen, dass die Interaktion von Thrombozyten und Tumorzellen eine direkte Bin-
dung der Leukozyten (teilweise) verhindert (s. Kapitel 2.5.2). Daher wurde vorgeschlagen,
dass L-Selektin-vermittelte Signalmechanismen, begleitet von einer Leukozytenaktivie-
rung, die Metastasierung verstarken. Die Freisetzung von Zytokinen in der Umgebung der
Tumorzellen kdnnte wichtig fir deren Uberleben und Extravasation sein. Eine Mdglichkeit
ware eine simultan auftretende Interaktion L-Selektin-positiver Leukozyten mit Endothel-
zellen und der duferen Region von Tumorzell-Thrombozyt-Emboli Gber thrombozytares
P-Selektin und leukozytaren PSGL-1. Somit kdnnte eine Passage der Tumorzellen durch
die endotheliale Barriere erméglicht werden. Um dies zu realisieren, missten jedoch en-
dogene endotheliale L-Selektin-Liganden exprimiert werden®*®. Wie im Kapitel 2.1.2.2 er-
lautert, ist das Vorkommen der PNAds nicht nur auf HEVs beschrankt, sondern kann wah-
rend chronisch-entzindlicher Zustande auch auf nicht-lymphoiden Endothelzellen indu-
ziert werden®2. Es wurde ferner vermutet, dass die Phase der Extravasation erst nach ei-
ner Periode intravaskularer Proliferation der Tumorzellen ablauft®®?. Somit ware ausrei-
chend Zeit vorhanden, bis die L-Selektin-Liganden an der Endotheloberflache erscheinen.
Diese Hypothese wurde im Jahr 2006 bestarkt. Es konnte aufgeklart werden, dass der int-
ravaskulare Arrest der Tumorzell-Mikroemboli von einer temporaren Induktion Fucosyl-
transferase-7 (Fut7)-abhangiger Selektinliganden begleitet ist. Somit ist die Bindung von
Leukozyten an das Endothel mdglich, womit sie die Extravasation der Tumorzellen be-
gunstigen. Da ein Mangel an Fut7 und L-Selektin die Metastasierung in gleichem Ausmal
senkte, ist die Wirkung der Leukozyten Uber diesen Mechanismus erklarbar — eine direkte

Interaktion mit den Tumorzellen scheint nicht essentiell?*.

Wie deutlich gemacht werden konnte, sind die drei Selektine mit unterschiedlicher Me-
chanistik bei dem Prozess der Metastasierung beteiligt. E-Selektin-vermittelte Adhasionen
und zum Teil resultierende Rollbewegungen der Tumorzellen entlang des Endothels wer-
den als Voraussetzung fur deren Extravasation angenommen. Dagegen entfaltet P-Selek-
tin die Wirkung v. a. Uber die Bildung von Tumorzell-Thrombozyt-Interaktionen, die zur
Generierung von Mikroemboli fuhrt und zum Arrest der Tumorzellen im Gefalisystem bei-
tragt. Dabei wird die Wirkung zu einem sehr frihen Zeitpunkt der hdmatogenen Metasta-
sierung angenommen. L-Selektin tragt zur Bildung der Mikroemboli bei und férdert die Ex-
travasation der Tumorzellen Uber die Adhasion von Leukozyten an endotheliale L-Selek-
tin-Liganden. Die kombinierte Wirkung der Selektine ermdglicht es den Tumorzellen zu

uberleben und an entfernten Stellen des Organismus zu proliferieren.
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In der Abb. 2-9 werden alle potentiellen Bindungsmaoglichkeiten zwischen Tumorzellen

und Selektinen zusammengefasst.

aktivierte Thrombozyten

Selektinliganden

®
Y P-Selektin
* L-Selektin

E-Selektin

aktiviertes Endothel

Abb. 2-9: Mogliche Selektin-Tumorzell-Interaktionen. Die Wechselwirkungen der Tumorzellen
kénnen mit Thrombozyten oder Endothelzellen Uber P-Selektin erfolgen. Leukozyten sind in der
Lage, via PSGL-1 an die dulRere Region von Tumorzell-Thrombozyt-Mikroemboli binden, tGber L-Se-
lektin mit thrombozytdrem PSGL-1 zu interagieren, direkt mit entsprechenden Liganden der Tumor-
zellen in Wechselwirkung zu treten oder P-Selektin-vermittelt sowie nach Induktion endogener L-Se-
lektin-Liganden an das Endothel zu adhéarieren. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Interaktion
der Tumorzellen mit E-Selektin. Die Relevanz der einzelnen Bindungen ist dem Text zu entnehmen.
(modifiziert nach Borsig*)

Den Ausfuhrungen zufolge sind Selektine mal3geblich an der Dissemination von Tu-
morzellen beteiligt. lhre Inhibition stellt demnach eine attraktive Mdglichkeit dar, blockie-
rend in den Prozess der hdmatogenen Metastasierung einzugreifen. Ein effektiver Ansatz-

punkt wird in Kapitel 2.7.4 vorgestellt.

2.5.6 Die Beteiligung von VLA-4 und VCAM-1

Das Zelladhasionsmolekil VCAM-1 wird nicht nur auf GefalRen, sondern auch auf
nicht-vaskularen Zellen exprimiert (s. Kapitel 2.3.1). Zahlreiche in vivo-Studien belegen
die Erh6hung des VCAM-1-Gehalts im Serum von Krebspatienten bzw. eine erhdhte Ex-
pression auf dem Tumorgewebe unterschiedlicher Entitat. Beispielhaft sei dies bei Kopf-
und Halstumoren', Mammakarzinom?® sowie Magenkarzinom®® genannt, wobei eine
derartige Erhéhung mit der Progression der Erkrankung verbunden ist. Der zugrunde lie-
gende Mechanismus kdnnte mit dem Schutz der Tumorzellen vor zytotoxischen T-Zellen

erklart werden. Demzufolge fordert die Expression von VCAM-1 die Migration der VLA-4-
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positiven T-Zellen, die sich somit vom Tumor entfernen. Die MHC-I-vermittelte Prasentati-
on der Tumorzellantigene gegeniber dem T-Zell-Rezeptor bleibt aus, wodurch eine Akti-
vierung und Infiltration der T-Zellen in die Tumorzellen unterbunden werden®’.

Andererseits wird die VLA-4/VCAM-1-Interaktion flr die Rekrutierung zytotoxischer T-
Zellen in intrakranielles Melanomzellgewebe durchaus verantwortlich gemacht, wodurch
sich eine Moglichkeit der Therapie mit T-Zellen bei Hirntumoren und/oder -metastasen
bieten konnte?®. Daneben existieren Berichte, wonach eine hohe VCAM-1-Expression auf
Tumorzellen bestimmter Nierenkarzinome mit einer geringeren Metastasierung und lang-
samerer Tumorprogression assoziiert ist, was ebenfalls mit einer Rekrutierung von Lym-
phozyten in Zusammenhang gebracht wird?*.

Die Expression von VCAM-1 ist auch im Rahmen einer Neoangiogenese erhdht. Die
Rekrutierung VLA-4-positiver Progenitorzellen, die sich in unterschiedliche Zelltypen diffe-
renzieren koénnen, wird verstarkt, womit die VLA-4/VCAM-1-Interaktion Angiogenese und
Tumorwachstum fordert?*.

Wie in Kapitel 2.2.3 erwahnt, wird VLA-4 nicht ausschliel3lich auf Leukozyten/Progeni-
torzellen exprimiert, sondern dartiber hinaus auf unterschiedlichen Tumorzellen, wodurch
sich eine potentielle Adhasion dieser Zellen an das Endothel ergibt. Damit kann die Wech-
selwirkung von Tumorzell-assoziiertem VLA-4 und vaskular exprimiertem VCAM-1 zu ei-
ner Metastasierung beitragen. Neben Osteosarkom- und Rhabdomyosarkomzelllinien'
verfigen v. a. maligne Melanomzellen tUber VLA-4"%2%2 Dies befahigt zur Adhasion, was
sich in einer erhohten Transmigration in vitro®** und Lungenmetastasierung im Tiermodell
ausdrickt, wobei die VCAM-1-Expression mittels TNF-a-Behandlung oder IL-1 induziert
wird?*+2%_ Darliber hinaus ist der VLA-4-Gehalt von Melanomzellen primarer Tumore mit
dem Verlauf der Erkrankung korrelierbar?”’. Eine erhohte Expression von VLA-4 ist aller-
dings nicht immer mit erhdhtem metastatischem Potential verbunden, wie Qian und Kolle-
gen zeigten. Die Transfektion von a4-cDNA in eine a4-defiziente Variante von B16-Mela-
nomzellen resultierte in der Bildung von a4-exprimierenden Klonen, die nach s. c.-Implan-
tation eines Tumors eine erniedrigte Lungenmetastasierung aufwiesen, was die Autoren
mit erhdhter homotypischer zellularer Adhasion begriindeten. Bei i. v.-Injektion dieser Klo-
ne bestand allerdings keine veranderte Metastasierungstendenz?'’. Letztere Methode si-
muliert die Phase nach erfolgter Intravasation, in der eine VLA-4-Positivitat die Adhasion
an das Endothel fordert.

Es soll abschlieRend erwahnt werden, dass sich das Expressionsmuster von Integrinen
und anderen Adhasionsmolekulen im Lauf der malignen Transformation von Melanomzel-

len — wie bei vielen Tumorzelltypen — verandert. Normale Melanozyten zeigen v. a. a631
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und E-Cadherin, wahrend Melanomzellen beispielsweise aVB3, a481 (VLA-4), N-Cad-
herin und CD44 (berexprimieren, was ihnen einen invasiven und metastatischen Phano-

typ verleiht®*®.

2.5.6.1 Moglichkeiten der Beeinflussung von VLA-4 und VCAM-1

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit Pterostilben*®

sowie mit den Flavonoiden Apigenin und Quercetin®® die Expression von VCAM-1 unter-
druckt wird, was eine verminderte Lungenmetastasierung nach sich zieht. Die Targetie-
rung von VLA-4 ist ebenfalls beschrieben. Ajoen, eine Substanz aus dem Knoblauch, ver-
ursacht neben apoptotischen Effekten eine Senkung der VLA-4-Expression, was eine ver-
minderte Adhasion der Melanomzellen am Endothel zur Folge hat®".

Daneben ist eine indirekte Beeinflussung von VLA-4 durch die Blockierung des Prote-
ins ,melanoma inhibitory activity® (MIA) mdglich. Das von Melanomzellen sezernierte
11 kD-Protein interagiert zum einen mit Komponenten der EZM, z. B. Fibronektin, und be-
setzt somit die Bindungsstelle flir VLA-4, was zum Abldsen der Zellen von EZM-Bestand-
teilen fuhrt und deren Durchquerung erleichtert. Zum anderen tragt MIA zur Immunsup-
pression durch die Modulierung von leukozytarem VLA-4 bei, was durch eine entspre-
chende Antagonisierung mittels Antisense-Oligonukleotiden verhindert werden kann?®2,
Eine direkte Bindung von MIA an VLA-4 der Melanomzellen wird ebenfalls diskutiert, die
zur Senkung der Integrinaktivitdt und der Integrin-vermittelten Signaltransduktion flhrt,
was zu erhdhter Migrationsfahigkeit beitragt. Die MIA-vermittelte Modulierung von VLA-4
ist demzufolge mit einer hdheren Invasivitat verbunden. Daher offeriert die Hemmung von
MIA eine Behandlungsméglichkeit des malignen Melanoms?*®,

Ein direkter Eingriff in die VLA-4/\VCAM-1-Interaktion bietet eine weitere Option der Me-
tastasierungssenkung bei entsprechenden Tumoren, die zusatzlich zur Blockade der Se-
lektinfunktion genutzt werden konnte, wobei entweder das Tumorzell-standige Integrin
oder das endotheliale VCAM-1 blockiert werden kann. Bisher sind Strukturen mit bizykli-
schen B-Aminosauren®* und Piperazinylphenylalanin-Derivate®® als VLA-4-Antagonisten
sowie der monoklonale VLA-4-Antikérper Natalizumab (Tysabri®) bekannt, die jedoch
nicht mit einer Metastasierungssenkung in Verbindung gebracht werden.

Allerdings muss bei dem Einsatz derartiger Inhibitoren gleichzeitig mit einer Blockade
von leukozytarem VLA-4 und somit herabgesetzter Inmunabwehr gerechnet werden, was
wiederum Tumorwachstum und Metastasierung férdern kénnte. Dagegen kann sich eine

Hemmung der VLA-4-vermittelten endothelialen Adhasion der Tumorzellen durchaus als
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gunstig erweisen. Studien zum Nutzen-Risiko-Verhaltnis einer VLA-4-Blockade durch ent-

sprechende Antagonisten sind demzufolge unerlasslich.

2.6 Strategien der Selektininhibition

Aufgrund der Involvierung in inflammatorische und metastatische Prozesse stellen Se-
lektine attraktive Zielstrukturen fiir die pharmazeutische Forschung dar. Da sLe* das ge-
meinsame Bindungsepitop aller Selektine ist, war das Tetrasaccharid lange Zeit die
Leitstruktur fir die Wirkstoffentwicklung, wie von Simanek et al. zusammengefasst. Die
Modifikationen umfassten beispielsweise den Ersatz der Sialinsaure durch andere negativ
geladene Gruppen oder die Einfiihrung eines zusatzlichen Bindungsepitops in Form einer
hydrophoben Seitengruppe®®. Trotz der grolen Bemiihungen war der Erfolg nur maRig.
Weitere Strategien auf der Suche nach Selektininhibitoren sind u. a. die Synthese des
sLe*-Dimer-ahnlichen Pan-Selektin-Antagonists TBC1269 (Bimosiamose)®’ und davon
abgeleiteter Strukturen®®, die Isolierung des Makrolids Efomycin M aus Streptomyces
BS1261%°, die Entwicklung von rekombinantem PSGL-1?°?""  eines PSGL-1-
Antikorpers®? sowie eines Glykosulfopeptides mit Homologie zum PSGL-1-N-Terminus'®.
Daneben kamen die Multimerisierung der sLe*-Struktur mithilfe von Polymeren®? und die
Prasentation zusatzlicher anionischer funktioneller Gruppen zusammen mit sLe* auf der
Oberflache von Liposomen®* zum Einsatz. Allerdings dienen diese Anstrengungen haupt-
sachlich der Therapie entzindlicher Erkrankungen.

Ein Eingriff in die Metastasierung wurde bisher unter Anwendung des COX-2-Hemmers
Celecoxib erreicht, der die Expression von sLe? auf der Oberflache von Kolonkarzinomzel-
len senkt, was eine niedrigere Adhasion an das Endothel sowie eine verminderte Metasta-
sierung in die Leber zur Folge hat*®*. Das H,-Antihistaminikum Cimetidin konnte ebenfalls
die Metastasierung von Kolonkarzinomzellen unterdriicken, was mit einer Senkung der E-
Selektin-Expression des Endothels begriindet wurde®®. Desweiteren wurden sLe*-haltige
Liposomen beschrieben, die an E-Selektin kompetitive Wirkungen entfalten und somit die
Adhasion von Kolon- und Bronchialkarzinomzellen senken®”.

Diese Untersuchungen zielen vor allem auf die Blockierung der sLe*?/E-Selektin-Inter-
aktion ab. Wie in den vorangegangenen Kapiteln verdeutlicht werden konnte, spielen da-
gegen in der Frihphase der Metastasierung insbesondere L- und P-Selektin eine ent-

scheidende Rolle. Daher bietet die Inhibition dieser Selektine eine interessante Therapie-
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option. Am effektivsten ware eine Substanz, die sowohl L- als auch P-Selektin-hemmende
Aktivitat aufweist. Der bekannte Arzneistoff Heparin erfullt genau diese Bedingungen,
steht aus diesem Grund in den letzten Jahren im Fokus der Tumorforschung und wird in

den folgenden Kapiteln charakterisiert.

2.7 Der Einfluss von Heparin auf den Verlauf von Krebs-

erkrankungen

2.7.1 Struktur, Vorkommen und klinischer Einsatz bei onkologischen

Patienten

Heparin ist ein polydisperses Glykosaminoglykan-Gemisch, in dem zehn verschiedene
Monosaccharide vorkommen kénnen. Die mit 75-90% wichtigste Disaccharideinheit be-
steht aus Iduronsaure und einem disulfatierten Glucosamin (Abb. 2-10). Die ubrigen Di-
saccharide unterscheiden sich in ihrem Sulfatierungsgrad und -muster; auferdem findet

man solche mit Glucuronsaure und N-Acetylglucosamin.
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Abb. 2-10: Heparin. Dargestellt ist die wichtigste Disaccharidein-
heit aus Iduronsaure und einem disulfatierten Glucosamin (R=H).
Die Iduronsaure kann an der Position 2-O, das Glucosamin an
Position 3-O sulfatiert sein.

Im Organismus werden bedeutende Heparinkonzentrationen in der Lunge, Leber,
Darmmukosa, Thymus, Milz und Herz erreicht. Die Lymphfllissigkeit, Blutplasma und das
Gefalkendothel enthalten ebenfalls Heparin. Das Heparin-Proteoglykan befindet sich in

den Mastzellen und basophilen Granulozyten; unter dem Einfluss von Proteinasen und
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Endoglykosidasen wird Heparin freigesetzt. Die physiologische Bedeutung der antikoagu-
latorischen Aktivitat des endogenen Heparins ist bislang unklar.

Pharmakologisch wird zwischen unfraktionierten Heparinen (UFH; Molekulargewicht
etwa 5-30 kD, mittleres Molekulargewicht 15 kD entspr. 50 Monomere) und niedermoleku-
laren Heparinen (,Jow molecular weight heparin®“, LMWH; Molekulargewicht etwa 4-6 kD,
mittleres Molekulargewicht 5 kD) unterschieden.

Die Anwendung besteht in der antikoagulatorischen Wirkung, indem es in die plasmati-
sche Blutgerinnung eingreift. Dabei bindet es Uber seine ,antithrombin binding site®, eine
Pentasaccharidsequenz, an Antithrombin (AT), wodurch die Gerinnungshemmung Uber
die AT-vermittelte Inhibition von aktivierten Gerinnungsfaktoren (z. B. Faktor Xa und
Thrombin) aufgrund der Heparin-induzierten Konformationsanderung des AT beschleunigt
wird. Wahrend fur die Inaktivierung von Faktor Xa bereits das Pentasaccharid allein aus-
reicht, ist fur die von Thrombin eine Wechselwirkung des Heparins mit AT und Thrombin
selbst notwendig, was durch eine Kettenlange von mindestens 18 Monosacchariden reali-
siert wird.

Zusatzlich wird eine Beeinflussung des Endothels angenommen, wobei Heparin einer-
seits dessen elektronegatives Potential und somit seine athrombogenen Eigenschaften
verstarkt und andererseits zur Freisetzung des endothelial gebundenen ,tissue factor
pathway inhibitors® (TFPI) beitragt, der durch Bindung an Faktor Xa blockierend in die Ge-

rinnungskaskade eingreift.

Onkologische Patienten haben ein erhdhtes Risiko, eine VTE zu erleiden und an den
Folgen einer Pulmonalembolie zu versterben (s. Kapitel 2.5.2). Ungefahr 15% aller Tu-
morpatienten entwickeln wahrend des Verlaufs ihrer Erkrankung eine Venenthrombose,
was wesentlich von der Tumorentitdt und dem Krankheitsstadium beeinflusst wird. Patien-
ten mit Metastasen haben ein 15fach héheres Thromboserisiko als Patienten in frihen
Erkrankungsstadien®®. Das Thromboserisiko wird zusatzlich durch Operationen, Chemo-
therapie, zentralvendse Verweilkatheter, Immobilisation, Infektionen und Malnutrition er-
hoht.

Die VTE ist die zweithaufigste Todesursache bei Krebspatienten®°. Das Risiko von Tu-
morpatienten mit VTE, innerhalb des nachsten Jahres zu versterben, ist doppelt so hoch

wie bei Tumorpatienten ohne Thrombose?”°

. Aus diesem Grund sind Thromboseprophyla-
xe und -therapie unerlasslich.
Fir viele Jahre galt UFH als Standard, wahrend sich spater abzeichnete, dass LMWH

mindestens genauso sicher und effektiv ist?”’. Traditionell erfolgt die Therapie einer VTE
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initial mit Heparin, gefolgt von einer Langzeitadministration oraler Antikoagulantien zur
Vermeidung eines Rezidivs. Allerdings erwiesen sich diese in dem Zusammenhang als

22 und weniger sicher, da gehauft Blutungen auftraten®®. Die aktuellen

weniger effektiv
Richtlinien wurden klrzlich von Brose & Lee zusammenfassend dargestellt. Demnach
wird ein Prophylaxe mit LMWHSs bei hospitalisierten Patienten empfohlen, solange keine
absoluten Kontraindikationen vorliegen. Eine Prophylaxe ambulant behandelter Patienten
ist nicht nétig, ausgenommen bei jenen, die eine Thalidomid- oder Lenalidomid-basierte
Chemotherapie erhalten. Die Behandlung der VTE sollte mit LMWH fur mindestens drei
bis sechs Monate durchgefiihrt werden, wobei die Therapie so lange verlangert werden

sollte, wie eine aktive Krebserkrankung vorliegt?”.

2.7.2 Die Assoziation von Heparingabe und gesenkter Mortalitat bei

Krebspatienten

Die Prophylaxe und Therapie thromboembolischer Ereignisse fuhrt nicht nur zu einer
Vermeidung des Auftretens tddlich verlaufender Embolien, sondern steht interessanter-
weise im Zusammenhang mit antineoplastischen/antimetastatischen Effekten, die sich in
einer Lebenszeitverlangerung onkologischer Patienten dufert.

Es zeichnete sich bereits in den 60er Jahren ab, dass die Therapie mit Vitamin-K-Anta-
gonisten mit positiven Effekten hinsichtlich der Progression der Krebserkrankung verbun-
den ist?”®. Der erste klinische Beweis, wonach Antikoagulantien antineoplastische Effekte
aufweisen, wurde mittels einer prospektiven, randomisierten Studie erbracht. Es ergab
sich hierbei, dass Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom eine geringere Sterblich-
keit zeigten, wenn sie Warfarin erhielten?®. Allerdings konnte diese Beobachtung in spate-
ren randomisierten klinischen Studien bei Patienten mit anderen Krebserkrankungen nicht
bestatigt werden?”’.

Seitdem konzentrieren sich viele Untersuchungen auf die Bedeutung von UFH, spater
LMWH, fur den Verlauf von Krebserkrankungen. Einige retrospektive Untersuchungen er-
mittelten den positiven Effekt einer perioperativen VTE-Prophylaxe mit UFH, wobei so-
wohl die 3-Jahresmortalitat als auch die Mortalitat aufgrund der Metastasierung im Ver-
gleich zu Patienten ohne Prophylaxe signifikant abnahmen?’, In einer randomisierten pro-
spektiven Multicenter-Studie an Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom, die unter
Chemotherapie standen und zum Teil zeitgleich UFH erhielten, ergab sich ein besseres

Ansprechen auf die Chemotherapie in der UFH-Gruppe. Weiterhin war die mittlere Uberle-
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bensdauer durch die UFH-Gabe erhdht. Allerdings war der Unterschied nur in einer Pati-
enten-Subgruppe mit limitierter Erkrankung signifikant?”®. Eine systematische Analyse aller
klinischer Studien an Krebspatienten ohne VTE, die UFH mit Placebo/keine Behandlung
verglichen, ermittelte jedoch keine Uberzeugenden Beweise von positiven oder negativen
UFH-Effekten auf das Uberleben?®.

Der Einfluss von UFH auf die Prognose von Krebserkrankungen ist demnach fragwur-
dig, steht aber im deutlichen Gegensatz zu LMWH. Zwei Metaanalysen aller klinischer
Untersuchungen, bei denen die Effektivitdt von LMWH gegenlber UFH bei der initialen
Behandlung der VTE geprift wurde, verzeichneten eine Reduktion der Mortalitat bei den
Patienten, die LMWH erhielten®®'?*2, Das Benefit war bei onkologischen Patienten beson-
ders deutlich ausgepragt und konnte nicht durch eine Senkung des Auftretens todlicher
Pulmonalembolien oder Blutungsereignisse erklart werden. Diese Tatsache sowie die
Vorteile der LMWH-Administration und die Moglichkeit einer sicheren Langzeittherapie
fuhrten dazu, die Untersuchungen in hauptsachlich prospektiven, randomisierten klini-
schen Studien fortzusetzen, wobei teilweise das Uberleben als primarer Endpunkt defi-

niert wurde?®*?®’_ Einige Ergebnisse sind in Tab. 2-1 zusammengefasst.

Tab. 2-1: Der Einfluss von LMWHSs auf die Progression von Krebserkrankungen

Referenz Art der Erkrankung Behandlungsregime Ergebnisse

Kakkar et al.?®*  Patienten mit fortge- 5000 I. E./d Dalteparin s. c. Keine signifikante Verbes-
schrittenen soliden Tu- vs. Placebo serung der 1-Jahresmortali-
moren unterschiedli- (+ Standardtherapie, 1 Jahr) tat; hdhere Uberlebensrate
chen Typs ohne VTE nach 2 und 3 Jahren in ei-

ner Subgruppe mit besserer
Prognose (78% vs. 55%
und 60% vs. 36%)

Altinbas et al.?  Kleinzelliges Bronchial- Chemotherapie + 5000 I. E./d Ansprechen auf Chemothe-
karzinom (unterschiedli- Dalteparin s. c. rapie: 69,2% vs. 42,5%;
ches Stadium) vs. Chemotherapie mittlerer progressionsfreier
ohne VTE (18 Wochen) Zeitraum: 10,0 Monate vs.

6,0 Monate;

mittleres Gesamtliberleben:
13,0 Monate vs. 8,0 Monate

Klerk et al.® Patienten mit metasta- 7600-15200 I. E./d Nadroparin s. c. Mittleres Gesamtliberleben:

sierten oder lokal fort-  (in 2 Einzeldosen) in den ersten 8,0 Monate vs. 6,6 Monate;
geschrittenen soliden 2 Wochen, im Anschluss 3800- in Patientensubgruppe mit
Tumoren ohne VTE 7600 I. E./d fir 4 Wochen (in Ab- einer Lebenserwartung von
hangigkeit vom KG) 26 Monaten bei Studienbe-
vs. Placebo ginn: mittleres Uberleben
(6 Wochen) 15,4 Monate vs. 9,4 Monate
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Referenz Art der Erkrankung Behandlungsregime Ergebnisse
Lee et al.?® Patienten mit soliden 200 I. E./kg/d Dalteparin s. c. im Mortalitatswahrscheinlich-
Tumoren und VTE ersten Monat, im Anschluss keit nach 12 Monaten bei
150 I. E./kg/d fir 5 Monate Patienten ohne Metastasen:

vs. 200 I. E./kg/d Dalteparin s. c. in  20% vs. 36%

der ersten Woche, anschlief3end Kein Unterschied bei Pati-
Cumarinderivat, INR 2,0-3,0 enten mit bestehenden Me-
(6 Monate) tastasen

I. E. Internationale Einheiten (anti-Faktor Xa); INR, ,international normalized ratio®; KG, Kérpergewicht; s. c.,
subkutan; vs., versus; VTE, vendse Thromboembolie.

Die Resultate veranschaulichen die positiven Effekte von LMWHSs auf den Verlauf der
Erkrankung, wobei besonders Patienten mit besserer Prognose zu Studienbeginn einen
Nutzen ziehen. Es wird auch deutlich, dass die Studien sehr heterogen aufgebaut sind
und nach weiteren Ergebnissen verlangen, um evtl. die Tumortypen sowie Krankheitssta-
dien zu identifizieren, die am besten von einer Heparingabe profitieren. Desweiteren sind
Untersuchungen erforderlich, die die optimale Dosierung und Behandlungsdauer festle-
gen.

Dariber hinaus werden ahnliche Ergebnisse auch in einer Vielzahl von Tiermodellen
erzielt. Diese sind umfassend von Niers et al. zusammengefasst, wobei deutlich wird,
dass Heparin eher die Bildung von Metastasen beeinflusst als das Wachstum des
Primartumors?®. Die verantwortlichen Mechanismen werden derzeit intensiv untersucht.
Zieht man in Betracht, dass die Heparingabe nur flir einen bestimmten Zeitraum erfolgt,
der Uberlebensvorteil jedoch auch nach langerer Zeit bestehen bleibt, kann dies nicht in
erster Linie mit der Antikoagulation erklart werden?®3%%, Diese Hypothese wird auch durch
den Einsatz chemisch modifizierter Heparine bekraftigt, die trotz fehlender antikoagulatori-
scher Aktivitat metastasierungssenkende Eigenschaften aufweisen®°?%, Im Gegensatz
dazu ist das antikoagulatorisch wirksame synthetische Pentasaccharid Fondaparinux
nicht in der Lage, einen metastasierungssenkenden Effekt zu erzielen®*.

Demnach liegen (zusatzlich) Wirkprinzipien jenseits der Antikoagulation zugrunde. Ei-
nen potentiellen Angriffspunkt bieten Selektine, die mafigeblich im Prozess der Metasta-
sierung beteiligt sind. Heparin bindet an L- und P-Selektin (s. Kapitel 2.7.3) und entfaltet
durch den Eingriff in die Selektin-vermittelte Metastasierung antimetastatisches Potential,

was in Kapitel 2.7.4 erértert werden soll.
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2.7.3 Die Wechselwirkung von Heparin mit L- und P-Selektin

Bereits im Jahr 1989 konnte von Skinner et al. gezeigt werden, dass P-Selektin eine
Heparinbindungsfahigkeit aufweist, was durch andere sulfatierte Glykane wie Fucoidan
und Dextransulfat inhibiert werden kann?*’. Kurz darauf wurde demonstriert, dass die Bin-
dung von Neutrophilen an P-Selektin durch Heparin, Fucoidan und Dextransulfat blockier-
bar ist, was die Autoren vermuten lief3, dass die Bindungsstellen des P-Selektins flir sulfa-
tierte Glykane und fur Neutrophile identisch sind oder in groRer raumlicher Nahe zueinan-
der liegen®®. Mit der Aufklarung des PSGL-1 konnten die strukturellen Voraussetzungen
der P-Selektin-Bindung spater bestatigt werden (s. Kapitel 2.1.2.3).

1993 wurde schliellich bekannt, dass Heparintetrasaccharide, die nicht mehr antiko-
agulatorisch wirken, P- und L-Selektin, nicht dagegen E-Selektin binden kénnen?*. Eine
L-Selektin-Bindungsfahigkeit endothelialer Heparin-ahnlicher Verbindungen konnte von
Norgard-Sumnicht et al. demonstriert werden®, die spater als Heparansulfat-Proteoglyka-
ne identifiziert wurden®'. Konig und Kollegen zeigten schlieBlich, dass UFHs bei 12-
50fach niedrigerer Konzentration die P- und L-Selektin-Wechselwirkung mit sLe* bzw.
PSGL-1-positiven Zellen hemmen als fur eine antikoagulatorische Wirkung in vivo vorge-
schlagen wird. Zusatzlich stellten sie fest, dass LMWHSs in diesem Assay ein schlechteres
Inhibierungspotential aufweisen. Weiterhin konnten Heparansulfate mit einer P- und L-Se-
lektin-Bindungsfahigkeit in Zusammenhang gebracht werden, was den Schluss zuliel3,
diese Substanzen und Heparine, besonders UFHSs, als therapeutische Agentien bei aku-
ten und chronischen Zustanden einzusetzen, in denen P- und L-Selektin involviert sind®®2.
Die Kettenlange, damit einhergehend das Molekulargewicht, ist demnach ein wichtiger
Parameter, der die Selektinbindung der Heparine kontrolliert.

Daneben hat die Ladung einen Einfluss, wie Xie und Mitarbeiter zeigen konnten. Die
Reduktion der Carboxylgruppe (,carboxyl-reduced heparin®, CR-Heparin) fihrt zu einem
Verlust der P- und L-Selektin-Blockade, wahrend die Einfiihrung einer Sulfatgruppe an die
durch die Reduktion entstandene Hydroxylgruppe (,carboxyl-reduced sulfated heparin®,
CRS-Heparin) die Aktivitat dieses modifizierten Heparins wiederherstellt. Im Vergleich zu
unmodifiziertem Heparin weist CRS-Heparin keine antikoagulatorische Wirkung auf, wo-
bei die Selektinbindung allerdings bestehen bleibt*®. Die Trennung von antikoagulatori-
scher und P-Selektin-inhibierender Aktivitdt kann auch durch eine Periodatoxidation und
Borhydridreduktion des Heparins (,reduced oxyheparin“, RO-Heparin) erreicht werden*.
Wang et al. und Wei et al. fokussierten schlief3lich auf das Sulfatierungsmuster. Die Sul-

fatgruppe an C-Atom 6 des Glucosamins ist demnach essentiell fir eine P-Selektin-Bin-

54



2 Theoretischer Teil

dung, wahrend eine 2-O-, 3-O-Desulfatierung die Selektinbindungsfahigkeit erhalt, die an-
tikoagulatorische Aktivitat jedoch stark abnimmt0%3%,

Derartige Substanzen stellen interessante Wirkstoffe dar, da durch ihren Einsatz ein
Eingriff in Selektin-vermittelte pathologische Prozesse unter Umgehung Heparin-bedingter
Nebenwirkungen moglich wird. Dies verdeutlicht auch die Notwendigkeit der Bestimmung
von Struktur-Wirkungsbeziehungen von Heparinen und sulfatierten Glykanen hinsichtlich
ihrer Selektinbindung. Da das natirlich vorkommende Heparin ein komplexes Gemisch
ist, sind detaillierte Aussagen dazu schwierig. Semisynthetische, chemisch definierte sul-
fatierte Polysaccharide bieten dagegen diese Mdéglichkeit. Es wurden bereits vier Verbin-
dungen aus der Klasse sulfatierter Glucane im Vergleich zu UFH und LMWH hinsichtlich
ihrer P-Selektin-Inhibition getestet®®”. Die limitierte Anzahl der Substanzen lasst jedoch

umfassende strukturelle Diskussionen nicht zu.

2.7.4 Die Selektinblockade durch Heparin als Ursache der Metastasie-

rungssenkung

Heparin hemmt im Mausmodell sowohl die Bildung von Tumorzell-Thrombozyt-Mikro-
emboli als auch die Metastasierungsrate, wobei die Inhibition genauso effektiv wie ein De-
fizit an P-Selektin ist. Eine Kombination aus P-Selektin-Mangel und Heparingabe hat kei-
ne weitere Senkung der Metastasierung zur Folge, was zu dem Schluss fihrt, dass beide
Methoden auf denselben Schritt in der metastatischen Kaskade wirken. Bemerkenswert
ist die Tatsache, dass die etwa funf Stunden anhaltende Blockade der Thrombozyt-Tu-
morzell-Interaktion die Bildung von Metastasen auf lange Sicht reduziert. Sechs Wochen
nach einmaliger i. v.-Heparininjektion, die 30 Minuten vor der i. v.-Injektion von Kolonkar-
zinomzellen erfolgte, zeigten die untersuchten Mause kaum metastatische Herde in der
Lunge im Gegensatz zur Kontrollgruppe. Als weiterer positiver Effekt wurde festgestellt,
dass humanes P-Selektin gegen Heparin empfindlicher ist als murines P-Selektin — eine
signifikante Inhibition trat im klinisch akzeptablen Konzentrationsbereich ein®,
P- und L-Selektin-defiziente Mause (PL™") zeigen im Vergleich zu P”-Mausen eine weitere
Abnahme der Anzahl an Lungenmetastasen, womit der Synergismus beider Selektine be-
legt werden konnte?* (s. Kapitel 2.5.5).

Ein alleiniges L-Selektin-Defizit bewirkt ebenfalls eine Metastasierungssenkung, wobei
die Bildung der Mikroemboli jedoch nicht beeinflusst wird?>*?®, Wird L"-Mausen Heparin

30 Minuten vor der Tumorzellinjektion verabreicht, ist im Gegensatz zu P”-Mausen eine
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weitere Reduktion der Metastasierung zu verzeichnen. Daher postulierten die Autoren,
dass Heparin nicht durch eine L-Selektin-Blockade, sondern wahrscheinlich Gber die P-
Selektin-Hemmung die entsprechende Wirkung erzielt. Desweiteren konnte somit verdeut-
licht werden, dass der L-Selektin-vermittelte Beitrag der Leukozyten unabhangig von der
P-Selektin-vermittelten Tumorzell-Thrombozyt-Aggregation ist*®.

Mit der Aufklarung des Wirkmechanismus von Leukozyten bei der Férderung der Me-
tastasierung wurde deutlich, dass L-Selektin zu einem spateren Zeitpunkt als P-Selektin
agiert (s. Kapitel 2.5.5). Da Heparin an L-Selektin bindet (s. Kapitel 2.7.3), ist eine Beein-
flussung der Tumorzelldissemination dennoch mdéglich. Im Gegensatz zur friihen Heparin-
administration (30 Minuten vor Tumorzellinjektion) tritt eine Hemmung der L-Selektin-ver-
mittelten Metastasierung auf, wenn Heparin innerhalb der ersten sechs bis 18 Stunden
nach Tumorzellinjektion gespritzt wird. Dies ist besonders von klinischer Relevanz, da
sich die Tumorzellen zum Zeitpunkt der Heparingabe bereits im BlutgefalRsystem befin-
den, wie es auch bei Krebspatienten im fortgeschrittenen Stadium der Fall ist?*>.

Da eine Heparininjektion in PL"-Mausen keinen weiteren Effekt zeigt, wurde angenom-
men, dass keine zusatzlichen biologischen Funktionen des Heparins einen aktiven Beitrag
bei der Metastasierungssenkung leisten.

Allerdings ist festzuhalten, dass diese Schlussfolgerung fir die verwendeten Karzinom-
zelllinien zutrifft, die aufgrund ihrer Ligandausstattung deutlich Selektin-abhangig metasta-
sieren. Heparin vermittelt neben der Selektinblockade durchaus weitere Wirkmechanis-

men, wie im folgenden Kapitel vorgestellt wird.

2.7.5 Selektin-unabhangige Heparineffekte

Neben dem Eingriff in L- und P-Selektin-abhangige Metastasierungsprozesse erzielt
Heparin weitere Effekte, die sich giinstig auf den Verlauf von Krebserkrankungen auswir-

ken. Einige Mechanismen werden in Tab. 2-2 zusammengefasst.
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Referenz

Hintergrund

Heparineffekt

Rickles®

Mousa & Mohamed?'®

Jayson & Gallagher®"!
Chen et al.?"?

Edovitsky et al.®"®
Vlodavsky et al.?'
Hostettler et al.?*s

Angelini et al.31331

Thrombin beeinflusst Metastasierung und
Angiogenese Uber koagulationsabhangige
(Fibrinbildung) und -unabhangige (PAR-1-
vermittelte Signalkaskaden) Mechanismen®.

Der TF/Vlla-Komplex férdert sowohl die initi-
alen Reaktionen der Blutgerinnung Uber die
Aktivierung der Xa-katalysierten Thrombin-
bildung als auch die Angiogenese.

Die Inhibition beider Prozesse ist durch en-
dothelial freigesetzten TFPI mdglich.

Der Wachstumsfaktor bFGF steuert Prolife-
ration, Differenzierung und Migration von
Zellen. Eine erhdhte Expression ist bei Tu-
morzellen zu finden. Die Wirkung des Sig-
nalkomplexes aus FGF und FGFR ist ab-
hangig von Heparansulfat.

Heparanase spaltet HS-Gruppen von
HSPGs, degradiert somit Teile der EZM,
setzt HS-gebundene angiogene Faktoren
frei und ist in Signalkaskaden involviert. He-
paranase ist in nomalen Geweben selten,
wird von Tumorzellen Uberexprimiert, was
mit erhdhter Invasivitat und Metastasierung
korreliert. Erhdhte Heparanase-Level in
Plasma/Urin sind u. a. bei Krebspatienten zu
finden.

Uberexpression von Pgp/MRP1 in Tumor-
zellen fihrt zur Multidrug-Resistenz im Rah-
men einer Zytostatikatherapie.

Heparin inhibiert Thrombinbildung
und/oder -aktivitat, was eine Beeinflus-
sung des Tumorgeschehens zur Folge
hat. Die Hemmung der Thrombinbil-
dung ist auch indirekt durch Stimulie-
rung der TFPI-Freisetzung méglich
(s.u.).

LMWH Tinzaparin stimuliert die Frei-
setzung von TFPI und hemmt auf die-
sem Weg die Angiogenese.

TFPI inhibiert die Blutgerinnung Gber
Bindung an Xa und anschlieender
Wechselwirkung mit TF/Vlla. Die An-
giogenese wird durch Tinzaparin Xa-
unabhangig gesenkt.

Heparinoligosaccharide inhibieren
bFGF-induziertes Wachstum und Mig-
ration von Kolonkarzinomzellen®'".
N-desulfatiertes Heparin ohne antiko-
agulatorische Wirkung senkt Magen-
karzinom-Metastasierung und Angio-
genese durch die Inhibition der bFGF-
Expression®'2,

UFH, LMWH und chemisch modifizier-
te Heparine ohne antikoagulatorische
Aktivitat und z. T. ohne Selektin-
Spezifitat**® inhibieren Heparanase
und senken die experimentelle Meta-
stasierung.

Behandlung von Doxorubicin-resisten-
ten Zellen mit UFH und Doxorubicin
flhrt zu erhohter Akkumulation des Zy-
tostatikums und somit gesteigerter Zy-
totoxizitat. Ein potentieller Einsatz von
Heparin als Chemosensitizer wird vor-
geschlagen.

(b)FGF, ,(basic) fibroblast growth factor®; EZM, extrazellulare Matrix; FGFR, ,fibroblast growth factor recep-
tor; HS, Heparansulfat; HSPG, Heparansulfat-Proteoglykan; LMWH, ,low molecular weight heparin“; MRP1,
~multidrug resistance protein 1“; PAR-1, ,protease activated receptor-1; Pgp, P-Glykoprotein; TF, ,tissue fac-
tor"; TFPI, ,tissue factor pathway inhibitor; UFH, unfraktioniertes Heparin.

b Die Beteiligung von Thrombin bei der TCIPA ist im Kapitel 2.5.2 beschrieben. Darlber hinaus kann eine
Uberlappung mit anderen Prozessen angenommen werden, z. B. Stimulierung der P-Selektin-Expression

(s. Kapitel 2.1.1.3).
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2 Theoretischer Teil

Die Ausfuhrungen machen deutlich, dass der Einsatz von Heparin bei onkologischen
Patienten mit Vorteilen verbunden ist, die nicht nur aus Prophylaxe und Therapie throm-
boembolischer Ereignisse resultieren. Darlber hinaus senkt Heparin tUber andere Wege
die Mortalitat bei Krebserkrankungen, die meist Folge einer Metastasierung ist. Es kom-
men viele potentielle, u. U. parallel ablaufende Mechanismen in Frage.

Im Gegensatz zur Chemotherapie, bei der das Target die Krebszelle selbst ist, beein-
flusst Heparin hauptsachlich Strukturen auRerhalb der Zelle. Das konnte erklaren, warum
die positive Wirkung auf Tumorpatienten ein generelles Phdnomen und nicht an einen be-

stimmten Tumortyp gebunden ist.

2.8 Aufgaben- und Problemstellung

Wie verdeutlicht werden konnte, haben Adhasionsmolekile neben ihrer Funktion im in-
flammatorischen Geschehen einen bedeutenden Anteil am Metastasierungsprozess. Da-
bei kommt zu einem frihen Zeitpunkt besonders P-Selektin eine entscheidende Rolle zu.
Um dessen Wirkmechanismus zu identifizieren, soll das Adhasionsverhalten unterschied-
licher Tumorzellen in vitro in Anlehnung an physiologische Bedingungen simuliert werden,
wobei neben der Bindungsfahigkeit an rekombinantem P-Selektin auch die Rolle von
Thrombozyten untersucht werden soll.

Eine Blockade von P-Selektin stellt eine vielversprechende Option dar, in pathologi-
sche Prozesse einzugreifen. Heparin weist P- und L-Selektin-inhibierende Eigenschaften
auf, die teilweise mit einer Metastasierungssenkung in Verbindung gebracht werden. Auf-
grund seiner komplexen Zusammensetzung erlaubt Heparin keine exakten Aussagen zu
Struktur-Wirkungsbeziehungen. Im Gegensatz dazu bieten semisynthetische Derivate die
Moglichkeit struktureller Diskussionen. Aus diesem Grund sollen Heparine und drei Klas-
sen semisynthetischer Glucansulfate mit definierter chemischer Zusammensetzung hin-
sichtlich des Einflusses von Molekulargewicht, Sulfatierungsgrad und Kohlenhydratgrund-
gerust auf die P-Selektin-Inhibition untersucht werden.

Neben Selektinen sind Integrine und deren Liganden aus der Ig-Superfamilie im Metas-
tasierungsgeschehen beteiligt. Die Expression entsprechender Adhasionsmolekiile befa-
higt Tumorzellen, zusatzliche Bindungswege zu nutzen. Daher soll im weiteren Verlauf
der Arbeit der Fokus auf die VLA-4/VCAM-1-Wechselwirkung gelegt werden und dem
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2 Theoretischer Teil

Verstandnis der Metastasierung von Melanomzellen dienen, die Uber die Beteiligung von
P- und L-Selektin hinausgeht.

Neben der Selektininhibition besitzt Heparin vielfaltige biologische Aktivitaten, die mit
einer Metastasierungssenkung assoziiert sind. Moglicherweise erzielt Heparin Uber weite-
re, bislang unbekannte Mechanismen einen Eingriff in die Tumorzelladhasion. Um diesen
Aspekt zu bertcksichtigen, soll der Einfluss von Heparin auf die VLA-4/VCAM-1-Interakti-
on charakterisiert werden.

Die gewonnenen Erkenntnisse sollen dazu beitragen, die Mechanismen der Tumor-
zelladhasion im Prozess der Metastasierung aufzuklaren und Interventionsmaoglichkeiten
vorzuschlagen, wobei besonderes Augenmerk auf Heparin und strukturell verwandte

Substanzen gelegt wird.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.1.1 Gerite

Gerat

Hersteller

Analysenwaage Sartorius
Basic BA210S

AxioCam MRc
Axiovert 25
Axiovert 200

CASY®1 Model TT
Cell Counter + Analyser System

Cryo 1°C Freezing Container
FACSCalibur

FORMA Universal-Wassermantel-
Inkubator 3121

Langmuir-Filmwaage

Magnetruhrer MR 3001

Minishaker MS1

pH-Meter ®720

POLARStar Galaxy

60

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Scharfe System GmbH, Reutlingen,
Deutschland

Nalge Nunc International, Hereford, U.K.
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

ThermoQuest Analytische Systeme GmbH,
Egelsbach, Deutschland

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg,
Deutschland

Kraftaufnehmer und Steuerung von Riegler &
Kirstein GmbH, Potsdam, Deutschland

Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim,
Deutschland

IKA® Works da Brasil Ltda, Taquara, Brasi-
lien

Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA,
USA

BMG Lab Technologies GmbH, Offenburg,
Deutschland



Pumpe ISM 796

Schuttler KS-15 B

Trockenschrank T 5042

Ultraschallbad Bandelin Sonorex
RK 102 H

Videokamera CSC-795 (PAL)

Wasserbad TW 12

Zentrifuge 5417C

Zentrifuge Avanti™ J-25

Zentrifuge mini Spin

Zentrifuge Universal 320 R

3.1.2 Chemikalien

3 Material und Methoden

Ismatec SA, Labortechnik-Analytik, Glatt-
brugg-Zirich, Schweiz

Johanna Otto GmbH, Hechingen, Deutsch-
land

Heraeus, Hanau, Deutschland

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland

Pacific Corporation, Tokio, Japan

Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach/Schwarzwald, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA,
USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

Chemikalie

Hersteller

Ammoniaklésung 26%
Bacillol® AF
Borsaure

Bovines Serumalbumin,
Fraktion V, 296%

Calcein-AM

Calciumchlorid-Dihydrat

CASY®ton Losung

Chloroform

Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland
Bode Chemie, Hamburg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Molecular Probes Europe BV, Leiden,
Niederlande

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Scharfe System GmbH, Reutlingen,
Deutschland

Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland
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3 Material und Methoden

Citronensaure, wasserfrei
Cyanurchlorid
1,2-Distearyl-sn-glycero-3-phosphocholin

D-MEM (,low glucose®) D5546

D-MEM (,high glucose*) D6546

Dimethylsulfoxid
EDTA-LAsung (0,02%) E8008
E-Selektin-Fc-Chimaren
(rekombinant, human)

E-Selektin-Fc-Chimaren
(rekombinant, murin)

Ethanol 96% (V/V), technisch,
vergallt mit PE

FACS Clean™
FACS Flow™
FACS Rinse™

Fetales Kalberserum F7524

D-(+)-Glucose-Monohydrat

L-Glutamin 200 mM G7513

HBSS

HEPES (99,5%)

Hoechst 33342-Trihydrochlorid

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
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AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
ACROS Organics, Geel, Belgien
Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

ACROS Organics, Geel, Belgien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Norden-
stadt, Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Norden-
stadt, Deutschland

Hofmann Chemie Import-Export GmbH,
Hamburg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland



L-Selektin-Fc-Chimaren
(rekombinant, human)

L-Selektin-Fc-Chimaren
(rekombinant, murin)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Mangan(ll)-chlorid-Dihydrat

MEM-a + Ribonukleoside +
Desoxyribonukleoside

MEM nicht-essentielle
Aminosauren 10 mM (100x)

Methanol
Monochlorodimethyloctadecylsilan
Natriumazid

Natriumchlorid

tri-Natriumcitrat-Dihydrat

di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Penicillin-Streptomycin-Lésung P0781
P-Selektin-Fc-Chimaren
(rekombinant, human)

P-Selektin-Fc-Chimaren
(rekombinant, murin)

RPMI-1640-Medium R8758

Schwefelsaure 95-97%

Sepharose®4B

sLeXLac1

3 Material und Methoden

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Norden-
stadt, Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Norden-
stadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Janssen Chimica, Beerse, Belgien
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmair,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
ACROS Organics, Geel, Belgien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Norden-
stadt, Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Norden-
stadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Synthese: Arbeitsgruppe um Prof. em. Dr. R.

R. Schmidt, Universitat Konstanz,
Deutschland
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TNF-a

TRAP-14 (Trifluoracetat)
Trypsin-EDTA-L6sung (0,25%) T4049
Trypsin-EDTA-L6sung (1x) T3924
VCAM-1-Fc-Chiméaren

(7d, rekombinant, murin)

Wasserstoffperoxid 30%

3.1.3 Antikorper

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Norden-
stadt, Deutschland

Bachem Distribution Services GmbH, Weil
am Rhein, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Norden-
stadt, Deutschland

Fluka, Neu-UIm, Deutschland

Antikorper

Hersteller

anti-Human-CD62P (P-Selektin)
Klon: AK-4, Isotyp: Maus IgG+,k

anti-Human-CD62P (P-Selektin)
FITC-konjugiert, 100 tests
Klon: AK-4, Isotyp: Maus IgG+,k

anti-Human-CD162 (PSGL-1)
Klon: KPL-1, Isotyp: Maus IgG+,k

anti-Human-1gG (Fc-spezifisch)
FITC-konjugiert (isoliert aus der Ziege)

anti-Maus-CD49d (Integrin a4-Kette)
Klon: 9C10 (MFR4.B),
Isotyp: Ratte (Lewis) IgG2a,k

anti-Maus-CD62P (P-Selektin)

Klon: RB40.34, Isotyp: Ratte (Lewis) IgG+,A

anti-Maus-CD106 (VCAM-1)
Klon: M/K-2,
Isotyp: Ratte (Lewis) 1gG,k

anti-Maus-CD162 (PSGL-1)

Klon: 4RA10,
Isotyp: Ratte (Lewis) IgG1,k
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BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

Chemicon Europe/Millipore GmbH,

Schwalbach, Deutschland

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland



anti-Maus-1gG+ FITC-konjugiert
Klon: A85-1
Isotyp: Ratte (Lewis) IgG1,k

anti-Ratte-lgG1 FITC-konjugiert
Klon: RG11/39.4
Isotyp: Maus (SJL) 19G2a,k

anti-Ratte-IgG.. FITC-konjugiert

Klon: RG7/1.30
Isotyp: Maus (SJL) 1gGzs,k

3.1.4 Testsubstanzen

3 Material und Methoden

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

Substanz

Hersteller

Curdlansulfate CurS-1 bis CurS-5

Enoxaparin-Natrium
(Clexane®20 mg/0,2 ml)

Fucoidan (niedermolekular)

Heparin (FITC-gelabelt, UFH-FITC)

Heparin Liqguemin® N 5000
(5000 |.E./0,5 ml)

Heparin-Natrium 5000 ratiopharm®
(5000 1.E./0,2 ml)

Heparin LMWH
Heparin MMWH
Heparin UFH 1
Heparin VLMWH

Phycarinsulfate PhyS-1 bis PhyS-6

Synthese: Arbeitsgruppe Prof. Dr. S. Alban,
Christian-Albrechts-Universitat Kiel, Deutsch-
land

Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt/M.,
Deutschland

Kraeber GmbH & Co., Ellerbek, Deutschland
Synthese: Arbeitsgruppe Dr. B. Casu, Dr. A.
Naggi, G. Ronzoni-Institut fur Chemische
und Biochemische Forschung, Mailand, Itali-
en

Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland

Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Novartis Pharma, Nirnberg, Deutschland
Novartis Pharma, Nurnberg, Deutschland
Novartis Pharma, Nirnberg, Deutschland
Novartis Pharma, Nirnberg, Deutschland
Synthese: Arbeitsgruppe Prof. Dr. S. Alban,

Christian-Albrechts-Universitat Kiel, Deutsch-
land
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Pullulansulfate PulS-1 bis PulS-4

3.1.5 Sonstiges

Synthese: Arbeitsgruppe Prof. Dr. S. Alban,
Christian-Albrechts-Universitat Kiel, Deutsch-
land

Produkt Hersteller

Alkoholtupfer B. Braun Petzold GmbH, Melsungen,
Deutschland

CASY® cups Scharfe System GmbH, Reutlingen,

Cellstar® Kulturflasche 25 cm?, mit Filter

Cellstar® Kulturflasche 75 cm?2, mit Filter

Cellstar® Kulturflasche 175 cm?, mit Filter

Cellstar® TC-Platte 6-Well, steril

Cellstar® TC-Platte 24-Well, steril

Cellstar® Zentrifugenréhrchen,
PP-Rohrchen 15 ml

Cellstar® Zentrifugenréhrchen,
PP-Ro6hrchen 50 ml

Deckglaser, rund, Durchmesser 18 mm,
Starke 3 (0,28-0,32 mm)

Einmalspritzen Injekt 10 ml
Immersions6l™ 518 F

Kryoréhrchen PP, mit Schraubverschluss,
steril
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Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Labor- und Medizintechnik Dr. J. Rost, Leip-
zig, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland



Microplatte 96 well, PS,
F-Boden/Kaminform, schwarz,
FLUOTRAC™ 200 medium binding
Microplatte 96 well, PS,
F-Boden/Kaminform, schwarz,
FLUOTRAC™600 high binding

Mullkompressen steril 5 x 5 cm, 8fach

Pipette 10 pl
Pipette 100 pl
Pipette 1000 pl

Pipette 1-5 ml Finnpipette®

Pipettenspitzen 1-200 pl, gelb
Pipettenspitzen 101-1000 pl, natur

Pipettenspitzen 5 ml Plastibrand®

Reagiergefal 1,5 mi
Reagiergefalt 2,0 mi
Rundbodenréhrchen PS BD Falcon™ 5 ml

Spritze Proinjekt 50 ml

Software AxioVision 4.6
Software BD CellQuest™Pro 5.2.1
Software Imagoquant MultiTrack-AVI-2

Software WinMDI 2.8

Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S
Sterilfilter Millipore Express™ Plus

Venenverweilkantle Vasofix® Brauntle®

3 Material und Methoden

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Maimed GmbH & Co. KG, Neuenkirchen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH, Langensel-
bold, Deutschland

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland
Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutsch-
land

Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Mediquant GmbH, Litzen, Deutschland

The Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
USA

Whatman GmbH, Dassel, Deutschland
Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
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Zahlkammer Neubauer improved®

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Koénigshofen, Deutschland

3.2 Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

ACD-L8sung

Boratpuffer pH 8,8

Calcein-AM-L6sung

Ca*/Mg**-Lésung 500 mM

KCIl-Lésung 3 M
MgCl,-Lésung 1 M
MnClz-Losung 100 mM
MnCl-Lésung 2 mM
NaCl-Lésung 1,54 M

(10x-Konzentrat)

NaCl-Lésung 154 mM
(isotonische Lésung)

NaOH 1 M

PBS
(20x-Konzentrat)
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0,73 g Citronensaure

2,21 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
1,98 g D-(+)-Glucose-Monohydrat
ad 100,0 ml Aqua dem.

618,4 mg Borsaure
ad 100,0 ml Aqua dem.
pH-Einstellung auf 8,8 mit 1 M NaOH

50 ug Calcein-AM
ad 100 yl DMSO

7,35 g CaCl,-2H,0
10,16 g MgCl,-6H,0
ad 100,0 ml Aqua dem.

22,37 g KCI
ad 100,0 ml Aqua dem.

20,33 g MgCl»-6H,0
ad 100,0 ml Aqua dem.

1,62 g MnCl,-2H,0
ad 100,0 ml Aqua dem.

1,0 ml MnCl,-Lésung 100 mM
ad 50,0 ml Aqua dem.

90,0 g NaCl
ad 1000,0 ml Aqua dem.

100,0 ml NaCl-Lésung (10x-Konzentrat)

ad 1000,0 ml Aqua dem.

4,0 g NaOH
ad 100,0 ml Aqua dem.

2,0 g KCI

80,0 g NaCl

2,0 g KH,PO,

11,5 g Na;HPO,

ad 500,0 ml Aqua dem.



PBS
(gebrauchsfertige Losung)

PBS+
(gebrauchsfertige Lésung)

Plattchenpuffer
(10x-Konzentrat)

Plattchenpuffer
(gebrauchsfertige Lésung)

TRAP-14-Lésung (1,916 mM)

Waschpuffer 1

Waschpuffer 1+

Waschpuffer 2

Waschpuffer 2+

3 Material und Methoden

25,0 ml PBS (20x-Konzentrat)
ad 500,0 ml Aqua dem.
ggf. pH-Einstellung auf 7,4

1,0 ml Ca**/Mg?*-Lésung 500 mM
25,0 ml PBS (20x-Konzentrat)

ad 500,0 ml Aqua dem.

ggf. pH-Einstellung auf 7,4

42,4 g NaCl

11,9 g HEPES

0,35 g Na,HPO,

8,3 ml 3 M KCI-Lésung
10,0 ml 1 M MgCl,-Lésung
ad 500,0 ml Aqua dem.

50,0 ml Plattchenpuffer (10x-Konzentrat)
0,9 g D-(+)-Glucose-Monohydrat

1,5 g BSA

ad 500,0 ml Aqua dem.

5,0 mg TRAP-14
ad 1500 ul Plattchenpuffer

0,25 g BSA
ad 50 ml PBS

0,25 g BSA
ad 50 ml PBS+

0,25 g BSA
0,05 g NaN;
ad 50 ml PBS

0,25 g BSA

0,05 g NaN;
ad 50 ml PBS+
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3.3 Zellkultur

Um Kontaminationen der Zellkulturen mit Pilzen oder Bakterien zu vermeiden, fanden
alle Arbeiten mit lebenden Zellen unter aseptischen Bedingungen statt. Alle verwendeten
Materialien wurden vor Gebrauch autoklaviert (20 Minuten, 121°C). Die nicht autoklavier-
baren Gerate wurden vor der Verwendung mit einem adaquaten Desinfektionsmittel be-
handelt. Die Arbeiten wurden an einer Werkbank mit laminarem Luftstrom durchgefihrt,
die 15 Minuten vor Gebrauch eingeschaltet und mit Bacillol®AF bespriiht und ausgewischt
wurde. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Inkubator bei einer Temperatur von 37°C

und einem CO,-Gehalt von 5%.

3.4 Inkulturnahme von Zellen (Revitalisierung)

Um Zellen zu kultivieren, wurde der Inhalt eines Kryoréhrchens schnell per Hand er-
warmt und mit 1 ml des entsprechenden Nahrmediums versetzt. Diese Zellsuspension
wurde zigig mit 8 ml Medium verdinnt, um die Zellen nicht unnétig der schadigenden
Wirkung des DMSO, welches im Einfriermedium enthalten ist, auszusetzen. AnschlieRend
erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C und 312 g fur vier Minuten. Das erhaltene Pellet wurde
in 1 ml frischem Medium resuspendiert und anschlieend in Kulturflaschen mit vorgeleg-
tem Medium der entsprechenden Menge gegeben.

Ein Mediumwechsel wurde durchgefuhrt, wenn der Indikator Phenolrot im Nahrmedium
durch einen Farbumschlag eine Anreicherung des Mediums mit sauren Stoffwechselpro-
dukten der Zellen anzeigt, jedoch die fur die entsprechende Zelllinie optimale Zelldichte
noch nicht Gberschritten ist. Dazu werden die Zellen alle ein bis zwei Tage mikroskopisch

beurteilt und ggf. gezahlt.
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3.5 Kryokonservierung von Zellen (Lagerung)

Zur dauerhaften Aufbewahrung wurden die Zellen in Einfriermedium bestehend aus
10% (V/V) DMSO und 90% (V/V) FKS (inaktiviert bei 56°C, 30 Minuten) in flissigem
Stickstoff gelagert. Hierzu wurden 1:10° Zellen nach dem Abldsen des Zellrasens von der
Kulturflasche (adharente Zellen) bzw. nach Zentrifugation (Suspensionszellen) in Kryo-
réhrchen mit 1 ml des Einfriermediums gegeben und anschliel3end bei -80°C unter Ver-
wendung des Cryo 1°C Freezing Containers fir die Dauer von vier Stunden gelagert. Die-
ses Behaltnis erlaubte die kontrollierte Kihlung um -1°C pro Minute. AnschlieRend wur-

den die Kryoréhrchen in den Stickstofftank tGberflihrt.

3.6 Bestimmung der Zellzahl mittels CASY®1 Modell TT

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen nach dem Zentrifugieren in 2 ml des
entsprechenden Nahrmediums resuspendiert. 20 ul dieser Suspension wurden mit 10 ml
sterilfiltrierter CASY®ton Losung verdiinnt.

Bei der Messung wird die Zellsuspension mit konstanter Geschwindigkeit durch eine
Kapillare definierter Geometrie gesaugt. An der Kapillare wird Uber zwei Platinelektroden
eine Spannung angelegt. Da es sich bei der mit Elektrolytldsung geflllten Kapillare um ei-
nen elektrischen Leiter mit einem definierten Widerstand handelt, flie3t ein Strom von kon-
stanter Starke. Intakte Zellen kdnnen als Isolatoren angesehen werden. Daher verringert
sich beim Durchtritt von Zellen durch eine Kapillare der Lange / deren Querschnittsflache

A, wodurch der elektrische Widerstand R der Lésung ansteigt (GI. 1).

[
R=p 1 o = spezifischer Widerstand Gl.1

Die Hohe der Widerstandsanderung ist ein MafR fir das Zellvolumen. CASY®1 TT
zeichnet das Integral dieses Messsignals auf (elektronische Pulsflachenanalyse) und be-
rechnet u.a. aus der volumenlinearen Originalverteilung eine durchmesserlineare GréRen-

verteilung. Damit lassen sich Aussagen zu Zellzahl und -grof3e treffen.
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Messeinstellungen: Kapillare @ 150 um, 2 Messzyklen a 400 uyl Einzelhubvolumen,

Partikelgroe 8-40 um, Probenverdinnung 1:500.

3.7 Zelllinien

3.71 B16F10

Bei der Zelllinie B16F10 handelt es sich um eine murine Melanomzelllinie. Melanom-
zellen des Typs B16 werden immundefizienten Mausen intravends appliziert und nach Ko-
loniebildung im Lungenparenchym als neue Generation B16F1 entnommen. Durch laufen-
de Wiederholung dieses Vorgangs mit der jeweils neu gewonnenen Zelllinie entstehen
weitere B16-Linien wie beispielsweise B16F10, die sich durch ein héheres Lungenmetas-
tasierungspotential als jingere Zelllinien auszeichnen®".

Die Kultivierung erfolgte in D-MEM (,high glucose®) unter Zusatz von 10% (V/V) FKS
(inaktiviert), 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung und 2 mM L-Glutamin. Alle zwei
Tage wurde verbrauchtes Medium abgesaugt und durch frisches ersetzt. Bei Konfluenz
der Zellen wurden diese vom Boden der Kulturflasche gelést. Dazu wurde zunachst das
Nahrmedium abgesaugt und mit 2 ml (Kulturflasche 75 cm?) bzw. 5 ml (Kulturflasche 175
cm?) einer 0,02%-igen EDTA-LAsung versetzt. Nach einer Einwirkzeit von einigen Minuten
bei 37°C wurden 8 ml bzw. 15 ml Medium hinzugefligt. Die nur noch lose anhaftenden
Zellen wurden unter Spllen mit dem Medium von dem Boden der Kulturflasche abgeldst
und die erhaltene Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen tberflhrt. Anschlieliend wur-
de bei 4°C und 312 g fiir vier Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Danach
wurden die Zellen in 2 ml Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl (s. Kapi-
tel 3.6) wurden die Zellen in Kulturflaschen mit vorgelegten 15 ml bzw. 30 ml Medium zu
5-10° bis 1-10°bzw. 3-10° bis 5:10° Zellen pro Kulturflasche pipettiert.
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3.7.2 bEnd3

Die murine Zelllinie bEnd3 wurde aus Endothelzellen der Hirnrinde etabliert®'®. BEnd3-
Zellen tragen Endothel-spezifische Proteine wie beispielsweise Endoglin. Inflammatori-
sche Zytokine induzieren die Expression von Adhasionsrezeptoren wie ICAM-1, VCAM-1
und Selektinen.

Zur Kultivierung wurde D-MEM (,high glucose®) mit 10% (V/V) FKS (inaktiviert), 1%
(V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung und 4 mM L-Glutamin verwendet. Die Subkultivie-

rung der bEnd3 erfolgte gemaf 3.7.1.

3.7.3 E-CHO

Hierbei handelt es sich um Ovarialzellen des chinesischen Hamsters, die nach Trans-
fektion stabil murines E-Selektin auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Die Transfektion er-
folgte durch die Arbeitsgruppe um Prof. A. Varki (University of California, La Jolla, CA,
USA).

Zur Kultivierung wurde MEM-a + Ribonukleoside + Desoxyribonukleoside mit zusatz-
lich 10% (V/V) FKS (inaktiviert), 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung und 2 mM L-
Glutamin verwendet. Die Durchfihrung der Subkultivierung erfolgte gemaf 3.7.1. Aller-
dings wurde zum Abldsen der Zellen vom Boden der Kulturflasche Trypsin-EDTA-L&sung
(0,25%) verwendet.

3.7.4 HepG2

HepG2 ist eine humane Zelllinie, die aus dem Lebergewebe eines 15-jahrigen Patien-
ten mit einem gut differenzierten Leberkarzinom stammt3'°.

Die Zichtung der Zellen erfolgte in RPMI-1640-Medium mit 10% (V/V) FKS (inaktiviert)
und 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung. Die Subkultivierung erfolgte analog Kapitel
3.7.1.
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3.7.5 HT-29

Die humane Zelllinie HT-29 wurde aus dem kolorektalen Adenokarzinom einer 44-jahri-
gen Patientin etabliert®®.

Die Kultivierung fand in D-MEM (,high glucose®) unter Zusatz von 10% (V/V) FKS (in-
aktiviert), 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung, 2 mM L-Glutamin und 1% (V/V) MEM
nicht-essentielle Aminosauren statt. Zur Subkultivierung wurden die Zellen mit Trypsin-
EDTA-L6sung (1x) vom Kulturflaschenboden abgelést und anschlieRend gemal Kapitel
3.7.1 bearbeitet.

3.7.6 NW1539

Die humane Melanomzelllinie NW1539 wurde im Labor von Prof. Dr. E. Jager (ll. Medi-
zinische Klinik/Onkologie, Nordwestkrankenhaus Frankfurt/Main, Deutschland) von Pati-
enten generiert®'. Sie ist kommerziell nicht erhaltlich.

Die Kultivierung der NW1539 erfolgte in D-MEM (,low glucose®) mit 10% (V/V) FKS (in-
aktiviert), 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung und 2 mM L-Glutamin. Die Subkultivie-
rung erfolgte analog Kapitel 3.7.1.

3.7.7 U937

Bei U937 handelt es sich im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Zelllinien, die ein
adharentes Wachstum aufweisen, um Suspensionszellen. Sie leiten sich von malignen
Zellen aus dem Pleuraerguss eines 37-jahrigen Patienten mit einem diffusen histiozyti-
schen Lymphom, einer Untergruppe der Non-Hodgkin-Lymphome, ab®? und exprimieren
konstitutiv PSGL-1%%,

Far die Kultivierung der U937 wurde RPMI-1640-Medium mit 10% (V/V) FKS (inakti-
viert), 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung verwendet. Zweimal pro Woche wurde
nach grindlicher Homogenisierung ein Teil der Zellsuspension entfernt und durch frisches
Nahrmedium ersetzt. Die Zelldichte sollte hierbei zwischen 2:10°und 1-10%ml liegen. Ein-
mal pro Woche erfolgte ein vollstandiger Mediumwechsel. Zu diesem Zweck wurde zu-

nachst die Zellzahl bestimmt (s. Kapitel 3.6) und die Menge an Volumen ermittelt, die
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1-10° Zellen enthalt. Dieses wurde bei 4°C und 312 g fiir vier Minuten zentrifugiert. Nach
Resuspendieren wurden die Zellen in Kulturflaschen (25 cm?) mit 20 ml Medium tberfuhrt

und aufrecht stehend im Inkubator gelagert.

3.8 Thrombozyten

3.8.1 Vorbereitung der Sepharose®4B-Saule

Far die Vorbereitung der Saule zur Isolierung von Thrombozyten mittels GroRenaus-
schlusschromatographie wurden 80 ml einer Sepharose®4B-Suspension auf einen Steril-
filter (Millipore Express™ Plus) Uberfiihrt und mittels einer Wasserstrahlpumpe von dem
Suspensionsmittel Ethanol 20% (V/V) befreit. AnschlieRend wurde die Sepharose®4B mit
400 ml isotonischer Kochsalzlésung (154 mM NaCl) unter vorsichtigem Rihren gespuilt
und in eine 50 ml-Spritze mit Septum und Auslasshahn geftillt. Danach liel3 man die Koch-
salzlésung abtropfen, so dass die Sepharose®4B in der Saule komprimiert wurde. Im An-

schluss erfolgte das Waschen der Saule mit 50 ml Plattchenpuffer.

3.8.2 Isolierung der Thrombozyten

Thrombozyten wurden aus Vollblut gesunder Probanden isoliert. Zu diesem Zweck
wurde die Handvene mittels einer Venenverweilkanile punktiert und das Blut mit einer
Einmalspritze, die zuvor mit ACD-Losung®? gesplilt wurde, aufgezogen. Unmittelbar im
Anschluss wurde das Blut in einem Zentrifugenréhrchen mit 1/10 ACD-L6sung durch vor-
sichtiges Umschwenken gemischt. Die so bereiteten Proben wurden am selben Tag, spa-
testens jedoch am nachsten Tag nach Lagerung im Kihlschrank, aufgearbeitet. In einigen
Fallen konnten die Blutproben freundlicherweise aus den Arztpraxen Dr. med. H. Hiiner-
bein (Niederkassel), Dr. med. P. May (Bonn) sowie Dr. med. E. Schmidt-Recker (Bonn)
bezogen werden.

Fir die Isolierung der Thrombozyten erfolgte zunachst eine Zentrifugation des Blutes
bei 224 g und 37°C flr 15 Minuten. Dadurch fand eine Auftrennung der Blutbestandteile
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statt, wobei plattchenreiches Plasma erhalten wurde. Dieses wurde vollstandig auf die tro-
ckene Oberflache der Sepharose®4B-Saule pipettiert und durch Offnen des Hahnes in die
Saule transportiert. Im nachsten Schritt wurden 50 ml Plattchenpuffer auf die trockene
Oberflache der Saule gegeben, was zu einem weiteren Transport der Probe durch die
Saule und zur Isolierung der Thrombozyten fuhrte. Eine Tribung des Eluats zeigte hierbei
das Vorhandensein von Thrombozyten an.

Die Vitalitat der isolierten Thrombozyten wurde mittels Calcein-Markierung Uberprift (s.
Kapitel 3.9.1). Zur weiteren Bearbeitung wurden die Proben bei 37°C im Wasserbad auf-
bewahrt.

3.8.3 Regenerierung der Sepharose®4B-Saule

Eine Regenerierung der Sepharose®4B war bis zu viermal moglich. Dazu wurde die
Saule nach der Thrombozytenisolierung vollstandig entleert und die Sepharose®4B sus-
pendiert in 400 ml Ethanol 70% (V/V) auf den Sterilfilter (Millipore Express™ Plus) Uber-
fuhrt. Um das Suspensionsmittel zu entfernen und die Sepharose®4B fir eine weitere Ver-
wendung vorzubereiten, fand eine Behandlung mit isotonischer Kochsalzlésung, wie unter
3.8.1 beschrieben, statt.

3.8.4 Bestimmung der Thrombozytenzahl

Fir das Einstellen der bendtigten Konzentration wurde die Thrombozytenzahl mit der
Neubauer improved®Zahlkammer ermittelt. In der Mitte der Kammer befindet sich die
Zahlflache, an deren Seiten sich zwei Auflagen anschlief3en, die um einen genau bekann-
ten Betrag von 0,1 mm gegenuber der Zahlflache erhoht sind. Dadurch wird ein Raum mit
definierter Hohe geschaffen. Auf die beiden Auflagen wurde ein plangeschliffenes Deck-
glas mit etwas Druck geschoben und die Thrombozytensuspension seitlich aufpipettiert.
Die Auszahlung erfolgte mittels Lichtmikroskopie.

Das Zahlgitter der Neubauer improved® besteht aus 3 x 3 GroRquadraten von je 1 mm
Kantenlange und somit einer Flache von 1 mm? (Abb. 3-1A). Die vier grof3en Eckquadrate
(grau) werden zur Leukozytenzahlung verwendet, wogegen fir kleinere Blutbestandteile
wie Erythrozyten oder Thrombozyten das zentrale Groldquadrat (schwarze Markierung)

verwendet wird. Dieses ist wiederum in 5 x 5 kleinere Gruppenquadrate mit je 0,2 mm
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Kantenlange unterteilt (Abb. 3-1B). Eine Besonderheit der Neubauer improved® sind die
dreifachen Begrenzungslinien der Gruppenquadrate, bei welchem die mittlere Linie die ei-
gentliche Begrenzung zwischen zwei Feldern darstellt. Weiterhin ist jedes Gruppenquad-

rat in 4 x 4 Kleinstquadrate mit je 0,05 mm Kantenlénge eingeteilt.

A B

)
1 50 50 50 &0
[ W

I

1mm

Abb. 3-1: Neubauer improved®-Zahlkammer. A Das Zahlgitter besteht aus 3 x 3 GroR3-
quadraten, wobei die vier Eckquadrate (grau) zur Leukozytenzahlung verwendet werden.
B Fur die Bestimmung der Anzahl von Erythrozyten und Thrombozyten wird das zentrale
GroRquadrat genutzt.

Zur Ermittlung der Thrombozytenzahl wurden flnf diagonal liegende Gruppenquadrate
innerhalb des zentralen Grofiquadrats ausgezahlt und deren Mittelwert bestimmt. Dabei
ist es wichtig, dass man auf Grenzlinien liegende Thrombozyten nicht doppelt erfasst. Zu
diesem Zweck wurden bei der Auszahlung eines Quadrats nur die Thrombozyten auf zwei
Begrenzungen (links und unten, jeweils erste und mittlere Linie) mitgezahlt. Dieser Zah-
lenwert wurde mit dem Faktor 250 (25 Gruppenquadrate; Volumen der Kammer
0,1 mm-1 mm?2 = 0,1 mm?3) multipliziert, um die Anzahl pro 1 pyl zu erhalten.

Nach Ermittlung der Gesamtthrombozytenzahl im Eluat wurde die Suspension zentrifu-
giert, das Pellet in dem noétigen Volumen an Plattchenpuffer resuspendiert und bis zum
Versuch bei 37°C im Wasserbad aufbewahrt.

Die Zahlkammer sowie das Deckglas wurden nach dem Gebrauch mit Ethanol 70%
(V/V) gereinigt.
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3.8.5 Aktivierung von Thrombozyten

Fur die Experimente wurden sowohl ruhende als auch aktivierte Thrombozyten ver-
wendet. Die Aktivierung erfolgte mit TRAP-14 (,thrombin receptor agonist peptide-14“), ei-
nem synthetischen Peptid bestehend aus den 14 Aminosauren Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-
Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe. Zu 100 ul Thrombozytensuspension wurden 10 pl
einer 1,916 mM TRAP-14-Lésung gegeben und fur finf Minuten bei 37°C leicht geschiit-
telt.

3.9 Fluoreszenzmarkierungen

3.9.1 Markierung von Tumorzellen und Thrombozyten mit Calcein

Fir Versuche, die auf Fluoreszenzmessungen beruhen, wurden Tumorzellen sowie
Thrombozyten mit Calcein gelabelt. Zunachst erfolgten das Splitten der Zellen gemafl Ka-
pitel 3.7.1 sowie die Isolierung und Aktivierung der Thrombozyten, welche ausfuhrlich im
Kapitel 3.8 beschrieben sind.

Far die Markierung wurden zu 5 ml Zell- bzw. Thrombozytensuspension 10 ul (entspre-
chend 5 pg) Calcein-AM-Lésung gegeben und bei 37°C fur 30 Minuten leicht geschuttelt.
Wahrend dieser Inkubationszeit wird der nicht-fluoreszierende Calcein-Acetoxymethyles-
ter aufgrund seiner Lipophilie durch die Membran in das Zytoplasma transportiert und dort
unspezifisch durch Esterasen gespalten (Abb. 3-2). Das freie Calcein ist in der Lage, Cal-
ciumionen zu komplexieren, was nach Anregung bei 485 nm in einer grunen Fluoreszenz
mit 520 nm resultiert. Der Komplex verbleibt in der Zelle, da er die Zellmembran aufgrund

der ionisierten Form nicht mehr passieren kann.
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Abb. 3-2: Intrazelluldre Hydrolyse des Calcein-AM. Durch die Spaltung der Esterbindung
wird der nicht-fluoreszierende Calcein-Acetoxymethylester zu griin fluoreszierendem Calcein
umgesetzt.

Da nur lebende Zellen ausreichend Enzymaktivitat besitzen, um den Ester zu spalten,
fluoreszieren nur lebende Zellen nach entsprechender Anregung. Daher kann die Markie-
rung mittels Calcein-AM als Viabilitatstest genutzt werden. Weiterhin ist zu erwahnen,
dass viele Zellen iber ABC-Transporter Calcein aktiv aus der Zelle ausschleusen kénnen,

was sich ebenfalls in einer fehlenden bzw. verminderten Fluoreszenz aullert.

3.9.2 Markierung von Tumorzellen mit Hoechst 33342

Zur Markierung der murinen Melanomzellen B16F10 wurde in einem Teil der Versuche
Hoechst 33342 (Abb. 3-3) verwendet. Der Farbstoff wurde in einer Endkonzentration von
3 UM je Vertiefung einer 24-Well-Platte eingesetzt. Die Markierung erfolgte unter Lichtaus-
schluss fur 30 Minuten bei 37°C. Innerhalb dieser Zeit passiert der lipophile Fluoreszenz-
farbstoff die Zellmembran und interagiert mit der im Zellkern befindlichen DNA. Durch eine
Anregung mit ultraviolettem Licht emittiert Hoechst 33342 im sichtbaren Bereich mit blau-
er Farbe. Das Absorptionsmaximum liegt bei einer Wellenldnge von 352 nm, das Emissi-

onsmaximum bei 455 nm.
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Abb. 3-3: Hoechst 33342. Der lipophile Farbstoff diffundiert in den Zellkern
und lagert sich in die DNA ein, was nach Anregung in einer blauen Fluores-
zenz der Zellkerne resultiert.

3.10 Statische Zelladhasionsassays an P-Selektin

3.10.1 Testung der Zuganglichkeit von immobilisiertem P-Selektin

Zur Untersuchung der Zuganglichkeit der immobilisierten P-Selektin-Fc-Chimaren wur-
den 96er Mikrotiterplatten (,medium binding“-Platte im Vergleich zu ,high binding“-Platte)
wie folgt behandelt: 15 pl und 30 ul (¢c=0,02 ug/ul) sowie 5 ul (c=0,2 pg/ul) einer hP-Sel-
Lésung wurden entsprechend des Endvolumens von je 50 ul/Well mit der nétigen Menge
an PBS+ gemischt. Diese Lésung wurde in die Wells pipettiert und die Mikrotiterplatte
uber Nacht bei 4°C aufbewahrt.

Um unspezifische Wechselwirkungen zu verhindern, erfolgte am nachsten Tag nach
dem Ausschlagen der Platte eine Blockierung mit 1% (m/V) BSA in PBS+ (50 pl/Well) bei
RT fir eine Stunde. Nach erneutem Ausschlagen wurden je Well 10 pl einer hP-Sel-Anti-
kérper-Lésung (anti-Human-CD62P, FITC-konjugiert) und 40 pyl PBS+ eingesetzt und die
Platte mit dieser Losung fur 40 Minuten bei 4°C inkubiert. Im Anschluss erfolgten zwei
Waschschritte mit je 50 yl PBS+/Well. AbschlieRend wurden in jedes Well 50 ul PBS+ pi-
pettiert. FUr die Bestimmung des Gains wurden 10 pl hP-Sel-Antikdrper-Lésung mit 40 pl
PBS+/Well verwendet.

Die Messung der Fluoreszenzintensitaten erfolgte mithilfe des POLARStar Galaxy (An-
regung 485 nm, Emission 520 nm). Die Bindungsfahigkeit des Antikorpers wurde nach
Subtraktion des Blindwerts (PBS+) im Vergleich zu 1% (m/V) BSA ermittelt.
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3.10.2 Adhéasion von Zellen an P-Selektin

Im nachsten Schritt wurde die Bindungsfahigkeit von Zellen an immobilisierte P-Selek-
tin-Fc-Chimaren ermittelt. Zu diesem Zweck wurde eine 96er Mikrotiterplatte (,high bin-
ding®) wie folgt behandelt: 10 yl mP-Sel-Lésung bzw. 10 pl, 15 pl und 30 uyl hP-Sel-Lésung
(c=0,02 pg/ul) wurden mit dem entsprechenden Volumen PBS+ bis zu einem Endvolumen
von je 50 ul/Well versetzt und die Platte tGber Nacht bei 4°C gelagert.

Am nachsten Tag erfolgte eine Blockierung mit 1% (m/V) BSA in PBS+ (50 pl/Well) bei
RT fir eine Stunde. Nach einem Waschschritt mit je 50 ul PBS+ wurden Calcein-markier-
te Zellen (s. Kapitel 3.9.1) zugesetzt (1-10* Zellen/100 pl/Well). Daran schloss sich eine
Inkubation bei 4°C flr zwei Stunden an, gefolgt von zwei Waschschritten mit je 50 pl
PBS/Well. Abschlieend wurden in jedes Well 100 pl PBS+ pipettiert. Fir die Bestimmung
des Gains wurden 100 ul Zellsuspension/Well verwendet.

Die Messung der Fluoreszenzintensitaten erfolgte mithilfe des POLARStar Galaxy (An-
regung 485 nm, Emission 520 nm). Die Bindungsfahigkeit der Zellen wurde nach Subtrak-
tion des Blindwerts (PBS+) im Vergleich zu 1% (m/V) BSA ermittelt.

3.11 Mikroskopische Untersuchungen zur Zelladhdasion unter

physiologischen Flussbedingungen

3.11.1 Praparation der Modellmembranen

3.11.1.1 Reinigung der Glastrager

Als Trager flir die mikroskopischen Untersuchungen wurden runde Deckglaschen aus
Glas der Starke 3 (0,28-0,32 mm) und mit einem Durchmesser von 18 mm verwendet.
Zum Zweck der Reinigung wurden die Deckglaschen in einem Gemisch aus sieben Teilen
Schwefelsaure 95-97% und drei Teilen Wasserstoffperoxid 30% fir 20 Minuten bei einer
Temperatur von 80°C behandelt. Anschlielend wurde zehnmal mit demineralisiertem

Wasser gespllt. Eine weitere 20-minltige Behandlung im Ultraschallbad bei 80°C mit ei-
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nem Gemisch aus einem Teil Ammoniakldsung 26%, einem Teil Wasserstoffperoxid 30%
und funf Teilen demineralisiertem Wasser diente der Reduktion aller Oberflachenmolekile
zum Silanol. AbschlieRend wurden die Deckglaschen erneut zehnmal mit demineralisier-

tem Wasser gespult und im Trockenschrank bei 60°C getrocknet.

3.11.1.2 Immobilisierung der Rezeptorproteine (Selektine, VCAM-1)

Fir die kovalente Immobilisierung der Rezeptorproteine wurde Cyanurchlorid als Kopp-
lungspartner zwischen Glas und Protein verwendet. Im ersten Schritt wurden die gereinig-
ten Deckglaschen fir 20 Minuten im Ultraschallbad mit einer Losung von 1 mg/ml
Cyanurchlorid in trockenem Chloroform behandelt. Unter Abspaltung von Chlorwasser-
stoff reagieren die Hydroxylgruppen der Silanole mit Cyanurchlorid, wie in Abb. 3-4 darge-
stellt. Danach wurden die Deckglaschen erneut unter Ultraschalleinfluss 20 Minuten mit
trockenem Chloroform gespilt. Anschlielend erfolgte eine Trocknung bei 60°C. Die so
behandelten Glastrager waren mehrere Wochen verwendbar.

Im nachsten Schritt wurde das Rezeptorprotein an die Cyanurchlorid-haltige Glasober-
flache gebunden. Dazu wurde das Glasplatichen mit einer Reaktionslésung bestehend
aus 10 ul, 15 yl bzw. 20 yl Rezeptorproteinlésung (c=0,02 pg/ul), 10 ul BSA-Lésung 4%
(m/V) und 60 pl Boratpuffer pH 8,8 beschichtet und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Bei diesem pH-Wert reagiert die zweite reaktive Gruppe des Cyanurchlorids mit
freien Aminogruppen des jeweiligen Rezeptorproteins unter erneuter Abspaltung von
Chlorwasserstoff. AbschlieRend wurde mit demineralisiertem Wasser gespult und sofort
der Zellversuch durchgefuhrt (s. Kapitel 3.11.4).

Cl N Cl Cl N Cl Cl N H\
\( \( \( \( \( \( Protein
Y Y 7
Cl (0] O
Glas/ Glas/

Abb. 3-4: Kopplungsreaktionen von Cyanurchlorid. Cyanurchlorid wird unter
HCI-Abspaltung zunachst an die Silanolgruppen des Glastragers gebunden. In
einem zweiten Schritt reagiert Cyanurchlorid unter erneuter HCI-Abspaltung mit
der Aminogruppe des Rezeptorproteins. Mit dieser Methode ist eine kovalente
Immobilisierung des gewtinschten Proteins auf der Oberflache des Glastragers
moglich.
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3.11.1.3 Préparation von planaren sLe*-haltigen Bilayern

Fir die Herstellung einer sLe*-haltigen Modellmembran kam die Langmuir-Blodgett-
Technik zum Einsatz, deren Funktionsweise detailliert beschrieben ist®?.

Die gereinigten Glastrager (s. Kapitel 3.11.1.1) wurden in Monochlorodimethyloctade-
cylsilan bei 70°C fur zehn Minuten inkubiert. Dabei wird das Silan kovalent an die Glas-
oberflache gebunden und bewirkt eine Hydrophobisierung (Abb. 3-5A). Die Bindungsreak-
tion wurde durch Spulen mit Chloroform, Waschen mit demineralisietem Wasser und
Trocknen mittels Luftstrom abgeschlossen. Im nachsten Schritt wurden Monolayer aus
DSPC als Matrixlipid mit 0,01 mol% des Liganden sLe*Lac1 an der Luft-Wasser-Grenz-
phase des Langmuir-Troges erzeugt (Abb. 3-5B). Nach dem Verdichten der Lipidschicht
bei einem lateralen Druck von 38 mN/m wurden die silanisierten Glastrager vertikal durch
die Schicht gefahren, was in einer Komplettierung der Bilayer resultierte
(Abb. 3-5C).

A CigH3s C1gH3s

Wasser

Abb. 3-5: Praparation von sLe*-haltigen Bilayern. A Der Glastrager wird zunachst
mittels Monochlorodimethyloctadecylsilan hydrophobisiert. B An der Luft-Wasser-
Grenzflache des Langmuir-Trogs erfolgt im nachsten Schritt die Bildung einer Mono-
layer aus DSPC mit 0,01 mol% sLe*Lac1. C Durch die vertikale Bewegung des silani-
sierten Glastragers durch die DSPC-Schicht wird die sLe*-haltige Bilayer erzeugt.
(modifiziert nach Christ®**)
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Die frisch praparierten Modellmembranen wurden sofort fiir die Zellrollversuche mit
E-CHO verwendet. Dazu wurden die Glastrager unter Ausschluss von Luftkontakt, um die

Integritat der Bilayer zu garantieren, in die Flusskammer eingebaut (s. Kapitel 3.11.3).

3.11.2 Praparation von Endothelzellschichten

Far die Untersuchung von Tumorzell-Endothelzell-Interaktionen wurden Glastrager mit
konfluent bewachsenen bEnd3 verwendet. Zu diesem Zweck wurde je ein autoklaviertes,
rundes Deckglaschen (Dicke 0,28-0,32 mm; Durchmesser 18 mm) in ein Well einer
6-Well-Platte gelegt und mit jeweils 5-10* bEnd3 in einem mdglichst kleinen Volumen
Nahrmedium (ca. 10 ul) versehen. AnschlieRend wurden jeweils 150 pl Medium auf jedes
Glasplattchen getropft und vorsichtig mit den Zellen gemischt. Daran schloss sich eine
sechsstundige Inkubationszeit im Brutschrank an, in welcher die Zellen die Moglichkeit zur
Sedimentation und Adhasion hatten. Nach dieser Phase wurde das Medium behutsam am
Rand des Glastragers mittels einer Pipette abgezogen und je Well 3 ml frisches Nahrme-
dium dazu gegeben. Danach wurde die 6-Well-Platte in den Inkubator Uberflhrt. Nach
etwa 36 Stunden erreichten die bEnd3 Konfluenz und konnten fir den Versuch in der
Flusskammer verwendet werden. Vor dem Einbau der Glastrager in die Durchflusskam-
mer erfolgte eine Stimulation der bEnd3 mit TNF-a (50 ng/ml) flir einen Zeitraum von vier
Stunden.

3.11.3 Aufbau der Durchflussapparatur

Zur Untersuchung des Tumorzellverhaltens unter FlieRbedingungen wurde die von Jan
Vogel entwickelte Durchflusskammer verwendet*. Sie wurde aus einem transparenten
Polyacrylblock gefrast. Die eigentliche Durchflusskammer mit den Malien
11 mm x 6 mm x 0,45 mm wurde am Boden des Blocks herausgearbeitet (Abb. 3-6A).
Durch abgerundete Ecken wird einer Verwirbelung der durch Schlauchanschlisse einge-
spulten Flussigkeit vorgebeugt. Das beschichtete Deckglaschen (s. Kapitel 3.11.1.2,
3.11.1.3 und 3.11.2) wurde auf der Unterseite der Kammer mittels eines schraubbaren

Metallrings und Gummidichtung eingebaut (Abb. 3-6B).
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Einlass —y > Auslass

/ \ Flusskammer

Modellschicht Glastrdger

Abb. 3-6: Durchflussapparatur fiir die Untersuchung der Zelladhasion unter
Stromungsbedingungen. A Der Glastrager wird nach Beschichtung mit Rezeptor-
protein, Bilayer oder Endothelzellen in die Flusskammer eingebaut. B Die schema-
tische Darstellung zeigt die Durchflussapparatur im Querschnitt nach dem Einbau
des Glastragers. Einlass und Auslass gewahren das Durchstrémen der Kammer
mit FlieBmedium.

Vor die Flusskammer wurde eine Blasenfalle geschaltet, so dass ein Eindringen von
Luft in das System vermieden werden konnte. Andererseits erlaubte die Blasenfalle die

Zugabe von Zellsuspensionen und Testsubstanzen.

3.11.4 Durchfihrung des Zelladhasionsassays und Testung potentieller

Inhibitoren

Die Flusskammer wurde nach dem Einbau des mit Rezeptorproteinen, Bilayer oder En-
dothelzellen beschichteten Glastragers auf dem Objekttisch des Axiovert 200 installiert.
Als FlieBmedium diente PBS (im Fall der Untersuchungen an E-, L- und P-Selektin
PBS+), der zu Beginn des Versuches auf 20°C temperiert sowie luftblasenfrei in das ge-
samte System uUberflihrt wurde. Die Durchflussrate Q wurde entweder per hydrostati-
schem Druck oder durch Verwendung eines Pumpsystems auf 2 ml/min eingestellt, was
gemal Gl. 2 einer in postkapillaren Venolen herrschenden Scherrate G von ca. 200/s ent-

spricht.

= b = Breite der Flusskammer (6,00 mm)
bh h = Hoéhe der Flusskammer (0,45 mm) Gl. 2

Fur die Durchflussuntersuchungen mittels Pumpsystem wurden 2:10° suspendierte

U937 bzw. E-CHO in einem Volumen von 200 yl FKS-freiem Nahrmedium in ein Reagier-
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gefal geflllt und an den Rundlauf angeschlossen. Durch Betatigen der Pumpe wurde der
Kreislauf in der erforderlichen Geschwindigkeit gestartet, wobei die Zellen aus dem Re-
servoir in die Flusskammer gelangten. Nach funf Minuten wurde eine Videosequenz auf-
genommen (Kontrollexperiment). Direkt im Anschluss wurde die Testsubstanz Uber das
Reservoir in den flieBenden Puffer gegeben und nach weiteren funf Minuten ein zweites
Video aufgezeichnet. Um die Beeinflussung der Zelladhasion durch die eingesetzte Sub-
stanz zu quantifizieren, wurde die Zellanzahl nach Testsubstanz-Zugabe in Relation zum
Kontrollexperiment gesetzt.

Alternativ wurde die hydrostatische Methode eingesetzt. Hierbei wurde das Flielimedi-
um in einen 250 miI-Scheidetrichter mit Schlauchansatz tUberfuhrt. Durch Regulierung der
Hohendifferenz zwischen Scheidetrichter und Schlauchende im Auffanggefald konnte die
Durchflussrate eingestellt werden. Bei dieser Methode wurden 1:10° Zellen in 100
FKS-freiem Nahrmedium (Kontrollexperiment) oder mit der angegebenen Menge an Test-
substanz bzw. P-Selektin- oder VCAM-1-Antikérper (anti-Maus-CD62P, anti-Maus-
CD106, jeweils 20 ul, c=0,5 mg/ml) gemischt und sofort in die Blasenfalle gegeben.

Bei der Untersuchung des Einflusses von Thrombozyten auf das Verhalten der Tumor-
zellen wurden 1-10° Zellen in 100 pyl Nahrmedium mit 1-10® ruhenden bzw. aktivierten
Thrombozyten (s. Kapitel 3.8) in 100 ul Plattchenpuffer gemischt und fir zehn Minuten un-
ter leichtem Schitteln bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden Zellen und Thrombozyten
in die Blasenfalle gegeben.

Eine Besonderheit stellten die Experimente zur Untersuchung der Wechselwirkung von
Zellen mit VCAM-1 dar. Hierbei wurden vor dem Pipettieren der Zellen in die Blasenfalle
1-10° suspendierte B16F10 in 50 pl Medium mit 50 ul einer 2 mM MnCl.-Lésung bei 37°C
fur funf Minuten unter leichtem Schatteln inkubiert. Die Testsubstanzen wurden zum Teil
vor der Zugabe der Zellen in die Blasenfalle ebenfalls fur finf Minuten bei 37°C mit den
Zellen inkubiert.

Durch das Offnen der an den Schlduchen befindlichen Hahne wurde der Durchfluss
gestartet und die Zellen in das Sichtfeld des Objektivs gespilt. Der Fluss wurde daraufhin
fur funf Minuten (in Gegenwart von Thrombozyten fir zehn Minuten) unterbrochen, damit
eine Sedimentation der Zellen auf die Schicht erfolgen konnte. Nach diesem Zeitraum

wurde der Fluss wieder angestellt und das Verhalten der Zellen aufgezeichnet.
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3.11.5 Auswertung mittels Imagoquant MultiTrack-AVI-2

Die Videosequenzen wurden mit 25 Bildern pro Sekunde mittels einer CSC-795-Kame-
ra unter Verwendung eines ,long distance® (LD)-Objektives mit 10facher bzw. 20facher
Vergroflierung aufgenommen und mit der Software Imagoquant MultiTrack-AVI-2 ausge-
wertet (Abb. 3-7). Der Einsatz dieser Software erlaubte sowohl die Bestimmung der
Zellanzahl als auch die Angabe der Geschwindigkeit, mit der sich die Zellen Gber die
Schicht fortbewegen.

[ IMAGOQUANT - MULTITRACK-AVI-2.vi B =]
File Edit Operste Tooks Window Help =
s @
Path: =
G bckumentund b pr e esiont @l o Fatwresisec = 8B5 | umipte= SFei7an | Lk Lmsec= Sfo0
oY (defaul 6 pix)  BeginingFrame  nbFramesin AWIfile  Average Speed with Limit [umysec] Speed - Array
I - ] | 50 | 1464 | - f—j)l |9,207 umjsec
Waweform Chart
30,0 Pt [
2o Plotl |/
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Abb. 3-7: Auswertung mittels Imagoquant MultiTrack-AVI-2.
N Anzahl der Bilder, die in die Auswertung eingehen
Pictures/sec Aufnahmegeschwindigkeit der Videokamera
um/pix Verhaltnis zwischen Pixeln und Distanz unter Verwendung des
LD-Objektives mit 20facher VergréRerung
Limit [um/sec] Geschwindigkeitslimit
Average Speed [um/sec] Durchschnittsgeschwindigkeit der Zellen pro N Bilder
Number of cells Zellanzahl pro Bild

Um die Zelladhasion zu bestimmen, wurde die Anzahl durch manuelles Markieren je-
der Zelle zu jeder Sekunde bzw. alle zwei Sekunden ermittelt (von t=0 s bis t=4 s bzw.
t=8 s) und durch die Anzahl bei t=0 s dividiert. Die Ergebnisse wurden als prozentuale Ad-
hasion ausgedriickt und zum Teil in Relation zum Kontrollexperiment gesetzt. Parallel

wurde die Geschwindigkeit der Zellen innerhalb einer Zeitspanne von einer Sekunde uber
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die gesamte Videosequenz bestimmt. Das Programm verfolgt jede einzelne Zelle Uber
den angegebenen Zeitraum und gibt die Einzel- sowie Durchschnittsgeschwindigkeit an.
Diese Art der Auswertung, d.h. das Teilen der Gesamtsequenz, erlaubt die Minimierung
von Fehlern, die durch das Verlieren von Zellen durch das Programm auftreten kdnnten.
Auflerdem ermdglicht die Angabe eines Geschwindigkeitslimits (4 um/s) die Unterschei-
dung zwischen adharenten und sich fortbewegenden Zellen. Diejenigen Zellen, deren
Werte unterhalb des Limits liegen, gehen nicht in die Berechnung der Durchschnittsge-
schwindigkeit ein. Zur Auswertung wurden jeweils alle Zellen pro Bild (ca. 100) herange-

zogen.

3.12 Fluoreszenzmikroskopie

3.12.1 Untersuchung der Interaktion von murinen Melanomzellen mit

Thrombozyten in Gegenwart von P-Selektin-Inhibitoren

Zur Ermittlung der Wechselwirkungen von B16F10-Melanomzellen mit Thrombozyten
wurden die Tumorzellen gemalR Kapitel 3.7.1 gesplittet, nach Zellzahlbestimmung (s. Ka-
pitel 3.6) zu 2,5-10%/500 pl/Well in eine 24-Well-Platte pipettiert und Gber Nacht im Brut-
schrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurden humane Thrombozyten aus Vollblut, wie in den Kapiteln 3.8
und 3.9.1 beschrieben, isoliert, zum Teil mit TRAP-14 aktiviert und mit Calcein-AM gela-
belt. Desweiteren erfolgte eine Markierung der Melanomzellen mit Hoechst 33342 (s. Ka-
pitel 3.9.2). Nach der Inkubationszeit wurde das Farbstoff-haltige Nahrmedium mit einer
Pipette abgesaugt und jedes Well mit 1 ml PBS+ versetzt. Im Anschluss erfolgte die Zuga-
be von je 2:10° ruhenden bzw. aktivierten, gelabelten Thrombozyten mit oder ohne Inhibi-

tor (Kontrollexperiment). Tab. 3-1 gibt die eingesetzten Substanzen wieder.
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Tab. 3-1: Testsubstanzen

Substanz eingesetzte Mengen
Heparin-Natrium 5000 ratiopharm® 50 ug 250 pg 500 pg
Enoxaparin-Natrium (Clexane®) 50 ug 250 ug 500 g
PhyS-4 50 ug 250 ug 500 pg

PhyS-4, Phycarinsulfat-4.

Die 24-Well-Platte wurde daraufhin fir 15 Minuten bei RT auf einen Schiittler gestellt.
In dieser Zeit fand eine Wechselwirkung der Thrombozyten mit den adharenten Melanom-
zellen statt. AbschlieRend erfolgte zweimaliges Waschen mit je 500 pl PBS+.

Die Analyse erfolgte mithilfe des Mikroskops Axiovert 200 (LD-Objektiv, 10fache Ver-
grofierung). Dabei kamen neben der Betrachtung im Phasenkontrast die FluoreszenZzfilter
FITC (fur Calcein-markierte Thrombozyten) und DAPI (fir Hoechst 33342-markierte
B16F10) zum Einsatz. Mittels AxioCam MRc erfolgte das Aufnehmen der Bilder, die mit

der Software AxioVision 4.6 gespeichert und bearbeitet wurden.

3.12.2 Untersuchung der Bindungsfahigkeit von Heparin an Tumorzellen

Die Melanomzellen B16F10 wurden hinsichtlich der Wechselwirkung mit Heparin unter-
sucht. Zu diesem Zweck wurde FITC-gelabeltes Heparin eingesetzt, welches die Betrach-
tung der Fluoreszenz ermdglichte.

100 pl Zellsuspension mit ca. 4-10° Zellen wurden in der Zentrifuge mini Spin fiir 20 Se-
kunden pelletiert und vom Nahrmedium befreit. Es erfolgten im Anschluss dreimaliges
Waschen mit je 100 ul HBSS und Resuspendieren in 50 yl HBSS. Zu dieser Suspension
wurden 5 ul einer Lésung von FITC-gelabeltem Heparin (entsprechend 50 ug) pipettiert
und fur funf Minuten bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet in 50 ul HBSS resuspendiert. Von dieser Zell-
suspension wurde ein Tropfen mittig auf einen Objekttrager pipettiert, mit einem Deck-
glaschen bedeckt und mit dem Axiovert 200 (Olimmersionsobjektiv, 63fache VergroRe-
rung) im FITC-Kanal betrachtet. Die Bilder wurden mit der AxioCam MRc aufgenommen

und mittels AxioVision 4.6 gespeichert und bearbeitet.
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3.13 Durchflusszytometrie

3.13.1 Prinzip der Methode

Die Durchflusszytometrie, auch als ,fluorescence activated cell sorting® (FACS) be-
zeichnet, ermoglicht es, unterschiedliche Eigenschaften von Einzelzellen oder Teilchen-
suspensionen zu untersuchen. Dabei wird jede Zelle einzeln von einem Laserstrahl er-
fasst und kann anhand von Streuung, Brechung und emittierter Fluoreszenz charakteri-
siert werden. Fur die Messung wird die Zellsuspension mithilfe von Druckluft durch eine
Kapillare in die Messkivette transportiert. Die Zellen werden anschliel3end beschleunigt,
vereinzelt und passieren einen Argonlaser, der bei einer Wellenlange von 488 nm anregt.
Die durch die Zellen verursachten Effekte werden durch ein optisches System analysiert.
In Abhangigkeit vom Detektionswinkel erhdlt man verschiedene Informationen Uber die
Zelle. Das parallel zur Einstrahlungsrichtung gestreute Licht (,forward scatter”, FSC) er-
laubt Aussagen zu Oberflache und Gréle der Zellen, wahrend das im 90°-Winkel zum La-
serstrahl gemessene Seitwartsstreulicht (,side scatter, SSC) aus intrazellularen Struktu-
ren resultiert und somit Riickschlisse auf die Granularitat der Zelle zulasst. Weitere Infor-
mationen werden aus den gleichzeitig durchgefihrten Fluoreszenzmessungen erhalten.
Bei Markierung bestimmter zellularer Strukturen mit Fluoreszenzfarbstoffen oder gelabel-
ten Antikérpern kdnnen diese durch das eingestrahlte Laserlicht zur Fluoreszenz angeregt
werden.

Zur Detektion des Fluoreszenzlichts wurde in den unten aufgeflihrten Experimenten
der Filter FL1 verwendet. Dabei handelt es sich um einen Bandpass-Filter, der fiir Licht
der Wellenlangen 515 nm bis 545 nm durchlassig ist.

Zur Auswertung der Daten wurden die Softwares BD CellQuest™ Pro 5.2.1 und
WinMDI 2.8 verwendet. Je nach Zelltyp wurden die Analysefenster entsprechend der Zell-
groflie (FSC) und der Zellgranularitat (SSC) gesetzt.
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3.13.2 Bindungsfahigkeit von Tumorzellen an P-Selektin

Die Zelllinien B16F10, HepG2, HT-29, NW1539 und U937 wurden hinsichtlich ihrer
Bindungsfahigkeit an humane bzw. murine P-Selektin-Fc-Chimaren untersucht.

Die adharenten Zellen wurden zunachst vom Boden der Kulturflasche abgelést. Von
den Suspensionszellen U937 wurde ein ausreichendes Volumen verwendet. Die Zellsus-
pensionen wurden zunachst bei 4°C und 312 g flir vier Minuten zentrifugiert und das Pel-
let mit je 2 ml kaltem Waschpuffer 1+ gewaschen. Es erfolgten eine weitere Zentrifugation
und ein Waschschritt mit je 5 ml Waschpuffer 2+. Von dieser Suspension wurden 20 pl
zur Zellzahlbestimmung (s. Kapitel 3.6) genutzt, bevor eine erneute Zentrifugation statt-
fand. Das Pellet wurde in dem nétigen Volumen an Waschpuffer 2+ aufgenommen, so
dass die Zellkonzentration 1-10%/100 ul betrug.

Von dieser Suspension wurden jeweils 100 ul in Rundbodenrdéhrchen tberfihrt und mit
7,5 pl, 15 yl bzw. 30 pl einer hP-Sel- bzw. mP-Sel-Lésung (c=0,2 pg/ul) versetzt. Diese
Ansatze wurden fir 30 Minuten bei RT inkubiert und im Anschluss zentrifugiert. Die Uber-
stehende Lésung wurde entfernt und die Pellets in je 100 pyl Waschpuffer 2+ resuspen-
diert. Daraufhin erfolgten die Zugabe von je 10 pl anti-Human-IgG (Fc-spezifisch, FITC-
konjugiert) und eine 30-minutige Inkubation auf Eis unter Lichtausschluss.

Eine Zentrifugation, anschlieBende Zugabe von je 2 ml Waschpuffer 2+ und erneute
Zentrifugation schlossen sich an. AbschlieRend wurden die Pellets in je 1 ml kaltem

Waschpuffer 1+ resuspendiert und im Durchflusszytometer analysiert.

3.13.3 Bindungsfahigkeit von B16F10 an E-, L- und P-Selektin sowie
Untersuchung der Inhibition durch PhyS-4

Fir die Ermittlung der Wechselwirkung von B16F10 mit allen drei Selektinen wurden
die Zellen zunachst gemal Kapitel 3.13.2 vorbereitet. Von der Zellsuspension wurden je-
weils 100 pl in Rundbodenréhrchen dberfuhrt und mit 10 pl einer mE-Sel-, mL-Sel- bzw.
mP-Sel-Lésung (c=0,2 pg/ul) versetzt. Bei einigen Ansatzen erfolgte die Untersuchung
des Einflusses von PhyS-4. Zu diesem Zweck wurden je 10 pl des Selektins mit jeweils
10 pl PhyS-4 (c=1 mg/ml) vor der Zugabe zur Zellsuspension gemischt. Alle Proben wur-
den im Anschluss flr 30 Minuten bei RT inkubiert. Das weitere Vorgehen entsprach der

unter 3.13.2 beschriebenen Methode.
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3.13.4 PSGL-1 Expression auf Tumorzellen

Die Expression von PSGL-1 wurde auf den Zelllinien B16F10, HepG2, HT-29, NW1539
und U937 untersucht. Die Zellen wurden, wie in Kapitel 3.13.2 beschrieben, vorbereitet
und auf die Konzentration von 1-10%100 pl mit Waschpuffer 2 eingestellt.

Zu jeweils 100 pl Zellsuspension wurden 10 yl anti-Human-CD162 bzw. anti-Maus-
CD162 (c=0,5 mg/ml) pipettiert und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgten ein
Zentrifugationschritt, das Resuspendieren in je 100 yl Waschpuffer 2 und die Zugabe von
je 10 ul anti-Maus 1gG+ (FITC-konjugiert, c=0,5 mg/ml) bzw. anti-Ratte-lgG+ (FITC-konju-
giert, c=0,5 mg/ml). Die sekundaren Antikdrper wurden 30 Minuten auf Eis mit den Zellen
inkubiert. Das weitere Vorgehen entsprach der unter Kapitel 3.13.2 geschilderten Metho-
de.

3.13.5 P-Selektin-Expression auf Thrombozyten

Um die Expression von P-Selektin auf der Oberflache ruhender und aktivierter Throm-
bozyten nachzuweisen, wurden diese zunachst gemafl Kapitel 3.8 isoliert, auf die Kon-
zentration 1-10%/100 pl mit Plattchenpuffer eingestellt und zum Teil mit TRAP-14 aktiviert
(s. Kapitel 3.8.5). Auf je 100 pl Thrombozytensuspension in Rundbodenréhrchen wurden
5 ml PBS+ gegeben und bei RT und 224 g fur sieben Minuten zentrifugiert. Das Pellet
wurde daraufhin in 60 yl PBS+ resuspendiert und mit 10 yl anti-Human-CD62P (FITC-
konjugiert) fur 15 Minuten bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Danach wurden 500 pl

Waschpuffer 1+ zugefiigt und die Proben vermessen.

3.13.6 Interaktion von Thrombozyten mit Tumorzellen

Um die Wechselwirkungen von Thrombozyten mit den Zelllinien B16F10, HepG2, HT-
29, NW1539 und U937 zu ermitteln, wurden die Thrombozyten entsprechend Kapitel 3.8
isoliert. Nach der Bestimmung der Anzahl wurde die erforderliche Konzentration von
1-10%/100 pl mittels Plattchenpuffer eingestellt und anschlieRend ein Teil der Thrombo-
zyten mit TRAP-14 aktiviert (s. Kapitel 3.8.5). Im Anschluss daran erfolgte eine Calcein-
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Markierung der Thrombozyten gemaly Kapitel 3.9.1. Die Zellen wurden analog Kapitel
3.13.2 vorbereitet und auf 1-10%/100 pl mit Waschpuffer 2+ eingestellt.

100 yl Thrombozytensuspension (ruhend bzw. aktiviert) wurden mit 100 pl Zellsuspen-
sion gemischt und unter leichtem Schutteln fur funf Minuten bei 37°C inkubiert. Sollte der
Einfluss eines P-Selektin-Antikdrpers untersucht werden, wurden vor der gemeinsamen
Inkubation je 5 yl anti-Human-CD62P (¢c=0,5 mg/ml) zugefugt.

AbschlieRend wurde mit je 800 ul Waschpuffer 1+ auf 1 ml aufgefiillt und analysiert,
wobei die Erhdhung der Fluoreszenz in dem Bereich der Tumorzellpopulation die Adhasi-

on der Thrombozyten an die Tumorzellen charakterisiert®®.

3.13.7 VLA-4-Expression auf B16F10

Die Zellen wurden, wie unter 3.13.2 beschrieben, vorbereitet und mit Waschpuffer 2
auf die Konzentration von 1:10°/100 ul eingestellt.

Zu jedem Ansatz erfolgte die Zugabe von 10 pl einer anti-Maus-CD49d-L6sung
(c=0,5 mg/ml), die mit den Tumorzellen 30 Minuten auf Eis inkubiert wurde. Daran schloss
sich eine Zentrifugation bei 4°C und 312 g fir vier Minuten an. Die Uberstehende Flissig-
keit wurde abgesaugt und das Pellet in je 100 yl Waschpuffer 2 resuspendiert. Danach
wurden jeweils 10 pl anti-Ratte-lgG2. (FITC-konjugiert, ¢=0,5 mg/ml) zugesetzt und fir
30 Minuten auf Eis unter Lichtausschluss inkubiert.

Das weitere Vorgehen entsprach der unter Kapitel 3.13.2 erlauterten Durchflihrung.

3.13.8 Untersuchung der Bindungsfahigkeit von Heparin an Tumorzellen

Die Wechselwirkung von FITC-gelabeltes Heparin wurde bereits mittels Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht (s. Kapitel 3.12.2) und sollte mithilfe der Durchflusszytometrie be-
statigt werden. Zu diesem Zweck wurden B16F10 gemaf Kapitel 3.13.2 prapariert und mit
Waschpuffer 2 auf 1-10%100 ul eingestellt. Danach wurden jeweils 5 ul FITC-gelabeltes
Heparin (entsprechend 50 ug) zugesetzt und fiir finf Minuten bei 37°C unter Lichtaus-
schluss inkubiert. Vor der Vermessung der Proben erfolgten eine Zentrifugation bei 4°C

und 312 g fiir vier Minuten sowie Resuspendieren in je 1 ml kaltem Waschpuffer 1.
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3.14 Testsubstanzen

3.14.1 Fucoidan

Bei Fucoidanen handelt es sich um natlrliche Polysaccharide, die aus dem braunen
Seetang isoliert werden und in zwei unterschiedlichen Homofucosegrundgertsten vor-
kommen. Der erste Typ besteht aus sich wiederholenden a-1,3-glykosidisch verknipften
Fucoseeinheiten (Abb. 8A), wahrend Typ 2 abwechselnd a-1,3- und a-1,4-Bindungen auf-
weist (Abb. 8B).

Fucoidane des ersten Typs sind in Seetang der Arten Laminaria saccharina, Fucus ve-
siculosus und Cladosiphon okamurans zu finden. Die zweite Verknipfungsform ist in Fu-

cus evanescense, Fucus distihus und Ascophyllum nodosum anzutreffen.
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Abb. 3-8: Fucoidan. A Fucoidan des Typs 1 besteht aus-
schlief3lich aus a-1,3-glykosidisch verknipften Fucoseein-
heiten. B Fucoidan des Typs 2 ist durch abwechselnde
Bindungen der Form a-1,3 und a-1,4 gekennzeichnet.

In dieser Arbeit wurde niedermolekulares Fucoidan mit einem durchschnittlichen Mole-

kulargewicht von 8,2 kD eingesetzt, welches hauptsachlich aus Ascophyllum nodosum ex-
trahiert wurde.
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3.14.2 Heparine

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausgehend von unfraktioniertem Heparin UFH 1 die
niedermolekularen Heparine MMWH, LMWH und VLMWH in der Arbeitsgruppe Prof. Dr.
S. Alban (Christian-Albrechts-Universitat, Kiel, Deutschland) produziert®*® und freundli-
cherweise fur die Testung zur Verfigung gestellt.

Die entsprechenden Sulfatierungsgrade und durchschnittlichen Molekulargewichte der

verwendeten Heparine sind in Tab. 3-2 zusammengefasst.

Tab. 3-2: Heparine

Formel Substanz DS MW [kD]
0s0; UFH 1 15,0
O
o MMWH 10,5
Tro (T DS=1,2 fiir alle
OH SO,
-0 Verbindungen
-00C LMWH 6,0
OR
0 R=H/SO3Na
oy VLMWH 3,4

DS, ,degree of sulfation; LMWH, ,low molecular weight heparin“; MMWH, ,medium molecular weight hepa-
rin“; MW, ,molecular weight“; UFH, unfraktioniertes Heparin; VLMWH, ,very low molecular weight heparin®.

Neben den aufgefihrten Heparinen kamen zwei kommerziell erhaltliche UFHs zum
Einsatz: Liquemin®N 5000 und Heparin-Natrium 5000 ratiopharm® wurden unter Berlick-
sichtigung der Beziehung 1 mg = 150 I. E. mit UFH 1 verglichen.

Desweiteren wurde das ebenfalls kommerziell erhaltiche LMWH Enoxaparin-Natrium
(Clexane®) getestet. Fiir Bindungsstudien an Melanomzellen wurde ein FITC-gelabeltes
Heparin eingesetzt, welches in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. B. Casu (G. Ronzoni-Institut
fur Chemische und Biochemische Forschung, Mailand, Italien) synthetisiert und freundli-

cherweise zur Verfligung gestellt wurde.
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3.14.3 Phycarinsulfate (PhyS)

Die semisynthetischen linear aufgebauten Glucansulfate wurden durch Sulfatierung
des Polysaccharids Phycarin erhalten. Dieser marine Naturstoff wird aus Sporophyten von
Laminaria digitata, dem gefingerten Seetang, isoliert.

Die PhyS wurden in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. S. Alban (Christian-Albrechts-Universi-
tat, Kiel, Deutschland) synthetisiert®® und freundlicherweise fiir die Testung zur Verfiigung
gestellt.

Bei dieser Substanzklasse handelt es sich um B-1,3-Glucansulfate mit einem durch-
schnittlichen Molekulargewicht von etwa 10 kD, was einem hydrodynamischen Volumen

MWp von 18-19 kD entspricht. In Tab. 3-3 sind die Eigenschaften zusammengefasst.

Tab. 3-3: Phycarinsulfate

Formel Substanz DS MW [kD]
PhyS-1 0,00
OR OR y

PhyS-2 0,75

HO O HO 5 o -%2’ PhyS-3 1,48 MW=10 kD fir alle

; o OR PhyS-4 1,80 Verbindungen

R=H/SO;Na PhyS-5 221

PhyS-6 2,80

DS, ,degree of sulfation”; MW, ,molecular weight”; PhyS, Phycarinsulfat.

3.14.4 Curdlansulfate (CurS)

Die Curdlansulfate wurden ebenfalls in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. S. Alban (Christian-
Albrechts-Universitat, Kiel, Deutschland) synthetisiert®®. Hierbei diente das natirlich vor-
kommende Curdlan als Ausgangssubstanz. Curdlan wird durch Fermentation durch einen
nicht-pathogenen und nicht-toxischen Stamm von Agrobacterium biobar 1 oder Agrobac-
terium radiobactor produziert.

CurS sind wie die PhyS aus 3-1,3-verknupften Glucoseeinheiten aufgebaut. Im Gegen-
satz dazu haben sie jedoch ein weitaus grofleres MW, was nur durch MWyp charakteri-

siert ist. Tab. 3-4 verdeutlicht die Eigenschaften dieser Substanzklasse.
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Tab. 3-4: Curdlansulfate

Formel Substanz DS MW, [kD]
OR OR CurS-1 0,16
o CurS-2 0,64 MW,.0=170 kD fiir
HO ; % "% %@ Curs-3 1,35 CurS-1 bis CurS-4
OR OR CurS-4 1,74
R=H/SO3Na CurS-5 1,78 MW,:o=97 kD

CurS, Curdlansulfat; DS, ,degree of sulfation”; MW.p, ,molecular weight* bestimmt als hydrodynamisches
Volumen.

3.14.5 Pullulansulfate (PulS)

Bei diesen Verbindungen handelt es sich um a-1,4/1,6-Glucansulfate. Ausgangsverbin-
dung ist thermisch degradiertes und fraktioniertes Pullulan, ein aus Maltotrioseeinheiten
bestehendes Polysaccharid. Drei Glucoseeinheiten der Maltotriose sind durch a-1,4-gly-
kosidische Bindungen miteinander verbunden, wahrend aufeinanderfolgende Maltotriose-
einheiten durch a-1,6-Verbindungen verknipft sind. Pullulan wird aus Starke durch den
Pilz Aureobasidium pullulans produziert.

Die Synthese der sulfatierten Pullulane erfolgte in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. S. Alban
(Christian-Albrechts-Universitét, Kiel, Deutschland)®?®. Das Molekulargewicht der PulS be-
wegt sich im Bereich der PhyS (MWp=18-19 kD, MW=10 kD). In Tab. 3-5 sind die PulS
aufgefuhrt.

Tab. 3-5: Pullulansulfate

Formel Substanz DS MW [kD]
OR
% 0 PulS-1 0,23
RO
PUIS-2 058
&ﬁ o o ’ MW=10 kD fiir alle
RO
o %R0 4 OR PUIS'3 1,50 Vel'blndungen
R=H/SO;Na OHoRO 0
oH PulS-4 2,00

DS, ,degree of sulfation”; MW, ,molecular weigt; PulS, Pullulansulfat.
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3.15 In vivo-Testung von PhyS-4

Eine Substanz aus der Klasse der Phycarinsulfate (PhyS-4) wurde in zwei Tiermodel-
len durch Dr. R. J. Ludwig (Zentrum fir Dermatologie und Venerologie, Johann-Wolfgang-
Goethe-Universitat, Frankfurt/Main, Deutschland) getestet.

Zum einen wurde PhyS-4 im Mausmodell mittels Intravitalmikroskopie hinsichtlich sei-
nes Einflusses auf die Wechselwirkung zwischen Thrombozyten und Endothel im Ver-
gleich zu Liquemin®N 5000 untersucht. Die Methode ist ausfihrlich beschrieben®®. Wei-
terhin erfolgte die Charakterisierung dieser Substanz im Rahmen der experimentellen
Lungenmetastasierung von murinen B16F10-Melanomzellen?’.

Die Ergebnisse beider Untersuchungen kénnen freundlicherweise in der vorliegenden

Arbeit vorgestellt werden.

3.16 Statistik

Die Werte dieser Arbeit reprasentieren Mittelwerte aus mindestens drei identischen
Experimenten + Standardabweichung, wenn nicht anders angegeben. Signifikante Unter-
schiede wurden mithilfe des ungepaarten Student'schen t-Tests ermittelt oder wie gekenn-
zeichnet. Die Signifikanzebenen sind den jeweiligen Darstellungen zu entnehmen, wobei
gilt: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Die Wechselwirkung von Tumorzellen mit P-Selektin

In den vorangegangenen Kapiteln konnte verdeutlicht werden, dass Adhasionsmoleku-
le im Prozess der hamatogenen Metastasierung beteiligt sind. Eine besondere Bedeutung
wird P-Selektin aufgrund seiner Expression auf Endothelzellen und Thrombozyten zuge-
schrieben. Um Einblicke in die P-Selektin-vermittelten Adhasionsmechanismen in vitro zu
erlangen, wurde die Wechselwirkung unterschiedlicher Tumorzellen mit P-Selektin unter
statischen Bedingungen, mittels Durchflusszytometrie und unter physiologischen Flussbe-
dingungen untersucht, wobei die Beteiligung von Thrombozyten Bericksichtigung fand.
Die Ergebnisse der einzelnen Methoden sollen im folgenden vorgestellt und diskutiert

werden.

4.1.1 Untersuchung der Bindungsfahigkeit von Tumorzellen an P-Selek-

tin unter statischen Bedingungen

Zunachst sollten allgemeine Aussagen Uber die Bindungsfahigkeit an P-Selektin erhal-
ten werden. Aus diesem Grund wurde die Zelladhasion unter statischen Bedingungen un-
tersucht. Zu diesem Zweck erfolgte die Inkubation Calcein-markierter Zellen in P-Selektin-
beschichteten 96er Mikrotiterplatten, die anschlieRend hinsichtlich ihrer Fluoreszenzwerte
analysiert wurden.

Um die Qualitdt der Rezeptorimmobilisierung in den Mikrotiterplatten zu kontrollieren,
wurde im Vorfeld die Bindungsfahigkeit eines FITC-konjugierten P-Selektin-Antikérpers
bestimmt. FiUr diesen Zweck wurden sowohl ,medium binding“ als auch ,high
binding“-Platten eingesetzt, um mogliche Immobilisierungsunterschiede zu detektieren. In
Abb. 4-1 sind die Ergebnisse dieses Vorversuchs dargestellt, dessen detaillierte Durch-

fuhrung in Kapitel 3.10.1 beschrieben ist.
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Abb. 4-1: Zuganglichkeit von immobilisiertem P-Selektin. Die
Testung der Bindungsfahigkeit des FITC-konjugierten hP-Sel-Antikor-
pers erfolgte an unterschiedlichen hP-Selektin-Mengen und unter Ver-
wendung von ,medium binding“- und ,high binding“-Mikrotiterplatten.
Als MaR fir die Zuganglichkeit des immobilisierten P-Selektins sind die
Fluoreszenzintensitaten dargestellt.

BSA, bovines Serumalbumin; P-Sel, P-Selektin.

Wie ersichtlich ist, resultiert der Einsatz der ,high binding“-Mikrotiterplatte in hdheren
Fluoreszenzintensitaten im Vergleich zur ,medium binding“-Platte. Dies kann mit einer
verbesserten Immobilisierung des P-Selektins erklart werden. Weiterhin ist zu beobach-
ten, dass eine Erhéhung der Selektinmenge eine Steigerung der Fluoreszenzintensitat zur
Folge hat.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die Adhasionsuntersuchungen mit humanen
Melanomzellen im Vergleich zu PSGL-1-positiven myeloiden U937-Zellen unter Verwen-
dung von ,high binding“-Mikrotiterplatten gemaf Kapitel 3.10.2 durchgeflhrt (Abb. 4-2).
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Abb. 4-2: Bindungsfahigkeit humaner Melanomzellen an P-Selek-
tin unter statischen Bedingungen. Humane Melanomzellen NW1539
und humane myeloide Zellen U937 wurden mit Calcein markiert und in
der mit hP-Selektin-beschichteten Mikrotiterplatte inkubiert. Nach dem
Waschen erfolgte die Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten als
Map fiir die Bindungsfahigkeit der Zellen an P-Selektin.

BSA, bovines Serumalbumin; P-Sel, P-Selektin.

In der Abbildung wird deutlich, dass die humanen Melanomzellen NW1539 unter die-
sen Bedingungen keine Bindungsfahigkeit zu P-Selektin aufweisen. Im Gegensatz dazu
kann flr U937 bereits bei einer Menge von 0,3 uyg P-Selektin eine Adhasion beobachtet
werden.

Im néchsten Schritt wurden murine Melanomzellen B16F10 in die Untersuchungen ein-
geschlossen und erneut mit U937 verglichen. Da im Verlauf der Arbeit die Reaktivitat zwi-
schen murinen/humanen Selektinen mit den entsprechenden humanen/murinen Selektinli-
ganden als gesichert gelten sollte, wurde die Adhasion beider Zelllinien sowohl an huma-

ne als auch murine P-Selektin-Fc-Chiméaren ermittelt (Abb. 4-3).
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Abb. 4-3: Bindungsfahigkeit muriner Melanomzellen an P-Selektin
unter statischen Bedingungen. Die Adhasion muriner Melanomzel-
len B16F10 und humaner myeloider Zellen U937 wurde nach Calcein-
Markierung der Zellen in der mit P-Selektin-beschichteten Mikrotiter-
platte bestimmt.

BSA, bovines Serumalbumin; hP-Sel, humanes P-Selektin; mP-Sel,
murines P-Selektin.

Die Abbildung zeigt, dass auch die murinen Melanomzellen B16F10 nicht in der Lage
sind, unter den Versuchsbedingungen an P-Selektin zu adharieren. Dies steht im Gegen-
satz zu U937, die gleichermalRen an humane und murine P-Selektin-Fc-Chimaren binden.
Es ist bekannt, dass humane P-Selektin-Liganden effektiv mit murinen Selektinen und
vice versa interagieren®?®, daher kann im Fall der humanen U937 eine Adhéasion an beide
P-Selektin-Typen beobachtet werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die untersuchten Tumorzellen unter den
gewahlten Bedingungen keine Bindungsfahigkeit gegenuber P-Selektin besitzen. Eine un-
zureichende Zuganglichkeit des immobilisierten P-Selektins kann hierbei aufgrund der vo-
rangegangenen Untersuchung (Abb. 4-1) ausgeschlossen werden. Die fehlende Adhasion
kénnte mit den Versuchsbedingungen erklart werden. Nach der Inkubation der Zellen mit
P-Selektin sind mehrere Waschschritte nétig. Aufgrund der Kinetik P-Selektin-abhangiger
Bindungen konnte hierbei die Interaktion beeinflusst werden. Wie in Kapitel 2.1.3 erlautert,
vermitteln Selektine die initiale Kontaktaufnahme zwischen Leukozyten und Endothelzel-
len. Als Folge dieser Wechselwirkung tritt ein Zellrollen entlang des Endothels ein, das nur
durch eine besondere Kinetik ermdglicht werden kann. Selektin-Ligand-Bindungen weisen

eine moderate Bindungsaffinitat und vergleichsweise sehr hohe Assoziations- und Disso-
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ziationsraten auf*®. Dies konnte die Interaktion anféllig fir mechanische Einflisse ma-
chen. Allerdings kann fur die leukozytaren U937 durchaus eine Adhasion beobachtet wer-
den. Diese Zellen verfigen Uber PSGL-1, welcher die Interaktion zu P-Selektin vermittelt.
Im Kapitel 2.5.4 wurde erortert, dass sich die Kinetiken von Leukozyten- und Tumorzell-In-
teraktionen mit P-Selektin deutlich voneinander unterscheiden. Es ist anzunehmen, dass
die untersuchten Tumorzellen kein PSGL-1 besitzen, sondern Uber andere P-Selektin-Li-
ganden verflgen.

4.1.2 PSGL-1-Expression auf Tumorzellen

Um die Zelloberflachen der Tumorzellen hinsichtlich der PSGL-1-Expression zu cha-
rakterisieren, wurden zusatzlich zu den Melanomzellen Kolon- und Leberkarzinomzellen
untersucht, um eine umfassendere Aussage treffen zu kénnen. Fur diesen Zweck kam die

Durchflusszytometrie zum Einsatz. In Abb. 4-4 sind die Ergebnisse illustriert.

- *kk
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HepG2 NW1539 HT-29 B16F10 U937

Fluoreszentintensitat

Abb. 4-4: Expression von PSGL-1 auf Tumorzellen. Die PSGL-1-
Expression wurde mithilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. Darge-
stellt sind die jeweiligen Messwerte (blau Zellen+primarer PSGL-1-An-
tikdrper+sekundarer FITC-konjugierter Antikérper) im Vergleich zur
Kontrolle (grau Zellen+sekundarer FITC-konjugierter Antikorper).
B16F10, murine Melanomzellen; HepG2, humane Leberkarzinomzel-
len; HT-29, humane Kolonkarzinomzellen; NW1539, humane Mela-
nomzellen; PSGL-1, ,P-selectin glycoprotein ligand-1; U937, humane
myeloide Zellen.
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Die Abbildung verdeutlicht, dass keine der untersuchten Zellen PSGL-1 exprimiert. Flr
U937 konnte dagegen die in der Literatur beschriebene PSGL-1-Expression®?® bestatigt
werden. Das fehlende Vorhandensein dieses Liganden auf der Oberflache der Tumorzel-
len kdnnte dennoch kein ausreichender Grund fur die fehlende P-Selektin-Bindungsfahig-
keit sein. Wie oben erwahnt wurde, ist der Versuchsaufbau durch die anfallenden Wasch-
schritte moglicherweise nicht geeignet, um schwache Bindungen der Tumorzellen an P-

Selektin zu bestimmen.

4.1.3 Untersuchung der Bindungsfahigkeit von Tumorzellen an P-Selek-

tin mittels Durchflusszytometrie

Um zu Uberprifen, ob die fehlende P-Selektin-vermittelte Adhasion der Tumorzellen in
den oben aufgefiihrten Experimenten auf einer prinzipiell unzulanglichen P-Selektin-Bin-
dungsfahigkeit beruht oder durch den Versuchsaufbau bedingt ist, wurde die Interaktion
der Zellen mit P-Selektin-Fc-Chimaren mittels Durchflusszytometrie untersucht. Zunachst
wurde anhand der humanen Melanomzellen NW1539 die Konzentrationsabhangigkeit er-
mittelt, wie in Abb. 4-5 dargestellt.

150

Kontrolle
(NW1539+FITC-Ak)  NW1539+1,5ug hP-Sel+FITC-Ak

Events

10°

FL1-H

Abb. 4-5: Wechselwirkung von NW1539-Melanomzellen mit P-Selektin. Die huma-
nen Melanomzellen der Linie NW1539 wurden mit verschiedenen Mengen an hP-Selek-
tin-Fc-Chimaren und anschlieflend mit einem FITC-konjugierten Antikdrper inkubiert.
FITC-Ak, anti-Human-IgG (Fc-spezifisch); FL1-H, Fluoreszenzintensitat in Kanal 1; hP-
Sel, humanes P-Selektin.

104



4 Ergebnisse und Diskussion

Die Abbildung zeigt, dass NW1539 in der Lage sind, mit P-Selektin in konzentrations-
abhangiger Weise zu interagieren, was durch die Verschiebung der Peaks zu hoéheren
Fluoreszenzintensitaten illustriert ist. Die Hypothese, wonach der eingangs verwendete
Versuchsansatz ungeeignet zu sein scheint, konnte mit diesem Assay bestarkt werden.

Flr die folgenden Versuche wurde die Bindungsfahigkeit von B16F10, HepG2, HT-29
und U937 an die jeweiligen murinen oder humanen P-Selektin-Fc-Chimaren untersucht.
Im Fall der B16F10 und U937 wurde erneut die Wechselwirkung mit beiden Selektintypen
ermittelt. Da bereits die niedrigste Selektinmenge ein deutliches Ergebnis lieferte, wurden
fur die folgenden Versuche jeweils 1,5 ug P-Selektin eingesetzt (Abb. 4-6).
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Abb. 4-6: Wechselwirkung unterschiedlicher Zellen mit P-Selektin. Die Untersuchung der Interakti-
on der Zellen mit P-Selektin erfolgte unter Verwendung der jeweiligen humanen oder murinen P-Selek-
tin-Fc-Chimaren. Im Fall der B16F10 wurden sowohl murine (b1) als auch humane (b2) P-Selektin-Fc-
Chimaren eingesetzt. In gleicher Weise erfolgte die Analyse der U937 mit dem entsprechenden huma-
nen (b1) als auch mit murinem (b2) P-Selektin. Nach Inkubation der Zellen mit den Selektinen wurden
die Proben mithilfe eines FITC-konjugierten anti-Human-lgG-Antikdrpers (Fc-spezifisch) markiert.

Die Peaks sind wie folgt bezeichnet: (a) Kontrolle, Zellen+FITC-Ak; (b) Zellen+P-Selektin+FITC-Ak.
B16F10, murine Melanomzellen; HepG2, humane Leberkarzinomzellen; HT-29, humane Kolonkarzi-
nomzellen; hP-Sel, humanes P-Selektin; mP-Sel, murines P-Selektin; U937, humane myeloide Zellen.
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Far B16F10 und HepG2 konnte gemal® Abb. 4-6 eine Bindungsfahigkeit zum entspre-
chend murinen oder humanen P-Selektin ermittelt werden, wobei B16F10-Zellen eine Affi-
nitat zu beiden Selektintypen aufweisen. Die PSGL-1-positiven U937 dienten als Referenz
und zeigten erwartungsgemaf eine Interaktion mit humanem P-Selektin, wobei eine star-
kere Affinitdt zu murinem P-Selektin beobachtet werden konnte. Die Kolonkarzinomzellen
HT-29 traten dagegen nicht mit P-Selektin in Wechselwirkung.

Demnach sind einige Tumorzellen trotz fehlender PSGL-1-Expression in der Lage,
P-Selektin zu binden. Wie im Kapitel 2.1.2.3 erortert, sind Molekile mit P-Selektin-Affinitat
auf Tumorzellen beschrieben, zu denen beispielsweise sLe*-haltiges CD24 auf Mamma-
karzinomzellen zahlt**°.

Fir Melanomzellen des Typs B16F10 ist eine Bindung an P-Selektin nachgewiesen®”.
Die Liganden wurden in dieser Studie nicht naher charakterisiert. Allerdings wurden auf
humanen Melanomzellen Heparansulfat-dhnliche Proteoglykane identifiziert und mit einer
P-Selektin-vermittelten Adhasion bei fehlender PSGL-1-Expression in Verbindung
gebracht®®. Ahnliche Ergebnisse wurden von Kaytes et al. erzielt. Wahrend PSGL-1 nicht
fur eine P-Selektin-vermittelte Adhasion verantwortlich gemacht werden konnte, wurde ein
anderer Glykoprotein-Ligand auf humanen Melanomzellen identifiziert?'. Entsprechend
dieser Daten kdnnten B16F10 und NW1539 ahnliche P-Selektin-Liganden besitzen.

Garcia et al. wiesen 2007 nach, dass neben dem Sulfatid SM4 (HSOs-3GalB-1Cer, sul-
fatiertes Galaktosylceramid), welches auf der Kolonkarzinomzelllinie MC38 P-Selektin-ab-
hangige Interaktionen vermittelt, auch die Sulfatide SM3 (HSOs-3GalB-4Glc-1Cer, sulfa-
tiertes Laktosylceramid) und SM2 [GalNAcB-4(HSO;-3)GalB-4GlcB1-Cer, sulfatiertes Gan-
gliotriaosylceramid] P-Selektin-Liganden darstellen. Die beiden letzteren konnten auf
HepG2-Zellen nachgewiesen werden®®, was die P-Selektin-Bindung in Abb. 4-6 erklaren
kénnte.

Fir die Kolonkarzinomzellen HT-29 finden sich in der Literatur keine Hinweise auf eine

22T als auch unter

P- oder L-Selektin-Affinitdt. Dagegen sind sowohl unter statischen
Flussbedingungen™' E-Selektin-vermittelte Wechselwirkungen beschrieben. Als entspre-
chender Ligand wurde C2-O-sLe* identifiziert (s. Kapitel 2.5.3).

Demnach lassen sich die erzielten Ergebnisse, wonach einige PSGL-1-negative Tu-
morzellen mit P-Selektin in Wechselwirkung treten kénnen, gut mit dokumentierten Befun-
den korrelieren. Da P-Selektin sowohl auf aktiviertem Endothel als auch auf aktivierten
Thrombozyten exprimiert wird, ist eine Adhasion der Tumorzellen an beide Komponenten

moglich, was im folgenden vorgestellt wird.
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4.1.4 Untersuchung der Bindungsfahigkeit von Tumorzellen an P-Selek-

tin unter physiologischen Flussbedingungen

Um die Adhasion der Tumorzellen an das Endothel unter kontrollierten Flussbedingun-
gen zu simulieren, kam die in Kapitel 3.11.3 beschriebene Durchflussapparatur zum Ein-
satz. Ein Vorteil dieser Methode gegenuber Versuchen unter statischen Bedingungen ist
die Anpassung an physiologische Verhaltnisse. Desweiteren tragt die Immobilisierung ei-
nes bestimmten Rezeptorproteins (s. Kapitel 3.11.1.2) auf den verwendeten Glastragern
zur Fokussierung auf einzelne Bindungsmechanismen bei, da die Uberlappung mehrerer
potentieller Adhasionsmechanismen ausgeschlossen werden kann.

Die Tumorzellen wurden im Vergleich zu U937 getestet, die als myeloide Zellen Leuko-
zyten-typische Rollbewegungen auf einem P-Selektin/BSA-Substrat ausflihren. In frihe-
ren Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde ermittelt, welches Selektin-BSA-Verhaltnis
das Zellrollen mit charakteristischen Rollgeschwindigkeiten (etwa 5-20 uym/s)
unterstitzt®”3¥'. Flr die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche
wurden die als optimal identifizierten Selektin-BSA-Gemische verwendet (0,2 ug entspr.
2,5 ug/ml bzw. 0,3 ug entspr. 3,75 pg/ml P-Selektin; 0,5% (m/V) BSA). Die P-Selektin-
Menge wurde im Verlauf der Arbeit an unterschiedliche Chargen U937 angepasst, wo-
durch der Einsatz zweier unterschiedlicher Konzentrationen zu erklaren ist.

Gemal der in Kapitel 3.11.4 geschilderten Methode wurden die Zellen nach dem Ein-
bau des P-Selektin-haltigen Glastragers in die Durchflusskammer gespult, in der eine
funfmindtige Sedimentationsphase den Kontakt zwischen Zellen und immobilisiertem
P-Selektin erlaubte. Im Anschluss wurde der Fluss gestartet und das Verhalten der Zellen

aufgezeichnet und ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abb. 4-7 dargestellt.
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Abb. 4-7: Adhdsionsverhalten an P-Selektin unter Flussbedingungen. Humane (im
Fall von HT-29, HepG2, NW1539, U937) bzw. murine (im Fall von B16F10) P-Selektin-
Fc-Chiméren wurden im Gemisch mit BSA auf einem Glastréager immobilisiert und in die
Flusskammer eingebaut. Nach einer Sedimentationsphase wurde das Adhasionsverhal-
ten der Zellen ermittelt.

B16F10, murine Melanomzellen; HepG2, humane Leberkarzinomzellen; HT-29, humane
Kolonkarzinomzellen; NW1539, humane Melanomzellen; U937, humane myeloide Zellen.

Alle untersuchten Tumorzellen zeigten unter Flussbedingungen weder feste Adhasion
noch Rollverhalten. Mit dem Erzeugen des Flusses wurden die Zellen sofort von der
Schicht gelést. Im Gegensatz dazu rollten U937 mit Geschwindigkeiten von
17,74+3,9 um/s entlang humaner P-Selektin-Fc-Chimaren. Ein vergleichbares Verhalten
der U937 konnte auf murinem P-Selektin erzielt werden (v=14,55+2,24 ym/s), womit die
Bindungsmoglichkeit humaner Selektinliganden an die entsprechenden humanen und mu-
rinen Selektine erneut demonstriert werden konnte. Die Ergebnisse flhren zu der
Schlussfolgerung, dass fur Tumorzellen eine direkte Adhasion an das Endothel keine Vor-
aussetzung fur deren Transmigration im Rahmen der hdmatogenen Metastasierung dar-
stellt. Der Extravasationsmechanismus von Krebszellen unterscheidet sich somit von dem
der Leukozyten, die initial Selektin- und nachfolgend Integrin-vermittelt direkt mit dem En-
dothel in Wechselwirkung treten.

Damit stehen die Resultate im Gegensatz zu einigen Befunden, die Adhasion und/oder
Rollverhalten von Tumorzellen auf P-Selektin unter Flussbedingungen dokumentieren. Es
ist allerdings zu berilcksichtigen, dass von den Tumorzellen keine Leukozyten-typischen
Rollgeschwindigkeiten erreicht werden. Im Gegensatz zu parallel untersuchten PSGL-1-
positiven leukozytaren Zellen sind niedrigere Adhasionsraten und bis zehnfach hohere
Geschwindigkeiten zu verzeichnen, was in dem Vorliegen von P-Selektin-Liganden be-

grindet ist, die weniger effizient Zellrollen vermitteln und sensitiver auf Scherstress
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reagieren®’2%2'3 Die Relevanz derartiger direkter Interaktionen von Tumorzellen mit dem
Endothel ist fraglich und mdglicherweise keine zwingende Bedingung flr eine Metastasie-
rung. Dennoch konnte in vivo P-Selektin-abhangiges Rollverhalten von Adenokarzinom-
und Melanomzellen als Voraussetzung fir eine Lungenmetastasierung definiert
werden®?'*, Es kann demzufolge keine generelle Aussage getroffen werden. Bei entspre-
chender Ligandausstattung der Krebszellen ist in vivo eine direkte Adhasion an das Endo-
thel nicht auszuschlielen. Allerdings ist dartber hinaus eine Beteiligung von Thrombo-

zyten anzunehmen.

4.1.5 Wechselwirkung von Tumorzellen mit Thrombozyten

Thrombozyten exprimieren nach Aktivierung P-Selektin, wodurch eine Interaktionsmdg-
lichkeit mit Tumorzellen gegeben ist, wenn entsprechende Liganden auf Tumorzellseite
exprimiert werden. Die Effekte einer derartigen Wechselwirkung, die in einer verstarkten
Metastasierung resultieren, sind in Kapitel 2.5.2 erértert. Neben dem Schutz vor mechani-
schen Einflissen besteht u. a. ein erhdhter Arrest der Tumorzellen im Gefa3system auf-
grund der Bildung Thrombozyten-reicher Aggregate. Um zu untersuchen, ob fiir die zu
charakterisierenden Tumorzellen eine Bindungsmoglichkeit an Thrombozyten besteht,
wurden letztere zunachst hinsichtlich ihrer P-Selektin-Expression getestet. Die Abb. 4-8
stellt die P-Selektin-Expression ruhender und TRAP-14-aktivierter humaner Thrombo-

zyten im Vergleich dar.
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Abb. 4-8: P-Selektin-Expression auf Thrombozyten. Thrombozyten wurden aus Vollblut
isoliert, zum Teil fur funf Minuten mit TRAP-14 aktiviert und mit einem FITC-konjugierten hP-
Selektin-Antikorper inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie erfolgte die Bestimmung der Fluo-
reszenzintensitat als Maf fir die P-Selektin-Expression.

FL1-H, Fluoreszenzintensitat in Kanal 1; hP-Sel-Ak (FITC), anti-Human-CD62P (P-Selektin),
FITC-konjugiert; Thr, Thrombozyten.

Wie die Abbildung verdeutlicht, nimmt die P-Selektin-Expression durch eine TRAP-14-
induzierte Aktivierung der Thrombozyten zu. Bei TRAP-14 handelt es sich um ein synthe-
tisches, aus 14 Aminosauren aufgebautes Peptid, welches mit dem N-Terminus des
Thrombinrezeptors PAR-1 (,protease activated receptor-1%) Ubereinstimmt. Dieser G-Pro-
tein-gekoppelte und aus sieben transmembranaren Domanen bestehende Rezeptor ist
auf Thrombozyten und Endothelzellen lokalisiert. Der extrazellulare N-Terminus kann zwi-
schen Arg-41 und Ser-42 durch Thrombin gespalten werden, wodurch ein neuer N-Termi-
nus exponiert wird. Dieser agiert als gebundender Ligand, indem er an eine andere trans-
membranare Domane bindet und den Rezeptor aktiviert. Synthetische Peptide (TRAPSs),
die den neu gebildeten N-Terminus imitieren, sind in der Lage, den Thrombinrezeptor
ohne Spaltung zu aktivieren. Sie induzieren wie Thrombin eine Konformationsanderung,
die fur die Aktivierung der G-Proteine notwendig ist**2. TRAP-14 wurde als effektiv im Hin-
blick auf eine Thrombinrezeptor- und somit Thrombozytenaktivierung beschrieben und
aus dem Grund fur die Versuche eingesetzt. Mit einer funfminitigen TRAP-14-Behand-
lung der Thrombozyten geht eine Translokation des in den a-Granula gespeicherten
P-Selektins zur Oberflache einher, wie in Abb. 4-8 gezeigt werden kann.

Auf der Grundlage dieser Beobachtung wurden die Tumorzellen mit ruhenden und akti-
vierten Calcein-markierten Thrombozyten (s. Kapitel 3.9.1) fur die Dauer von flinf Minuten

inkubiert und anschlieRend mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abb. 4-9).
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Abb. 4-9: Wechselwirkung von Zellen mit Thrombozyten. Die Zellen wurden im Verhaltnis 1:100 mit
Calcein-markierten und zum Teil TRAP-14-aktivierten Thrombozyten fir funf Minuten bei 37°C inkubiert
und anschlieBend mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Die Peaks sind wie folgt bezeichnet: (a) Zellen; (b) Zellen+ruhende Thrombozyten; (c) Zellen+aktivierte
Thrombozyten.

B16F10, murine Melanomzellen; HepG2, humane Leberkarzinomzellen; HT-29, humane Kolonkarzinom-
zellen; NW1539, humane Melanomzellen; U937, humane myeloide Zellen.

GemalR Abb. 4-9 besteht bei allen untersuchten Zellen eine Wechselwirkung mit
Thrombozyten. Wahrend die Autofluoreszenz der Zellen niedrige Werte verursacht, wer-
den diese in den Thrombozyten-haltigen Proben erhdht, was auf einer Anlagerung der
Calcein-markierten Thrombozyten an die Zellen beruht. Es bestehen dabei Unterschiede
zwischen ruhenden und aktivierten Thrombozyten, wobei bereits ruhende Blutplattchen
hinreichend mit den Zellen interagieren. Dies kdnnte einerseits auf P-Selektin-unabhangi-
gen Mechanismen beruhen. Es ware jedoch auch denkbar, dass im Rahmen der Ver-
suchsdurchfihrung eine TRAP-14-unabhangige Aktivierung, ausgeldst durch mechani-
sche Krafte wahrend der Pipettiervorgange, erfolgt. Fir in vivo-Bedingungen ist beschrie-
ben, dass hohe Scherkrafte Thrombozytenaktivierung und -aggregation induzieren
konnen®®:. In vitro kann eine Aktivierung bereits durch die Bindung von Thrombozyten an
Plastikoberflachen beobachtet werden®**. AuRerdem darf nicht vernachlassigt werden,
dass Thrombozyten durch die Tumorzellen selbst aktiviert werden kénnen (TCIPA, s. Ka-
pitel 2.5.2). Somit kdnnte bei den Proben mit vermeintlich ruhenden Thrombozyten, bei
denen P-Selektin exklusiv in den a-Granula lokalisiert sein sollte, P-Selektin durchaus (zu-

satzlich) auf der Oberflache vorhanden sein.
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Anhand der in Abb. 4-8 dargestellten Untersuchung konnte jedoch bestatigt werden,
dass durch eine TRAP-14-Behandlung die P-Selektin-Expression weiter gesteigert wer-
den kann. Dies korreliert mit den in Abb. 4-9 auftretenden Unterschieden zwischen ruhen-
den und aktivierten Thrombozyten, wodurch die Beteiligung des P-Selektins bei der Adha-
sion an die Zellen anzunehmen ist. Mittels eines P-Selektin-Antikbrpers wurde diese Hy-
pothese am Beispiel der B16F10 untermauert (Abb. 4-10).
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Abb. 4-10: Der Einfluss eines P-Selektin-Antikorpers auf die Tumorzell-Thrombozyt-
Wechselwirkung. Melanomzellen B16F10 wurden im Verhaltnis 1:100 mit ruhenden und teil-
weise aktivierten Calcein-markierten Thrombozyten in Anwesenheit eines hP-Selektin-Antikor-

pers (anti-Human-CD62P) fir finf Minuten inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analy-
siert.

Die Peaks sind wie folgt dargestellt: gestrichelt B16F10; schwarz B16F10+aktivierte Thrombo-
zyten; griin B16F10+ruhende Thrombozyten; rot B16F10+aktivierte Thrombozyten+anti-Hu-
man-CD62P; blau B16F10+ruhende Thrombozyten+anti-Human-CD62P.

FL1-H, Fluoreszenzintensitat in Kanal 1.

Durch den Einsatz eines gegen humanes P-Selektin gerichteten Antikdrpers wird die
Bindung der Thrombozyten an die Melanomzellen gesenkt, was besonders im Fall der ak-
tivierten Thrombozyten deutlich ausgepragt ist. Bei ruhenden Blutplattchen tritt eine leich-
te Erniedrigung der Werte auf, was die geringere P-Selektin-Expression kennzeichnet.
Somit kann von einer P-Selektin-vermittelten Wechselwirkung zwischen Thrombozyten
und Tumorzellen ausgegangen werden.

Far HT-29 ist eine Affinitat zu P-Selektin nicht anzunehmen (Abb. 4-6). Dennoch treten
Wechselwirkungen mit Thrombozyten auf. Uber die verantwortlichen Bindungsmechanis-
men kann an dieser Stelle nur spekuliert werden. Durch eine Aktivierung der Thrombo-

zyten wird nicht nur P-Selektin auf der Oberflache exprimiert. Es muss davon ausgegan-
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gen werden, dass P-Selektin die beobachteten Wechselwirkungen nur teilweise vermittelt.
Die Wirkung anderer Molekule kann nicht ausgeschlossen werden. Beispielhaft sei das
GPlIb/llla genannt, welches zu Tumorzell-Thrombozyt-Interaktionen beitragt, wie in den
Kapiteln 2.2 und 2.5.2 genannt. In seiner aktivierten Form kann es an adhasive Glykopro-
teine wie Fibrinogen, VWF und Thrombospondin binden. Diese sind sowohl im Blutplasma
als auch in den a-Granula ruhender Thrombozyten lokalisiert, wobei sie im Zuge der Akti-
vierung freigesetzt werden. Sie besitzen nicht nur Bindungsstellen fir GPIIb/llla, sondern
auch fur das Integrin aVB3, welches u. a. auf Melanomzellen exprimiert wird. Wird eines
oder mehrere dieser Glykoproteine sowohl von GPIlIb/llla als auch von aVB3 erkannt,
kann es eine Bruckenfunktion ausiben und Tumorzell-Thrombozyt-Interaktionen
fordern®®. GPIIb/llla bindet darliber hinaus Fibrinogen-vermittelt an endotheliales
ICAM-1%%_ Interessanterweise ist eine ICAM-1-Expression auf HT-29-Zellen™' und
Melanomzellen®®® beschrieben. Eine Adhéasion der Thrombozyten (iber das Bindungspaar
GPIIb/llla-ICAM-1 kénnte in diesem Fall méglich sein.

Wie sich die Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und Thrombozyten auf eine Zell-
adhasion auswirkt, sollte im nachsten Schritt untersucht werden. Es ist eine Erhéhung der
Adhasion an immobilisiertes P-Selektin denkbar, da aktivierte Thrombozyten sowohl Uber
P-Selektin als auch tber PSGL-1 verfligen (s. Kapitel 2.1.2.3). Die Bindung des thrombo-
zytaren P-Selektins an Zelloberflachenstrukturen einerseits und die Interaktion des throm-
bozytaren PSGL-1 mit dem immobilisierten P-Selektin andererseits kénnte demzufolge
eine Adhasionssteigerung verursachen. Aus diesem Grund wurde der in Kapitel 4.1.4 vor-
gestellte Flusskammerassay in Gegenwart aktivierter Thrombozyten wiederholt und mik-
roskopisch beurteilt. U937-Zellen bildeten dabei entgegen ihres normalen Verhaltens
Thrombozyt-vermittelt Zellaggregate aus, was durch den Einsatz eines hP-Selektin-Anti-
korpers gesenkt werden konnte. Die Aggregate waren zum Rollen befahigt, wie in Abb.

4-11 dargestellt ist.
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Abb. 4-11: Das Adhéasionsverhalten von U937 an P-Selektin in der Gegenwart
aktivierter Thrombozyten. Nach Inkubation der U937 mit TRAP-14-aktivierten
Thrombozyten im Verhaltnis 1:100 wurden sie in die Durchflusskammer gesplilt.
Nach einer Sedimentationsphase erfolgte die Aufzeichnung des Verhaltens unter
Flussbedingungen. Der schwarze Pfeil markiert ein Zellaggregat, welches entlang
der P-Selektin-Schicht rollt.

(LD-Objektiv, 20fache VergréRerung)

Flr Leukozyten ist ein derartiges Verhalten auch unter in vivo-Bedingungen beschrie-
ben. Demnach erhéhen aktivierte, nicht dagegen ruhende Thrombozyten das Leukozyten-
rollen in murinen GefaRen, was einer Aggregatbildung zuzuschreiben ist*?.

Im Gegensatz zu diesem Befund konnten Thrombozyten im Fall der Tumorzellen keine
Adhasion vermitteln. Sie wurden auch in ihrer Gegenwart sofort von der P-Selektin-
Schicht gespllt. In dhnlicher Weise kann in vivo keine erhéhte Adhasion von NW1539-
Melanomzellen durch Thrombozytenbeteiligung erreicht werden?'. Es ist dariiber hinaus
eine Wechselwirkung von bereits endothelial gebundenen Thrombozyten mit Tumorzellen
beschrieben. In dem konkreten Fall wird eine feste Adhasion von Melanomzellen vermit-
telt, bei der hauptsachlich 83-Integrine beteiligt sind. Ein P-Selektin-unterstitztes Rollen

ist dagegen nicht zu beobachten®®.

Zusammenfassend lassen sich folgende Aussagen zu der Wechselwirkung von Tumor-
zellen mit P-Selektin treffen. Wahrend im statischen Bindungsassay keine Interaktion mit
immobilisiertem P-Selektin auftritt, was modglicherweise durch den Versuchsaufbau be-

dingt ist, kann mittels Durchflusszytometrie eine Wechselwirkung der untersuchten Tu-
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morzellen mit P-Selektin beobachtet werden. Durch die Simulierung von Adhasionsvor-
gangen unter physiologischen Flussbedingungen lasst sich die primare Beteiligung endo-
thelialen P-Selektins ausschlielen. Dagegen ftritt eine P-Selektin-vermittelte Anlagerung
von Thrombozyten an Tumorzellen auf, was die Adh&asion der Tumorzellen an immobili-
siertes P-Selektin nicht erhoht.

Diese Befunde korrelieren mit Studien unter in vivo-Bedingungen, wonach v. a. throm-
bozytares P-Selektin im Prozess der hamatogenen Metastasierung beteiligt ist (s. Kapitel
2.5.4). Anhand von P"-Mausen kann die Bedeutung eindrucksvoll demonstriert werden.
Wahrend allerdings einige Autoren der Meinung sind, dass die mit der P-Selektin-Defizi-
enz einhergehende Senkung der Metastasierung hauptsachlich auf eine Beeinflussung
der Thrombozyten zurlickzufiihren ist'>"2?22343% "yermuten andere, dass besonders endo-
theliales P-Selektin zur Metastasierung beitragt®*?'*#"*, Ein entscheidender Faktor dieser
in vivo-Versuche ist der Einsatz unterschiedlicher Zelltypen. Auf der einen Seite sind die
Thrombozyten von P”-Tieren nicht mehr in der Lage, an Tumorzellen zu adhéarieren??. In
anderen Fallen ist eine derartige Abhangigkeit nicht gegeben, da sich diese Wechselwir-
kung in Wildtyp- und P"-Mausen nicht voneinander unterscheidet® beziehungsweise be-
reits im Wildtyp keine Tumorzell-Thrombozyt-Interaktionen auftreten?'“.

Da eine derartige Diskrepanz selbst bei dem Einsatz von Tiermodellen besteht, kann
mithilfe der in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro-Methoden selbstverstandlich keine all-
gemeinglltige Aussage getroffen werden. Die Ergebnisse favorisieren jedoch die Beteili-
gung thrombozytaren P-Selektins. Bertcksichtigt man die Einzelschritte der hamatogenen
Metastasierung, ist mit dem Eintritt der Tumorzellen in den Blutkreislauf eine sofortige In-
teraktionsmaglichkeit mit den zirkulierenden Thrombozyten denkbar, wahrend eine Adha-
sion an das Endothel mdglicherweise erst spater auftritt. Demzufolge scheint thrombozy-
tares P-Selektin in den frhen Schritten nach der Intravasation beteiligt, wobei die Wir-
kung endothelialen P-Selektins und anderer Adhdsionsmolekile zu einem spateren Zeit-

punkt nicht ausgeschlossen werden soll.
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4.2 Die Inhibition von P-Selektin durch Heparin und semisyntheti-

sche sulfatierte Polysaccharide

Die Inhibition von P-Selektin, das in inflammatorischen Prozessen und der Metastasie-
rung von Tumorzellen involviert ist, stellt eine Option dar, blockierend in pathologische Zu-
stéande einzugreifen. Mogliche Ansatzpunkte der Selektinhemmung wurden im Kapitel 2.6
vorgestellt. Dariber hinaus ist Heparin als P- und L-Selektin-Inhibitor beschrieben (2.7.3)
und mit einer Senkung der Mortalitat von Krebspatienten (2.7.2) in Zusammenhang ge-
bracht worden. Die beobachteten positiven Effekte lassen sich zum Teil mit einer Selektin-
blockade erklaren, wie anhand des Einsatzes von Tiermodellen aufgeklart werden konnte
(2.7.4). Allerdings erlauben in vivo-Methoden nur eingeschrankt Aussagen zum Einfluss
einzelner Rezeptor-Ligand-Paare. Daher bieten in vitro-Modelle die Mdglichkeit, derartige
Ergebnisse zu erweitern.

Basierend auf der nachgewiesenen Bindungsfahigkeit von Heparin an P-Selektin soll-
ten anhand von Zelladhasionsstudien unter physiologischen Flussbedingungen Struktur-
Wirkungsbeziehungen aufgestellt werden®®. Um eine definierte Selektin-Ligand-Interakti-
on betrachten zu kdnnen, wurden PSGL-1-positive U937 hinsichtlich ihres Rollverhaltens
an immobilisiertem P-Selektin untersucht. Mit dem Ziel, die Selektinbindung von Heparin
strukturell zu erfassen, wurden semisynthetische sulfatierte Polysaccharide in die Unter-
suchungen eingeschlossen. Die Durchfihrung und Auswertung der Experimente erfolgten
gemal Kapitel 3.11. Die hemmende Wirkung der Testsubstanzen wurde mittels hydrosta-
tischer Methode (Kapitel 3.11.4) nach einer finfminttigen Sedimentationsdauer der Zellen
ermittelt. Dieser Versuchsaufbau resultiert zum einen in hohen Zellzahlen, zum anderen
ist die Detektion des Ablésens der Zellen von P-Selektin moglich. Da selbst Polysacchari-
de mit geringer Polydispersitat kein exakt definiertes MW besitzen, wurden die Testsubs-
tanzen nicht bezuglich der Molaritat, sondern auf Massebasis miteinander verglichen. Es
kamen jeweils 5 ug, 50 ug und 500 ug zum Einsatz, die in der Flusskammer in etwa 1 ml
FlieRmedium verdunnt wurden. Zur Charakterisierung des inhibitorischen Potentials wur-
den die Parameter ,Zelladhdsion“ und ,Rollgeschwindigkeit® erfasst. Die Adhasion von
U937 in Gegenwart der Substanzen wurde mit der Adhasion im Inhibitor-freien Kontrollex-
periment zu jeder Sekunde fiir einen Zeitraum von 0 s bis 4 s verglichen und ist prozentu-
al als ,relative Zelladhasion“ ausgedriickt. Die Ermittlung statisitisch signifikanter Unter-
schiede wurde jeweils fiir den Endpunkt des untersuchten Zeitraums durchgefiihrt. Die

Rollgeschwindigkeit in Anwesenheit eines Inhibitors anderte sich besonders innerhalb der
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ersten Sekunde verglichen mit dem Kontrollversuch und wird demzufolge fur diesen Zeit-

raum als prozentuale Anderung der Rollgeschwindigkeit dargestellt.

4.2.1 Die Inhibition der Zelladhasion durch Heparine

Um zu bestimmten, in welchem Ausmal’ Heparin die Zellbindung in diesem Assay inhi-
biert, wurden vier Heparine (UFH 1, MMWH, LMWH und VLMWH; s. Tab. 3-2, S. 95) mit
unterschiedlichem Molekulargewicht im Bereich von 15,0 kD (UFH 1) bis 3,4 kD (VLMWH)
untersucht. Da alle fraktionierten Heparine vom selben unfraktionierten Heparin (UFH 1)
degradiert wurden, sind sie in allen anderen strukturellen Parametern wie beispielsweise
funktionellen Gruppen vergleichbar. Der ermittelte Sulfatierungsgrad nach Fraktionierung
ist bei allen Heparinen identisch (DS=1,20) und entspricht einem DS von 2,40 pro Hepa-
rindisaccharideinheit. Zusatzlich wurden die beiden kommerziell erhaltlichen unfraktionier-
ten Heparine Liquemin®N 5000 und Heparin-Natrium 5000 ratiopharm® getestet. Fir Ver-
gleichszwecke wurde Fucoidan mit einem MW von 8,2 kD und einem DS von etwa 1,6 als
etablierter Inhibitor mit einer sulfatierten Polysaccharidstruktur untersucht®®,

Wie oben erwahnt, wurden die Testsubstanzen aufgrund der Polydispersitat auf der
Basis ihrer Massen miteinander verglichen. Bezlglich der Heparine ist zu erwahnen, dass
darlber hinaus kein Zusammenhang zwischen der P-Selektin-Bindung des Heparins und
seiner antikoagulatorischen Aktivitat besteht, weshalb die klinisch gebrauchliche Angabe
von Internationalen Einheiten mithilfe der Beziehung 1 mg = 150 I. E. durch Massenwerte

ersetzt wurde. Abb. 4-12 stellt die Ergebnisse der Untersuchungen dar.
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Abb. 4-12: P-Selektin-Inhibierungspotential von Heparinen und
Fucoidan. A Dargestellt ist der Einfluss von Heparinen und Fucoidan
(50 pg/ml) auf den zeitlichen Verlauf der Adhasion von U937. Die Da-
ten von LMWH und Liquemin® N (p<0,05), MMWH (p<0,01) sowie He-
parin-Natrium ratiopharm® und Fucoidan (p<0,001) sind zum Zeitpunkt
t=4 s statisitisch signifikant verschieden vom Kontrollversuch. B Die
Anderung der Zellrollgeschwindigkeit nimmt mit steigender Inhibie-
rungskapazitat innerhalb der ersten Sekunde zu.

LMWH, ,low molecular weight heparin“; MMWH, ,medium molecular
weight heparin“; UFH 1, unfraktioniertes Heparin; VLMWH, ,very low
molecular weight heparin®.

In Abb. 4-12A ist ersichtlich, dass Fucoidan die Zelladhasion auf 56,0+8,1% reduziert
und die Heparinaktivitat Gbertrifft, was mit friheren Befunden lbereinstimmt®*®. Die beiden
kommerziell erhaltlichen Produkte Liquemin® N 5000 und Heparin-Natrium 5000 ratio-
pharm® senken die Zellbindung auf 77,5+17,8% bzw. 68,2+6,4%. Sie sind dem UFH 1
Uberlegen, das die Adhasion nur auf 86,01£9,8% erniedrigt, was mit den fraktionierten He-
parinen MMWH und LMWH vergleichbar ist. Da VLMWH mit einem MW von 3,4 kD inef-
fektiv ist, kann angenommen werden, dass eine bestimmte minimale Grof3e fur eine Se-
lektininhibition notwendig ist. Dieses Ergebnis Iasst sich mit beschriebenen Untersuchun-
gen vergleichen, die das MW als kritischen Parameter fir die P-Selektin-Hemmung
definieren®?. Die beobachteten Unterschiede zwischen den drei UFHs verdeutlichen, dass
Heparine nicht geeignet sind, um exakte Struktur-Wirkungsbeziehungen aufzustellen.

Zehnfach hohere Mengen sind nicht in der Lage, die Aktivitaten der entsprechenden He-
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parine signifikant zu erhéhen, wobei die in Abb. 4-12A dargestellten Relationen erhalten
bleiben (Daten nicht gezeigt). Dagegen zeigt der Einsatz von 5 pg/ml einen kompletten
Verlust der Effektivitat. Diese nichtlineare Abhangigkeit der Selektinbindung von der Kon-
zentration konnte auch in friiheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe nachgewiesen
werden®”’, was wahrscheinlich einer multivalenten Bindung der polymeren Heparinstruktu-
ren zuzuschreiben ist.

Das Inhibierungspotential der Testsubstanzen wurde zusétzlich durch die Erhéhung
der Rollgeschwindigkeiten, mit der sich U937 auf der P-Selektin-Schicht fortbewegen,
charakterisiert (Abb. 4-12B). Wahrend alle Heparine deren Geschwindigkeit nur leicht er-
hohen, verursachen die beiden aktivsten Substanzen Heparin-Natrium 5000 ratiopharm®
und Fucoidan eine Steigerung auf 111,5+12,3% beziehungsweise 114,0£5,1%.

Berlcksichtigt man die bessere Wirksamkeit von Fucoidan (MW=8,2 kD) verglichen mit
LMWH (MW=6,0 kD) und MMWH (MW=10,5 kD), wird die Relevanz des Molekularge-
wichts im Hinblick auf die Inhibierungsfahigkeit im Verhaltnis zu anderen Parametern wie
der Kohlenhydratgrundstruktur und dem Sulfatierungsgrad fraglich.

Da Heparine mit ihrer variablen und komplexen Struktur ungeeignet sind, um Struktur-
Wirkungsbeziehungen zu ermitteln, wurden nachfolgend semisynthetische Glucansulfate
mit definierter chemischer Zusammensetzung eingesetzt. lhre Testung hatte zum Ziel,

weitere strukturelle Parameter mit Einfluss auf die P-Selektin-Inhibition zu identifizieren.

4.2.2 Der Einfluss des Sulfatierungsgrades auf die P-Selektin-Inhibition

Der natirliche P-Selektin-Ligand PSGL-1 enthalt drei sulfatierte Tyrosine, die in negativ
geladenen Clustern angeordnet sind (s. Kapitel 2.1.2.3). Demzufolge kdnnte ein héherer
DS mit einer besseren Inhibition einhergehen. Um diese Hypothese zu untersuchen, wur-
de eine Serie aus sechs Phycarinsulfaten (PhyS; 8-1,3-Glucansulfate) untersucht, die sich
bei identischem MW von 10 kD, im Bereich zwischen LMWH und MMWH liegend, nur in
ihrem DS voneinander unterscheiden und dabei Werte von 0,00 bis 2,80 annehmen
(PhyS-1 bis PhyS-6; s. Tab. 3-3, S. 96). In Abb. 4-13 ist die Korrelation zwischen DS und
P-Selektin-Inhibition dargestellt.
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Abb. 4-13: P-Selektin-Inhibierungspotential von Phycarinsulfaten.
A Dargestellt ist der Einfluss von Phycarinsulfaten (50 pg/ml) auf den
zeitlichen Verlauf der Adhasion von U937. Die Daten von PhyS-3 bis
PhyS-6 zum Zeitpunkt t=4 s sind statistisch signifikant verschieden
vom Kontrollversuch. B Die Anderung der Zellroligeschwindigkeit
nimmt mit steigender Inhibierungskapazitat innerhalb der ersten Se-
kunde zu, wobei signifikante Unterschiede ab PhyS-3 im Vergleich
zum Kontrollexperiment erreicht werden.

DS, Sulfatierungsgrad; PhyS, Phycarinsulfat.

Die Abb. 4-13A illustriert das Adhasionsverhalten von U937 Uber den angegebenen
Zeitraum. Es kann eine deutliche Abhangigkeit der Inhibierungskapazitat vom DS festge-
stellt werden. Wahrend das unsulfatierte PhyS-1 (DS=0,00) und das gering sulfatierte De-
rivat PhyS-2 (DS=0,75) gegenuber P-Selektin keine Hemmung aufweisen, zeigen Sub-
stanzen mit einem DS21,5 eine viel starkere Aktivitat als LMWH und MMWH. PhyS-4 mit
einem DS von 1,80 reduziert die Zelladhasion auf 32,6+7,6%. Eine weitere Zunahme des
DS bis 2,80 verbessert die Selektinhemmung nicht. Die Korrelation zwischen DS und Inhi-
bierungspotential wird auch im Hinblick auf die Rollgeschwindigkeiten deutlich (Abb.
4-13B). Der Anstieg der Werte ist gut mit den Effekten auf die Zelladhasion in Abb. 4-13A
vergleichbar, wobei die Geschwindigkeiten in Gegenwart von Heparin-Natrium 5000 ratio-
pharm®und Fucoidan stark tibertroffen werden (Abb. 4-12B).

Der bedeutende Einfluss der Ladungsdichte auf die P-Selektin-Inhibition konnte auch
durch die Testung einer Pullulansulfat-Reihe (PulS) verdeutlicht werden. Diese a-1,4/1,6-

Glucansulfate haben ein identisches MW wie die PhyS und zeigen eine graduelle Zunah-
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me des DS von 0,23 bis 2,00 (PulS-1 bis PulS-4; s. Tab. 3-5, S. 97). Wie in der Abb. 4-14
dargestellt, stellen sich PulS-1 und PulS-2 mit einem DS<1,00 als inaktiv heraus. In Ana-
logie zu den Befunden der PhyS, missen PulS einen bestimmten DS Uberschreiten, um
P-Selektin-inhibierende Eigenschaften zu entfalten (DS=1,50 flr PulS-3; DS=2,00 flr
PulS-4).
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Abb. 4-14: P-Selektin-Inhibierungspotential von Pullulansulfaten.
Dargestellt ist der Einfluss von Pullulansulfaten (50 pg/ml) auf den zeit-
lichen Verlauf der Adhasion von U937. Die Daten von PulS-3 und
PulS-4 zum Zeitpunkt t=4 s sind statistisch signifikant verschieden vom
Kontrollversuch.

PulS, Pullulansulfat.

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass sulfatierte Polysaccharide mit
einem den Heparinen vergleichbaren MW (<15 kD) einen bestimmten minimalen DS auf-
weisen mussen, um P-Selektin effektiv zu blockieren. Ein hoherer DS verbessert die Akti-
vitat und scheint mit Werten von 1,80 bis 2,00 ein Maximum zu erreichen. Fucoidan mit ei-
nem DS von etwa 1,6 lasst sich gut mit den erhaltenen Resultaten vergleichen, da es eine
ahnliche Aktivitat wie PhyS-3 (DS=1,48) und PulS-3 (DS=1,50) zeigt.

Obwohl in Betracht gezogen werden muss, dass der DS der semisynthetischen Poly-
saccharide aufgrund der zusétzlich enthaltenen Carboxylgruppen in Heparin nicht direkt
mit dessen Ladungsdichte verglichen werden kann, scheint die Ladung zu der starkeren
P-Selektin-Hemmung von Fucoidan und Glucansulfaten im Vergleich zu Heparin beizutra-

gen.
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4.2.3 Der Einfluss des Molekulargewichtes auf die P-Selektin-Inhibition

Die Resultate der von UFH 1 abgeleiteten Heparine lassen einen nichtlinearen Einfluss
des Molekulargewichtes auf die Selektinbindungskapazitat vermuten. Um auf den Beitrag
der MolekiilgréRe zu fokussieren, wurde die Aktivitat von B-1,3-Glucansulfaten mit ahnli-
chem DS von etwa 1,8, aber unterschiedlichem MW untersucht. Dazu wurden aus der
Reihe der Curdlansulfate (CurS; B-1,3-Glucansulfate) zwei Vertreter ausgewahlt. CurS-4
(MWpp=170 kD) und CurS-5 (MWp=97 kD) wurden mit PhyS-4 (MWup=19 kD) verglichen,
wie in Abb. 4-15A dargestellt.
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Abb. 4-15: P-Selektin-Inhibierungspotential von Curdlansulfaten.
A Um den Einfluss des Molekulargewichtes von -1,3-Glucansulfaten
auf die P-Selektin-Inhibition zu ermitteln, wurden drei Derivate mit ei-
nem DS von etwa 1,8 und dem angegebenen MW miteinander vergli-
chen. B Dargestellt ist der Einfluss unterschiedlicher Curdlansulfate
(50 ug/ml) auf den zeitlichen Verlauf der Adhasion von U937. Die Da-
ten von CurS-2 bis CurS-4 zum Zeitpunkt t=4 s sind statistisch signifi-
kant verschieden vom Kontrollversuch.

CurS, Curdlansulfat; PhyS, Phycarinsulfat.
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Es wird ersichtlich, dass die drei Derivate CurS-4, CurS-5 und PhyS-4 die Zelladhasion
stark senken, was im Gegensatz zu der relativ schwachen Wirkung von UFH 1
(MWup=28 kD) steht (Abb. 4-12A). Diesem Ergebnis zufolge kann angenommen werden,
dass das MW, solange es ein kritisches Minimum Uberschreitet, wie anhand VLMWH ge-
zeigt, nur einen untergeordneten Einfluss auf die P-Selektin-Hemmung von Substanzen
mit hinreichend groRem DS ausubt.

Die geringere Aktivitat der drei UFHs im Vergleich zu den Glucansulfaten kann nicht
mit dem MW, sondern vielmehr mit dem Einfluss des Kohlenhydratgrundgerustes
und/oder den Ladungseigenschaften erklart werden. Um die kombinierte Wirkung von MW
und DS zu bestimmen, wurde die komplette Serie der CurS, die sich im DS voneinander
unterscheiden (CurS-1 bis CurS-4; DS 0,16-1,78; s. Tab. 3-4, S. 97) untersucht und mit
den Effekten von PhyS und PulS verglichen. Die inhibitorische Kapazitat der verschiede-
nen CurS ist in Abb. 4-15B dargestellt. Wie bei PhyS und PulS festzustellen, nimmt die In-
hibierungsfahigkeit mit steigendem DS zu. Nur das niedrig sulfatierte CurS-1 (DS=0,16) ist
unwirksam, wahrend die anderen Derivate etwa gleich effektiv sind. Im Gegensatz zu den
Glucansulfaten mit geringem MW ist der kritische Schwellenwert des DS bei den hochmo-
lekularen CurS viel niedriger. Bereits mit einem Wert von 0,64 wird eine gute P-Selektin-
Blockade erreicht. Dies kdnnte mit einem bestimmten Gleichgewicht aus lokaler Ladungs-
dichte und Gesamtladung erklart werden. Die PhyS organisieren sich womdglich in geord-
neterer Art und Weise auf der P-Selektin-Schicht als fiir die grofsen CurS der Fall. Deren
konformative Anordnung kdnnte zu einer héheren lokalen Ladungsdichte bei niedrigerer
Sulfatierung pro Monomer (DS) fihren. Daher scheint bei Glucansulfaten ein héheres MW
einen kleineren DS zu kompensieren. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass der DS weniger

wichtig ist als die totale Anzahl negativer Ladungen, die P-Selektin prasentiert wird.

4.2.4 Der Einfluss des Kohlenhydratgrundgeriistes auf die P-Selektin-

Inhibition

Die bisher vorgestellten Ergebnisse zum Einfluss von MW und DS kénnen dennoch
nicht vollstandig die geringe Aktivitat der getesteten Heparine erklaren. Zusatzliche struk-
turelle Parameter spielen wahrscheinlich eine Rolle bei der optimalen Prasentation nega-
tiv geladener Reste. Diese Annahme sollte mit dem Vergleich der Aktivitaten von Sub-
stanzen der PhyS- und PulS-Serie Uberprift werden. Sie haben ein identisches MW und

decken einen vergleichbaren DS-Bereich ab, unterscheiden sich jedoch in der Art der gly-
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kosidischen Verknipfung der Glucoseeinheiten voneinander. In PhyS sind die Monomere
in B8-1,3-glykosidischer Form verbunden, wogegen PulS a-1,4/1,6-Glucane mit a-1,6-ver-
bundenen Maltotrioseeinheiten darstellen. In Abb. 4-16 ist die Inhibition der Zelladhasion
in Abhangigkeit des DS dargestellt, wobei MMWH mit vergleichbarer Grofde bericksichtigt

ist.
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Abb. 4-16: P-Selektin-Inhibition in Abhéangigkeit des Sulfatie-
rungsgrades. Dargestellt sind die relativen Zelladhasionen zum Zeit-
punkt t=4 s in Gegenwart von Phycarinsulfaten, Pullulansulfaten und
MMWH in Abhangigkeit des Sulfatierungsgrades bei gleichem Moleku-
largewicht. Signifikante Unterschiede bestehen zwischen den jeweils
vergleichbar sulfatierten Substanzen MMWH und PulS-3 und zwischen
PhyS-4 und PulS-4.

MMWH, ,medium molecular weight heparin®; PhyS, Phycarinsulfat;
PulS, Pullulansulfat.

Anhand der Abbildung wird erneut deutlich, dass PhyS und PulS mit einem DS<1,0 in-
aktiv sind. Allerdings besteht ein signifikanter Unterschied zwischen PhyS-4 und PulS-4,
obwohl sie einen vergleichbaren DS besitzen. Dieses Resultat demonstriert den Einfluss
des Kohlenhydratgrundgertiistes auf die P-Selektin-Inhibition. Dies kann auch durch den
Vergleich von MMWH mit PulS-3 verdeutlicht werden. Diese Substanzen weisen eine
identische GroRe und vergleichbaren DS auf, unterscheiden sich jedoch signifikant in ih-
rem Inhibierungspotential voneinander. Es ist anzunehmen, dass die Art der Polysaccha-
ridstruktur einen weiteren Parameter flr die P-Selektin-Inhibition darstellt. Die Derivate
der PulS-Reihe sind aufgrund der a-1,4/1,6-glykosidischen Verknipfung flexibler als He-

parin und PhyS, wodurch sich eine bessere lokale Prasentation der Ladungstrager ergibt.
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4.2.5 Die in vivo-Aktivitat eines ausgewahlten Phycarinsulfates und

Heparins bei P-Selektin-abhangigen Interaktionen

Um zu untersuchen, ob die in vitro beobachtete P-Selektin-Inhibition durch Glucansul-
fate von klinischer Bedeutung sein konnte, wurde ein Vertreter aus der Reihe der Phyca-
rinsulfate (PhyS-4) ausgewahlt und hinsichtlich seines Einflusses auf P-Selektin-abhangi-
ges Thrombozytenrollen getestet. Zu diesem Zweck wurden humane aktivierte Thrombo-
zyten in das Gefalsystem von Mausen injiziert und ihr Verhalten mittels Intravitalmikros-
kopie in Gegenwart von PhyS-4, Liquemin® N 5000 oder eines P-Selektin-Antikorpers
analysiert®®. Die Versuche entstanden in Kooperation mit Dr. R. J. Ludwig (Zentrum fiir
Dermatologie und Venerologie, Johann-Wolfgang-Goethe-Universitat, Frankfurt/Main,
Deutschland), deren Ergebnisse freundlicherweise in dieser Arbeit vorgestellt werden kon-
nen. Im Gegensatz zu Leukozytenrollen, bei dem alle drei Selektintypen involviert sind, er-
laubt das Modell des Thrombozytenrollens die Fokussierung auf P-Selektin. In normalen
murinen HautgefalRen wird P-Selektin konstitutiv exprimiert®®. Da eine Erkennung muriner
P-Selektin-Liganden durch humane Selektine und vice versa gegeben ist, ist anzuneh-
men, dass eine Blockade des P-Selektins die Interaktionen von Thrombozyten mit dem
GefalRendothel reduziert. In der Tat senkt ein P-Selektin-Antikérper die Fraktion rollender
Thrombozyten auf 57.5+11.67% im Vergleich zu einem Kontrollantikdrper (Abb. 4-17B).
Dies beweist die Beteiligung von P-Selektin bei diesem Prozess, obwohl die nur zum Teil
eintretende Inhibition auf die Wirkung anderer Adhasionsmolekile hindeutet. Dass
GPlIb/llla einen nicht zu vernachlassigenden Einfluss auf die Adhasion von Thrombozyten
auslibt, wurde bereits mehrfach erwahnt. Die Uberlappung mit diesem und ggf. anderen
Bindungswegen muss angenommen werden. Dennoch ist das Modell geeignet, um die Ef-

fekte der Testsubstanzen in vivo zu ermitteln.
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Abb. 4-17: Intravitalmikroskopische Untersuchung der P-Selektin-
abhangigen Interaktion von fluoreszenzmarkierten Thrombozyten
mit dem Endothel. A TRAP-14-aktivierte Thrombozyten wurden in der
Gegenwart von Liquemin® N 5000 oder PhyS-4 (25 mg/kg Korperge-
wicht) im Vergleich zu 0,9% NaCl hinsichtlich ihres Rollverhaltens ge-
testet. B Dargestellt ist der Einfluss eines P-Selektin-Antikdrpers im
Vergleich zu einem Kontrollantikérper (2 mg/kg Kérpergewicht) auf das
Thrombozytenrollen.

Die Daten reprasentieren Mittelwerte + Standardfehler (mindestens
sechs Gefalle von mindestens drei Mausen). Die Vergleiche wurden
mittels des gepaarten Student'schen t-Tests durchgefiihrt.

PhyS-4, Phycarinsulfat-4.

Der Abb. 4-17A kann entnommen werden, dass PhyS-4 in Relation zum Kontrollexperi-
ment (0,9% NaCl) die Fraktion rollender Thrombozyten auf 56,67+10,83% senkt, was ver-
gleichbar mit der Aktivitat des P-Selektin-Antikorpers ist (Abb. 4-17B). Uberraschender-
weise zeigt Liquemin® N 5000 in diesem Assay eine ahnlich ausgepragte Wirksamkeit,
was im Gegensatz zu dem Ergebnis des in vitro-Versuchs steht. Mdglicherweise ist die

Sensitivitat des in vivo-Modells aufgrund der anzunehmenden Uberlappung verschiedener
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Adhasionsmechanismen relativ gering. Dies zeigt erneut, dass die Kombination mit in vit-
ro-Untersuchungen eine sinnvolle Erganzung darstellt. Obwohl bei dem in vivo-Versuch
die P-Selektin-Beteiligung nachgewiesen ist, korreliert dessen Inhibition nicht ausreichend
mit der gesenkten Anzahl an Thrombozytenkontakten. Das kénnte der Grund sein, warum
Substanzen mit unterschiedlichen in vitro-Aktivitaten ahnliche Effekte in vivo ergeben. Da
PhyS-4 und Liquemin® N 5000 ein vergleichbares Inhibierungspotential wie der
P-Selektin-Antikdrper zeigen, kann vermutet werden, dass bereits eine bestimmte P-Se-
lektin-Inhibierungskapazitat ausreicht, um einen maximalen Effekt bei der P-Selektin-Be-
teiligung im Prozess des Thrombozytenrollens zu erzielen.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass sowohl Heparin als auch Glucansulfate aktive
P-Selektin-Inhibitoren sind, wobei die Wirksamkeit der neuartigen Glucansulfate auch un-

ter in vivo-Bedingungen relevant ist.

Die angestellten Betrachtungen konnen wie folgt zusammengefasst werden. Beziiglich
der Untersuchungen an verschiedenen Heparinderivaten lasst sich schlussfolgern, dass
eine bestimmte MinimalgréRe nétig ist, um P-Selektin-inhibierende Eigenschaften aufzu-
weisen, was mit Befunden von Konig et al. Gbereinstimmt**?. Die zwei kommerziell erhaltli-
chen Heparine zeigen eine moderate Bindungsaffinitat, wogegen UFH 1 und davon abge-
leitete Substanzen (LMWH, MMWH) relativ schwach wirksam sind. Dies verdeutlicht den
Einfluss von Produktunterschieden auf die Selektininhibition und die Notwendigkeit der
Aufstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen. Im Gegensatz zu den getesteten Hepari-
nen zeigen einige Glucansulfate eine deutlich ausgepragte Inhibierungsfahigkeit, was an-
hand der strukturellen Eigenschaften erklart werden kann.

Die Heparinfraktionen wurden vom selben Ausgangsprodukt erhalten, zeigen demzu-
folge identische strukturelle Parameter und unterscheiden sich nur in ihrer GréRe vonein-
ander. Die vergleichbaren Aktivitaten von UFH 1, MMWH und LMWH lassen vermuten,
dass das MW von untergeordneter Bedeutung hinsichtlich der P-Selektin-Inhibition ist.
Das wird durch die Effekte der semisynthetischen Glucansulfate bestatigt. Da die Sub-
stanzen der PhyS- und CurS-Reihe, die sich um den Faktor 10 in ihrem MW voneinander
unterscheiden, gleich wirksam sind, kann das Molekulargewicht die den Heparinen Uber-
legenen Aktivitaten der Glucansulfate nicht erklaren.

Die Ladungsdichte dagegen kann als dominanter Parameter betrachtet werden, wobei
eine direkte Korrelation zwischen DS und Inhibierungspotential ermittelt werden konnte.
Dabei bt das MW modulierende Einflisse auf die Ladung aus, indem Substanzen mit ho-

hem MW bereits bei niedrigem DS gute Inhibierungseigenschaften zeigen. Dies hangt
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wahrscheinlich mit der Méglichkeit zusammen, lokal eine hohe Anzahl an Sulfatgruppen
zu arrangieren, auch wenn der DS vergleichsweise gering ist. Nimmt der DS Werte von
>1,5 an, geht dies mit einer optimalen P-Selektin-Inhibition einher. Demzufolge sind die
Heparine mit einem DS von 1,20 nicht ausreichend sulfatiert. Hierbei muss berlcksichtigt
werden, dass deren Ladungsdichte zusatzlich durch die Carboxylgruppen erhoht wird und
die fur die Selektinbindung kritische Ladungsdichte Ubertrifft. Daher kann dieser Faktor die
viel geringer ausgepragte Selektininhibition der Heparine nicht erklaren.

Die glykosidische Verknipfung der Monomere, die die Flexibilitdt der Polymere beein-
flusst, hat ebenfalls einen starken Effekt auf die P-Selektin-Hemmung. In dem Zusam-
menhang sind flexible Polysaccharide mit identischer Monomerstruktur offensichtlich ef-
fektiver, wie fur die PulS ermittelt werden konnte. Dies trifft auch fir die Bindung des na-
tirlichen Liganden PSGL-1 zu®'. Damit kdnnte die Uberlegenheit der PulS (ber die PhyS
erklart werden. Heparin zeigt eine vergleichsweise schwache P-Selektin-Inhibition, was
nicht nur durch seine Molekulgréfe und Ladungsdichte erklart werden kann. Zu welchem
Ausmald die Monomere, deren Verknupfung und resultierende Flexibilitdt von Heparin zu
der niedrigeren Aktivitat als die der Glucansulfate und Fucoidan (Fucose) beitragt, kann
an dieser Stelle jedoch nicht ermittelt werden.

Die Glucansulfate ermoglichen klare strukturelle Korrelationen und weisen eine exzel-
lente P-Selektin-Inhibition auf. Im Gegensatz zu Heparin sind sie wenig antikoagulatorisch
aktiv®*® und erscheinen daher als attraktive Arzneistoffe. Ihr Einsatz bietet die Moglichkeit
der Beeinflussung pathologischer Selektin-vermittelter Zustadnde unter Vermeidung Hepa-
rin-bedingter Nebenwirkungen. Derartige Ziele sind auch mit der Modifikation des Hepa-
ringertsts erreichbar, wie in Kapitel 2.7.3 vorgestellt wurde. Allerdings kénnen dadurch
andere Nachteile wie beispielsweise Produktvariabilitat nicht beseitigt werden.

Mit dem Ziel einer potentiellen Therapieoption wurde PhyS-4 im Vergleich zu Lique-
min®N 5000 zusatzlich in einem in vivo-Modell getestet. In diesem Assay konnte kein Un-
terschied zwischen beiden Testsubstanzen detektiert werden, was mit der Uberlappung
mehrerer Bindungsprozesse erklart werden kann. Es wird allerdings deutlich, dass
PhyS-4 sowohl in vitro als auch in vivo P-Selektin-hemmende Eigenschaften aufweist.
Desweiteren ist Heparin trotz vergleichsweise niedriger in vitro-Aktivitat als effektiver P-
Selektin-Inhibitor unter in vivo-Bedingungen anzusehen. Bei dem klinischen Einsatz von
Heparin sind dariber hinaus weitere biologische Funktionen anzunehmen, wie in den Ka-
piteln 2.7.4 und 2.7.5 beschrieben.
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An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass mittels QCM-Technik (,quartz crystal
microbalance®) tiefere Einblicke in Selektin-vermittelte Wechselwirkungen maoglich sind,
da Informationen Uber die zugrunde liegende Kinetik erhalten werden kénnen. In unserer
Arbeitsgruppe wurden im Rahmen der Dissertation von Herrn Dirk Simonis Heparine und
PhyS hinsichtlich ihrer Bindungsparameter (kon, ko, Ko) an P-Selektin untersucht und mit
den oben vorgestellten Inhibierungspotentialen verglichen. Es konnte u. a. gezeigt wer-
den, dass die Inhibierungsfahigkeit (Senkung der Zelladhasion) exzellent mit ko« korreliert
(R=0,99), wahrend k., die Aktivitat des Inhibitors zu einem geringeren Ausmal} beeinflusst
(R=0,67). Demzufolge scheint die Dissoziation einer Substanz von P-Selektin, die viel
langsamer als die des Liganden PSGL-1 ablauft, ausschlaggebend flr deren hemmende

Wirkung zu sein®®,

Hinsichtlich der Moéglichkeit, Struktur-Wirkungsbeziehungen aufzustellen, sind die ge-
testeten semisynthetischen sulfatierten Polysaccharide als potentielle Arnzeistoffkandida-
ten zu bezeichnen, die Heparin fir bestimmte klinische Anwendungen ersetzen kénnten,

in denen pathologische P-Selektin-vermittelte Prozesse involviert sind.

4.3 Charakterisierung des Phycarinsulfates PhyS-4

4.3.1 Die in vivo-Aktivitait von PhyS-4 im Rahmen der experimentellen

Lungenmetastasierung von Melanomzellen

Wie im Kapitel 2.7.4 aufgefuhrt, senkt Heparin Selektin-abhangig die Metastasierung.
Demzufolge ist diese Wirkung auch durch die Anwendung der semisynthetischen Glucan-
sulfate denkbar. Basierend auf der nachgewiesenen in vitro und in vivo-Aktivitat des Phy-
carinsulfates PhyS-4 wurde diese Substanz im Mausmodell der experimentellen Lungen-
metastasierung von murinen B16F10-Melanomzellen durch Dr. R. J. Ludwig (Zentrum flr
Dermatologie und Venerologie, Johann-Wolfgang-Goethe-Universitat, Frankfurt/Main,

Deutschland) getestet®*?”. Das Ergebnis ist in Abb. 4-18 dargestellt.
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Abb. 4-18: Der Einfluss von PhyS-4 auf die experimentelle
Lungenmetastasierung von B16F10-Melanomzellen. PhyS-4
(20 mg/kg Korpergewicht) bzw. 0,9% NaCl wurden i. v. 30 Minuten
vor Inokulation von 3:10° B16F10-Zellen in Mause injiziert. Nach
elf Tagen erfolgten die Entnahme der Lungen und die Bestimmung
der Anzahl metastatischer Lasionen, wie in friheren Untersuchun-
gen beschrieben?'*.

PhyS-4, Phycarinsulfat-4.

In Abb. 4-18 wird ersichtlich, dass PhyS-4 eine deutliche Reduktion der Metastasierung
bewirkt. Wahrend die Tiere der Kontrollgruppe eine grole Anzahl an Lungenmetastasen
aufweisen, ist diese in der Verumgruppe drastisch reduziert. Der Mechanismus der
PhyS-4-Wirkung ist aufgrund der in den Kapiteln 4.2.2 und 4.2.5 vorgestellten Resultate
durch die Inhibition P-Selektin-abhangiger Wechselwirkungen erklarbar. Es ware aller-
dings auch moglich, dass PhyS-4 darlber hinaus andere Prozesse beeinflusst. Um weite-
re Einblicke in die PhyS-4-Aktivitat zu erlangen, kamen nachfolgend verschiedene in vitro-
Methoden zum Einsatz, deren Ergebnisse in den nachsten Kapiteln vorgestellt werden

sollen.

4.3.2 Weiterfiihrende in vitro-Untersuchungen der Selektininhibition
durch PhyS-4

Im Rahmen der in Kapitel 4.2.2 vorgestellten Experimente konnte PhyS-4 als potenter
P-Selektin-Inhibitor identifiziert werden. Dabei fand die hydrostatische Methode Verwen-
dung. Um auszuschlief3en, dass das Inhibierungspotential primar durch den Versuchsauf-
bau bedingt ist, sollte die P-Selektin-Inhibition erneut unter Flussbedingungen untersucht
werden, wobei ein Rundlaufsystem eingesetzt wurde. Die erhaltenen Ergebnisse wurden

um die Untersuchungen E- und L-Selektin-vermittelter Adhasionsereignisse erweitert. Zu-
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nachst wurden anhand des Verhaltens PSGL-1-positiver U937-Zellen und mit
E-Selektin-transfizierter CHO-Zellen (E-CHO, s. Kapitel 3.7.3) definierte Selektin-Ligand-
Interaktionen betrachtet.

In dem Rundlaufsystem werden die Zellen mittels Pumpe in einem kontinuierlichen
Fluss Uber die Modellschicht gespdlt. In ahnlicher Weise wie fur die Nutzung der hydrosta-
tischen Methode bewirkt die Zugabe eines Inhibitors eine Senkung der Anzahl rollender
Zellen. Das Verhaltnis aus Zellanzahl vor und nach Substanzzugabe beschreibt demzufol-
ge die Inhibition des jeweiligen Selektins. Im Kapitel 3.11.4 ist die genaue Durchfihrung
erlautert. Fir die Untersuchungen an P-Selektin (0,2 ug) wurden erneut U937-Zellen ein-
gesetzt und deren Rollverhalten vor und nach PhyS-4-Zugabe analysiert. Eine Immobili-
sierung von E-Selektin (0,2 ug und 0,4 ug) konnte kein Rollen der U937 erzielen. Es traten
unspezifische Adhasionsereignisse auf, die mit den Untersuchungen an P-Selektin in kei-
ner Weise vergleichbar waren. Die etwa 50fach geringere Affinitat des PSGL-1 zu E- als
zu P-Selektin (s. Kapitel 2.1.2.3) konnte dieses Phanomen in dem Assay erklaren. Aus
diesem Grund musste ein anderes Rezeptor-Ligand-Paar eingesetzt werden. Bekannter-
weise bindet sLe* E-Selektin®°. Daher wurde eine Modellmembran mit dem Liganden
sLe*Lac1 erzeugt (s. Kapitel 3.11.1.3), der das Rollen E-Selektin-positiver E-CHO-Zellen
unterstiitzt®. Mithilfe dieser Versuchsanordnung konnte der PhyS-4-Einfluss untersucht

werden. In Abb. 4-19 sind die Ergebnisse fur P- und E-Selektin dargestellt.
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Abb. 4-19: Der Einfluss von PhyS-4 auf die P- und E-Selektin-vermittelte Zelladhéasion.
Die Ermittlung der P-Selektin-Inhibition erfolgte anhand der Wechselwirkung PSGL-1-positi-
ver U937 mit immobilisiertem P-Selektin. Um den PhyS-4-Einfluss auf E-Selektin zu bestim-
men, wurde die Adhasion E-Selektin-positiver E-CHO an einer sLe*-haltigen Modellmemb-
ran betrachtet. Es wurden jeweils 250 ug PhyS-4 eingesetzt, die in etwa 2,5 ml FlieRmedium
verdiinnt wurden.
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Die Abbildung macht deutlich, dass auch mit diesem modifizierten Versuchsaufbau
eine P-Selektin-Blockade erreicht wird, wobei sich die Werte zwischen hydrostatischer
Methode und Rundlaufsystem minimal voneinander unterscheiden (32.59+7.59% bei t=4 s
vs. 34.36116.65% nach funf Minuten). Die eingangs ermittelte P-Selektin-Inhibierungs-
fahigkeit konnte somit bestatigt werden. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
bereits nach vier Sekunden eintretende Inhibition im weiteren Zeitverlauf annahernd
gleich bleibt und nicht abhangig vom betrachteten Zeitpunkt ist. Desweiteren ist eine Kon-
zentrationserhdhung von 50 pg/ml (s. Kapitel 4.2.2) auf 100 pg/ml nicht mit einer Steige-
rung der Aktivitat verbunden, was erneut die nichtlineare Abhangigkeit der Selektinbin-
dung von der Konzentration dokumentiert. Im Gegensatz dazu weist PhyS-4 keine E-Se-
lektin-inhibierenden Eigenschaften auf (99.54+9.90%).

Dieselbe Versuchsanordnung sollte fir die Untersuchung des PhyS-4-Einflusses auf
die Wechselwirkung von U937 mit immobilisiertem L-Selektin (0,2 ug) verwendet werden.
Da PSGL-1 in der Lage ist, auch an L-Selektin zu binden, kann eine Interaktion angenom-
men werden. Interessanterweise erwies sich der Einsatz des Rundlaufsystems als unge-
eignet. Die Zellen waren nicht fahig, aus dem Fluss heraus an L-Selektin zu binden. Dies
konnte mit dem strukturellen Aufbaus des Rezeptors erklart werden. Im Gegensatz zu
dem langgestreckten, aus neun SCRs bestehenden P-Selektin, weist L-Selektin nur zwei
dieser Struktureinheiten auf. Mdglicherweise sind die Wechselwirkungen nicht weitrei-
chend genug, um einen Kontakt zwischen zellularem PSGL-1 und immobilisiertem L-Se-
lektin zu ermoglichen. Schliet man die in vivo-Gegebenheiten in die Betrachtungen ein,
wird deutlich, dass die Initiierung des Leukozytenrollens durch P-Selektin vermittelt wird.
Unter in vivo-Bedingungen ist eine friihe Beteiligung von L-Selektin dadurch gegeben,
dass es auf den Spitzen der Mikrovilli exprimiert wird und somit trotz der geringen raumli-
chen Ausdehnung gut zuganglich ist. Diese Art der exponierten L-Selektin-Prasentation ist
in dem Flusskammerassay nicht gewahrleistet, weshalb ein L-Selektin-vermitteltes Rollen
der U937 im Rundlaufsystem nicht eintritt. Aus diesem Grund kam erneut die hydrostati-
sche Methode zum Einsatz. Im Gegensatz zu den im Rundfluss vorherrschenden Bedin-
gungen ermoglicht die Sedimentationsphase den initialen Kontakt zwischen Zellen und
immobilisiertem Rezeptorprotein. Mithilfe dieser Methode konnte Zellrollen der U937 auf
L-Selektin erreicht und somit die Inhibition durch PhyS-4 untersucht werden (Abb. 4-20).
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Abb. 4-20: Inhibierung L-Selektin-vermittelter Zelladhdsion durch PhyS-4.
Die Ermittlung der L-Selektin-Inhibition erfolgte anhand der Wechselwirkung
von U937 mit immobilisiertem L-Selektin. Es wurden 250 ug PhyS-4 eingesetzt,
die in etwa 2,5 ml FlieBmedium verdinnt wurden.

Wie aus der Abbildung ersichtlich, hemmt PhyS-4 das Zellrollen in groliem Ausmald.
Wahrend im Kontrollexperiment ein Rollen der U937 beobachtet werden kann, verursacht
PhyS-4 ein fast vollstdndiges Abldsen der Zellen vom L-Selektin-Substrat.

Daruber hinaus konnte im Kontrollversuch ein schnelleres Rollen der U937 beobachtet
werden (>20 pym/s) als fur P-Selektin-vermittelte Interaktionen der Fall. Moglicherweise ist
daflir die schnellere Kinetik des L-Selektins im Vergleich zu P-und E-Selektin verantwort-
lich. Es konnte gezeigt werden, dass die Adhasion von Neutrophilen auf vergleichbaren E-
und P-Selektin- bzw. CD34-Mengen durch identische Bindungsstarken, jedoch unter-
schiedliche Rollgeschwindigkeiten gekennzeichnet ist, wobei eine groflere Geschwindig-
keit auf dem L-Selektin-Liganden CD34 erreicht wurde*'. Obwohl in diesem Assay ein an-
deres Bindungspaar betrachtet wurde, kénnte eine Ubertragung auf die Untersuchungen
der U937 an immobilisiertem L-Selektin mdglich sein und somit der Erklarung des schnel-
len Rollens dienen.

Eine vergleichbar starke Inhibition des L-Selektins durch PhyS-4 konnte auch anhand
der Rolluntersuchungen von PBMCs (,peripheral blood mononuclear cells®) auf einem bio-
tinylierten Polyacrylamid mit 20 mol% sLe* und 5 mol% sulfatiertem Tyrosin ermittelt wer-
den, der starke Ahnlichkeit mit natiirlichen L-Selektin-Liganden aufweist®*2.

Wie bereits in statischen Zelladhasionsassays beobachtet werden konnte®®, inhibiert
PhyS-4 P- und L-Selektin-abhangige Wechselwirkungen, wogegen E-Selektin nicht ge-

hemmt wird. Diese Resultate stimmen mit den Befunden fiir Heparin Uberein, das in glei-
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cher Weise P- und L-Selektin, nicht dagegen E-Selektin blockiert (s. Kapitel 2.7.3). Hepa-
rin und PhyS-4 erflillen als sulfatierte Polysaccharide vergleichbare strukturelle Voraus-
setzungen wie die naturlichen P- und L-Selektin-Liganden (s. Kapitel 2.1.2.3 und 2.1.2.2).
Im Gegensatz dazu ist eine Ladungsabhangigkeit fir E-Selektin-vermittelte Wechselwir-

kungen nicht gegeben (s. Kapitel 2.1.2.1).

Mit den beschriebenen Versuchen konnte die Selektininhibition von PhyS-4 an jedem
Selektin einzeln charakterisiert werden. Desweiteren wurde im Mausmodell eine PhyS-4-
abhangige Senkung der Lungenmetastasierung von murinen B16F10-Melanomzellen be-
obachtet. Um das Metastasierungsverhalten dieser Zellen in vitro zu ermitteln, erfolgten
bereits orientierende Untersuchungen. Bisher konnte fiir B16F10 eine Bindungsfahigkeit
an P-Selektin (s. Kapitel 4.1.3) sowie an Thrombozyten (s. Kapitel 4.1.5) mittels Durch-
flusszytometrie nachgewiesen werden. Um weitere Aussagen zu erhalten, wurde die In-
teraktion von B16F10 mit allen Selektinen betrachtet, wobei die Durchflusszytometrie er-
neut Einsatz fand. Das Ergebnis ist in Abb. 4-21 illustriert.

Kontrolle
= (B16F10+FITC-Ak)

[}
B16F10+mE-Sel+FITC-Ak

W
T B16F10+mL-Sel+FITC-Ak
=
. B16F10+mP-Sel+FITC-Ak

D -

10 10! 102 1032 1n*
FL1-H

Abb. 4-21: Wechselwirkung von B16F10-Melanomzellen mit E-, L- und P-Selektin.
Die murinen Melanomzellen der Linie B16F10 wurden mit je 2,0 yg mE-, mL- und mP-Se-
lektin-Fc-Chimaren und anschlieBend mit einem sekundaren FITC-konjugierten Antikrper
inkubiert. Als Kontrolle dienten Proben, die nur B16F10 und den sekundaren Antikérper
enthielten (grau).

FITC-Ak, anti-Human-IgG (Fc-spezifisch); FL1-H, Fluoreszenzintensitat in Kanal 1, mE-
Sel, murines E-Selektin; mL-Sel, murines L-Selektin; mP-Sel, murines P-Selektin.

Die Abbildung bestatigt die P-Selektin-Bindungsfahigkeit der B16F10, wobei zusatzlich
eine geringer ausgepragte Interaktion mit L-Selektin auftritt, was mit beschriebenen Be-
funden Ubereinstimmt®®. Eine Adh&sion der Zellen an E-Selektin kann dagegen nicht fest-

gestellt werden. In der Literatur ist eine E-Selektin-abhangige Bindung und damit einher-
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gehende Metastasierung von B16-Zellen zu beobachten, wenn diese mit a-1,3-Fucosyl-
transferase Il transfiziert sind, was eine erhohte sLe*-Expression verursacht'3%, Da ge-
maf Abb. 4-21 keine E-Selektin-Affinitat vorliegt, kann davon ausgegangen werden, dass
die untersuchten B16F10 kein oder nicht ausreichend sLe* exprimieren. Dieses Ergebnis
fuhrt erneut zu der Annahme, dass eine Selektin-vermittelte Adhasion am Endothel keine
essentielle Voraussetzung flr den Metastasierungsprozess darstellt. Die Bedeutung der
beobachteten Wechselwirkung der Zellen mit P-Selektin wurde bereits in den Kapiteln
4.1.4 und 4.1.5 diskutiert. Die Bindungsfahigkeit der B16F10 an L-Selektin I&sst auf eine
Leukozytenbeteiligung schlieRen. Wie im Kapitel 2.5.5 erlautert, sind in Abhangigkeit von
der Leukozytenart metastasierungsfordernde Effekte denkbar. Dabei wird eine temporare
Induktion Fut7-abhangiger endogener L-Selektin-Liganden angenommen, was eine Extra-
vasation der Tumorzellen beglinstigt?*®. Fiir diesen Fall ist eine direkte Interaktion zwi-
schen Leukozyten und Tumorzellen nicht erforderlich, was in vivo durch die Ummantelung
mit Thrombozyten vermutlich verhindert wird. Der Versuch wurde in Abwesenheit von
Thrombozyten durchgefiihrt. Somit ist die Oberflache der B16F10 fir L-Selektin zugang-
lich. Es ware durchaus maglich, dass Thrombozyten diese direkte Wechselwirkung blo-
ckieren. Allerdings zeigt das Ergebnis, dass eine prinzipielle L-Selektin-Bindung besteht,
wodurch in vivo eine Interaktion von B16F10 mit Leukozyten an jenen Stellen angenom-
men werden kann, die nur zum Teil von Thrombozyten bedeckt sind.

Um den Einfluss von PhyS-4 auf die beobachteten Selektinbindungen zu untersuchen,
wurde die Substanz mit den jeweiligen Selektin-Fc-Chimaren gemischt, zu den Zellen ge-
geben und die Proben erneut der durchflusszytometrischen Analyse unterzogen. In
Abb. 4-22 sind die PhyS-4-Effekte dargestellt.
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Abb. 4-22: Wechselwirkung von B16F10-Melanomzellen mit L- und P-Selektin so-
wie Einfluss von PhyS-4. Die murinen Melanomzellen der Linie B16F10 wurden mit je
2,0 pg L- und P-Selektin-Fc-Chimaren und zum Teil mit 10 ug PhyS-4 und anschlieRend
mit einem FITC-konjugierten anti-Human-IgG-Antikdrper (Fc-spezifisch) inkubiert. Als
Kontrolle dienten Proben, die nur B16F10 und den FITC-konjugierten Antikdrper enthiel-
ten.

mL-Sel, murines L-Selektin; mP-Sel, murines P-Selektin; n. s., nicht signifikant; PhyS-4,
Phycarinsulfat-4.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass in diesem Assay die P-Selektin-Inhibition durch
PhyS-4 bestatigt werden konnte. Im Gegensatz dazu kann die in Abb. 4-20 nachgewiese-
ne drastische L-Selektin-Blockade im Fall der B16F10 nicht erreicht werden. Eine leichte
Senkung der Werte ist festzustellen, die allerdings keinen statistisch signifikanten Unter-
schied ergibt. Uber die Ursache dieses Resultates kann keine genaue Aussage getroffen
werden. Moéglicherweise sind die Liganden der B16F10 zu starkeren Bindungen fahig als
der auf U937 exprimierte PSGL-1. Da keine Affinitdt der B16F10 zu E-Selektin besteht,
kann eine mdgliche Inhibition durch PhyS-4 mit dieser Versuchsanordnung nicht ermittelt
werden. Dank der zuvor angestellten Untersuchungen am E-CHO/sLe*Lac1-

System (Abb. 4-19) ist eine Aussage dazu allerdings méglich.

Das Glucansulfat PhyS-4 weist P- und L-Selektin-inhibierendes Potential auf, wie durch
die Kombination mehrerer Methoden nachgewiesen werden konnte. Eine Blockade von
E-Selektin ist dagegen nicht méglich. Fur die B16F10/L-Selektin-Wechselwirkung konnte
die zuvor ermittelte Inhibierungskapazitat (Abb. 4-20) nicht reproduziert werden. Eine di-

rekte L-Selektin-vermittelte Interaktion zwischen Tumorzellen und Leukozyten in vivo ist
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wahrscheinlich nur von untergeordneter Bedeutung. Fur Heparin ist neben der Inhibition
von P- auch die Blockade L-Selektin-abhangiger Schritte der Metastasierung beschrieben.
Hierbei wird nicht die Tumorzell-Leukozyt-Bindung, sondern die Leukozyt-Endothel-Inter-
aktion beeinflusst. Bei letzterer sind L-Selektin und endotheliale L-Selektin-Liganden invol-
viert. Geht man davon aus, dass neben PNAds (s. Kapitel 2.1.2.2) endothelialer PSGL-1
(s. Kapitel 2.1.2.3) beteiligt sein kdnnte, ist eine der Abb. 4-20 entsprechenden starke
L-Selektin-Hemmung durch Heparin anzunehmen.

Es ist bekannt, dass der Zeitpunkt der Heparingabe dessen Wirkmechanismus beein-
flusst (s. Kapitel 2.7.4). Eine frihe Injektion (30 Minuten vor Tumorzellinokulation) resul-
tiert in der Blockade P-Selektin-abhangiger Prozesse, wahrend eine spate Injektion (eini-
ge Stunden nach Tumorzellinokulation) hauptsachlich L-Selektin-vermittelte Schritte inhi-
biert. In den Untersuchungen zur Senkung der experimentellen Lungenmetastasierung
(Abb. 4-18) wurde PhyS-4 30 Minuten vor B16F10-Inokulation injiziert. Demzufolge kann
postuliert werden, dass PhyS-4 die in Abb. 4-18 dargestellte Metastasierungssenkung
hauptsachlich tber die Hemmung von P-Selektin entfaltet. Der Einfluss einer spaten
PhyS-4-Administration wurde nicht untersucht. Eine in vivo ablaufende L-Selektin-Hem-
mung durch PhyS-4 konnte allerdings mithilfe eines Mausmodells zur Untersuchung des
»homings“ von T-Lymphozyten in periphere Lymphknoten ermittelt werden — einem Pro-
zess, bei dem L-Selektin mafigeblich beteiligt ist. In Wildtyp-Tieren hatte eine PhyS-4-In-
jektion eine Blockade zur Folge, wogegen in L"-Tieren durch PhyS-4 keine weitere Sen-
kung des ,homings“ erzielt werden konnte, was die Inhibition von L-Selektin beweist**.
Bei der Lymphozytenrekrutierung ist wie fur den angenommenen Vorgang der Leukozy-
tenbeteiligung bei der Metastasierung eine Wechselwirkung von L-Selektin mit dem Endo-
thel ausschlaggebend. Da PhyS-4 derartige Interaktionen inhibiert, ist aufgrund der in vit-
ro und in vivo nachgewiesenen L-Selektin-Inhibierungsfahigkeit ein Eingriff in L-Selektin-
vermittelte Prozesse im Metastasierungsgeschehen anzunehmen, wobei P-Selektin zu ei-

nem friiheren Zeitpunkt blockiert wird.

4.3.2.1 Hemmung der Interaktion von Thrombozyten mit B16F10-Melanomzellen
durch Heparine und PhyS-4

Wie mehrfach erwahnt, ergibt sich die Beteiligung von P-Selektin in einem friihen Sta-
dium nach Tumorzellintravasation aus der Vermittlung von Tumorzell-Thrombozyt-Interak-
tionen. Um zu untersuchen, ob PhyS-4 diese Interaktionen inhibiert, wurden Calcein-gela-
belte Thrombozyten mit Hoechst 33342-markierten B16F10 inkubiert und der Einfluss von
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PhyS-4 im Vergleich zu Heparin-Natrium 5000 ratiopharm® und Enoxaparin-Natrium
(Clexane®) ermittelt. Die Analyse erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie, wie im Kapi-
tel 3.12.1 beschrieben. In den folgenden Abbildungen sind exemplarisch die Ergebnisse

von mindestens drei Versuchen dargestellt.

Abb. 4-23: Interaktion von ruhenden vs. aktivierten Thrombozyten mit B16F10-
Melanomzellen. Isolierte Thrombozyten wurden Calcein-gelabelt, zum Teil mittels
TRAP-14 aktiviert und mit Hoechst 33342-markierten adharenten B16F10 inkubiert.
Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei RT unter leichtem Schiutteln wurde 2x
gewaschen und jeweils identische Sichtbereiche mittels Phasenkontrast (links),
DAPI- (Mitte) sowie FITC-Filter (rechts) betrachtet und ausgewertet. A B16F10+ru-
hende Thrombozyten. B B16F10+aktivierte Thrombozyten. C aktivierte Thrombo-
zyten an nicht-konfluenten B16F10.

(LD-Objektiv, 10fache VergréRerung)

Gemal Abb. 4-23 ist eine Adhasion der Calcein-markierten Thrombozyten an die Me-
lanomzellen zu erkennen, wie durch die griine Fluoreszenz (FITC-Filter) gekennzeichnet
ist. Dabei ist ein Unterschied zwischen ruhenden (Abb. 4-23A) und TRAP-14-aktivierten
(Abb. 4-23B) Thrombozyten festzustellen. Mittels Durchflusszytometrie wurde bereits ein
ahnliches Ergebnis erzielt (Abb. 4-10). Neben den Proben, die konfluente B16F10 enthiel-
ten, wurde die Adhasion der Thrombozyten an nicht-konfluenten Zellen untersucht, um
auszuschlie®en, dass unspezifische Wechselwirkungen mit dem Boden des Kulturgefa-
Res bestehen. In diesem Fall adharieren deutlich weniger Thrombozyten, wobei nur im
Bereich der B16F10 Interaktionen bestehen (Abb. 4-23C). Die potentiellen Bindungspaare
wurden im Kapitel 4.1.5 diskutiert, wobei eine Beteiligung thrombozytaren P-Selektins an-
genommen werden kann.

Fir die folgenden Untersuchungen wurden die Testsubstanzen in je drei unterschiedli-

chen Mengen eingesetzt, wobei stets konfluente B16F10 verwendet wurden, um Verglei-
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che zu gewahrleisten. Zunachst wurde das unfraktionierte Heparin-Natrium 5000 ratio-

pharm® getestet, wie in folgender Abbildung dargestellt (Abb. 4-24).

Abb. 4-24: Der Einfluss von Heparin-Natrium 5000 ratiopharm® auf die Wechsel-
wirkung von aktivierten Thrombozyten mit B16F10-Melanomzellen. Die Vorberei-
tung und Analyse der Proben erfolgte wie beschrieben. Inhibierungsversuche wurden
mit A 500 ug/ml B 250 yg/ml und € 50 pg/ml Heparin-Natrium 5000 ratiopharm®
durchgeflhrt.

(LD-Objektiv, 10fache VergréRerung)

Der Einsatz des unfraktionierten Heparin-Natrium ratiopharm® resultierte in einer Sen-
kung der Thrombozytenadhasion gegeniber dem Kontrollexperiment (Abb. 4-23B). Dabei
sind leichte Unterschiede zwischen den beiden hochsten und der niedrigen Konzentration
zu beobachten. Um zu ermitteln, ob fraktioniertes Heparin einen ahnlichen Effekt verur-
sacht, wurde nachfolgend der Einfluss von Enoxaparin-Natrium (Clexane®) untersucht.
Wie das unfraktionierte Heparin ist das fraktionierte Heparin in der Lage, die Thrombo-
zytenadhasion zu inhibieren, wobei erneut leichte Unterschiede zwischen den getesteten
Heparinkonzentrationen bestehen. Auch das Phycarinsulfat PhyS-4 erweist sich in diesem
Assay als wirksam, wobei wiederum leichte Konzentrationsunterschiede bestehen. Um
die Effekte aller Inhibitoren vergleichen zu kénnen, werden sie im folgenden Diagramm

zusammengefasst (Abb. 4-25).
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aT+UFH 500 pg/ml |—| *

aT+UFH 250 pgimi | —{ %

aT+LMWH 500 pg/ml |—| *

aT+LMWH 250 pg/ml —
aT+LMWH 50 pg/ml b———
aT+Phys-4500 ugmi | ——q%
aT+PhyS-4 250 pg/ml b———
aT+PhyS-4 50 pg/ml b——
L] L] L] - L] L] 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Thrombozytenzahl/Bildausschnitt

Abb. 4-25: Vergleichende Darstellung der Thrombozytenadhdsion an B16F10-
Melanomzellen unter dem Einfluss verschiedener Testsubstanzen. Statistisch si-
gnifikante Unterschiede sind jeweils im Vergleich zu aktivierten Thrombozyten
(schraffiert) angegeben.

aT, aktivierte Thrombozyten; LMWH, ,low molecular weight heparin® (Enoxaparin-Na-
trium, Clexane®); PhyS-4, Phycarinsulfat-4; rT, ruhende Thrombozyten; UFH, unfrak-
tioniertes Heparin (Heparin-Natrium 5000 ratiopharm®).

Es ist ersichtlich, dass die TRAP-14-induzierte Thrombozytenaktivierung im Vergleich
zu ruhenden Thrombozyten eine erhdhte Wechselwirkung mit den Melanomzellen nach
sich zieht, was mit den Ergebnissen der Durchflusszytometrie vergleichbar ist (Fluores-
zenzintensitat B16F10+ruhende Thrombozyten vs. B16F10+aktivierte Thrombozyten:
250,63+51,15 vs. 436,94191,24; p<0,05). Alle untersuchten Substanzen sind in der je-
weils groften Konzentration als wirksame Inhibitoren einzustufen. In den niedrigeren Kon-
zentrationen sind schwachere Effekte zu verzeichnen, die zwar im Vergleich zum Kontroll-
versuch geringere Thrombozytenzahlen ergeben, die sich davon allerdings nicht mehr
statistisch signifikant unterscheiden.

Es kann jedoch zusammengefasst werden, dass UFH, LMWH und PhyS-4 in der Lage
sind, die Anlagerung von Thrombozyten an Melanomzellen konzentrationsabhangig zu in-
hibieren. Da anhand der bisherigen Untersuchungen eine P-Selektin-Hemmung der Sub-
stanzen nachgewiesen werden konnte, kann angenommen werden, dass PhyS-4 — wie
Heparin — die Adhasion der Thrombozyten an die Melanomzellen durch eine P-Selektin-
Blockade herabsetzt. Da die Beteiligung von P-Selektin im Rahmen der Metastasierung
v. a. in der Vermittlung von Tumorzell-Thrombozyt-Interaktionen liegt (s. Kapitel 2.5.4),
kann durch den Einsatz von P-Selektin-Inhibitoren ein Eingriff in diesen Prozess erreicht

werden. Der Mechanismus der Heparinwirkung ist teilweise nachgewiesen, wobei u. a. P-
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und L-Selektin-hemmende Eigenschaften eine Metastasierungssenkung verursachen
(s. Kapitel 2.7.4). Fur das neuartige Glucansulfat PhyS-4 konnte im Rahmen dieser Arbeit
ebenfalls eine P- und L-Selektin-Blockade sowie darlber hinaus eine Reduktion der
Lungenmetastasierung®’ gezeigt werden. Somit stellt diese Substanz einen vielverspre-
chenden Arzneistoffkandidaten dar, die moglicherweise vergleichbar positive Effekte auf
den Verlauf von Krebserkrankungen ausibt wie Heparin. Aufgrund der schwach antiko-
agulatorischen Aktivitat*** konnte PhyS-4 dem Heparin hinsichtlich Nutzen-Risiko-Verhalt-

nis sogar uberlegen sein.

4.4 Untersuchung Selektin-unabhangiger Adhasionsmechanismen

am Beispiel von B16F10-Melanomzellen

In den bisher vorgestellten Ergebnissen wurde auf die Beteiligung von Selektinen im
Metastasierungsgeschehen fokussiert und potentielle Inhibierungsmdglichkeiten vorge-
stellt. Neben Selektinen werden Integrine und Adh&sionsmolekile der Immunglobulin-Su-
perfamilie mit einer Metastasierung in Zusammenhang gebracht. Um weitere Bindungs-
wege zu identifizieren, wurde nachfolgend die Melanomzelllinie B16F10 hinsichtlich Se-

lektin-unabhangiger Metastasierungsmechanismen untersucht.

4.4.1 Charakterisierung des Adhasionsverhaltens von B16F10 an Endo-

thelzellen unter physiologischen Flussbedingungen

Mit dem Ziel der weiteren Annaherung an physiologische Gegebenheiten wurde die
Adhasion von B16F10 am Endothel untersucht. Fur diesen Zweck wurden murine Endo-
thelzellen der Hirnrinde (bEnd3, s. Kapitel 3.7.2) auf Glasplattchen kultiviert, wie im Kapi-
tel 3.11.2 erlautert. BEnd3-Endothelzellen exprimieren auf ihrer Zelloberflache neben
ICAM-1 und MadCAM-1 auch E- und P-Selektin sowie VCAM-1, deren Expression durch
TNF-a, LPS oder IL-1 induziert oder erhdht werden kann®*®*¢. Aus diesem Grund wurden
die bEnd3-Zellen vor der Durchfihrung der Adhasionsexperimente mit 50 ng/ml TNF-a sti-
muliert. Die auf den Glasplattchen befindlichen stimulierten Zellen wurden in die Durch-

flusskammer eingebaut, um das Verhalten der B16F10 unter Flussbedingungen simulie-
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ren zu kdnnen, wobei erneut die hydrostatische Methode Einsatz fand (s. Kapitel 3.11.4).
Das Ergebnis ist in Abb. 4-26 dargestellt.

Abb. 4-26: Wechselwirkung von B16F10-Melanomzellen mit bEnd3-Endothel-
zellen unter Flussbedingungen. Murine Melanomzellen der Linie B16F10 wur-
den in die Durchflusskammer gespiilt, in die ein mit murinen bEnd3-Endothelzel-
len beschichtetes Glasplattchen eingebaut wurde. Nach einer fiinfminitigen Sedi-
mentationsphase wurden die B16F10 hinsichtlich ihres Adhasionsverhaltens unter
Flussbedingungen analysiert.

(LD-Objektiv, 20fache VergroRerung)

Wahrend mit einem P-Selektin-Substrat keine Wechselwirkungen der Zellen erfolgten,
konnte an bEnd3-Endothelzellen eine Adhasion beobachtet werden. Aufgrund der voran-
gegangenen Untersuchungen an isoliertem P-Selektin scheint endotheliales P-Selektin
keine dominante Rolle einzunehmen. Méglicherweise herrschen jedoch andere Voraus-
setzungen, wenn der Rezeptor zellgebunden in physiologischer Umgebung vorliegt. Um
eine Beteiligung von P-Selektin in diesem Versuchsaufbau auszuschliefen, wurde das

Verhalten der Zellen in Gegenwart eines P-Selektin-Antikdrpers ermittelt (Abb. 4-27).
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Abb. 4-27: Adhésionsverhalten von B16F10 an bEnd3-Endothel-
zellen unter Flussbedingungen. Die murinen Melanomzellen der Li-
nie B16F10 wurden in Anwesenheit eines mP-Selektin-Antikérpers hin-
sichtlich ihres Adhasionsverhaltens unter Flussbedingungen ber den
angegebenen Zeitraum analysiert.

B16F10, murine Melanomzellen; mP-Sel-Ak, anti-Maus-CD62P (P-Se-
lektin).

Die Abbildung verdeutlicht, dass der P-Selektin-Antikdrper unter diesen Bedingungen
keine Senkung der Zelladhasion verursacht, was erneut die fehlende P-Selektin-Beteili-
gung kennzeichnet. Demzufolge kann die aufgestellte Hypothese, wonach B16F10 nicht
primar Uber die Wechselwirkung mit endothelialem P-Selektin metastasieren, bestatigt
werden. Da durch die TNF-a-Behandlung der Endothelzellen die Expression weiterer Ad-

hasionsmolekule gesteigert wird, ist der Einfluss anderer Bindungspaare anzunehmen.

Far Melanomzellen ist besonders die VLA-4/VCAM-1-Interaktion mit einer Metastasie-
rung verbunden (s. Kapitel 2.5.6). Deren Beteiligung im Adhasionsgeschehen wird in den
nachfolgenden Untersuchungen naher charakterisiert. An den eingesetzten bEnd3-Zellen
konnte in unserer Arbeitsgruppe im Rahmen der Dissertation von Frau Sara Gosk eine
TNF-a-induzierte VCAM-1-Expression nachgewiesen werden®"’. Die VLA-4-Positivitat der
verwendeten B16F10 wurde mittels Durchflusszytometrie (s. Kapitel 3.13.7) ermittelt, wie
in Abb. 4-28 dargestellt.
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Abb. 4-28: VLA-4-Expression auf B16F10-Melanomzellen. Die muri-
nen Melanomzellen der Linie B16F10 wurden mit einem gegen die a4-
Untereinheit des Integrins gerichteten Antikdrper inkubiert und mit ei-
nem sekundaren FITC-konjugierten Antikbrper markiert.

anti-a4, anti-Maus CD49d (Integrin a4-Kette); B16F10, murine Mela-
nomzellen; FITC-Ak, FITC-konjugierter anti-Ratte-gG2.-Antikorper;
FL1-H, Fluoreszenzintensitat in Kanal 1.

Dieser Versuch bestatigt zunachst das Vorliegen einer a4-Untereinheit, die in VLA-4
mit einer B1-Kette assoziiert vorliegt. Die Expression von a47, einem weiteren Integrin
mit entsprechender a-Untereinheit kann nicht ausgeschlossen werden. Allerdings finden
sich in der Literatur keine Hinweise auf eine derartige Expression bei Melanomzellen. Im
Gegensatz dazu existieren zahlreiche Studien Uber das Vorliegen von VLA-4 und dessen
Einfluss auf die Metastasierung.

Wie im Kapitel 2.2.2 vorgestellt, unterliegen Integrine einer schnellen Aktivierung, die
sowohl Uber Aviditats- als auch Affinitdtsanderungen erreicht wird. Um diesem Phanomen
Rechnung zu tragen, wurden die B16F10-Zellen in Anlehnung an Zwartz et al.’® mit 1 mM
Mn?* stimuliert. Dadurch wird eine Konformationsanderung des Integrins mit einhergehen-
der Affinitatserhohung erzielt (s. Kapitel 2.2.2.1), wobei angenommen wird, dass Mn?* im
Bereich des MIDAS-Motivs der I-ahnlichen Doméane der 8-Untereinheit bindet'"°.

In der folgenden Abbildung ist der Adhasionsverlauf stimulierter vs. unstimulierter
B16F10 an bEnd3-Zellen dargestellt, wobei zusatzlich die Involvierung von VCAM-1 be-
ricksichtigt wird (Abb. 4-29).
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Abb. 4-29: Adhasionsverhalten von B16F10-Melanomzellen an
bEnd3-Endothelzellen unter Flussbedingungen. Die murinen Mela-
nomzellen der Linie B16F10 wurden zum Teil mit 1 mM Mn2* (5 min,
37°C) stimuliert und in Anwesenheit eines mVCAM-1-Antikorpers hin-
sichtlich ihres Adhasionsverhaltens unter Flussbedingungen Uber den
angegebenen Zeitraum analysiert. Statistisch signifikante Unterschiede
sind jeweils im Vergleich zur Adhéasion stimulierter B16F10 angege-
ben.

B16F10, murine Melanomzellen; mVCAM-1-Ak, anti-Maus-CD106
(VCAM-1).

In Abb. 4-29 wird zum einen deutlich, dass die Mn*-Behandlung eine geringe, wenn
auch statistisch signifikante Steigerung der Zelladhasion zur Folge hat. Es fallt allerdings
auf, dass bereits unbehandelte B16F10 ein hinreichendes Adhasionsvermdgen aufwei-
sen. Desweiteren kann der Abb. 4-29 entnommen werden, dass eine VCAM-1-Blockade
in einer Senkung der Werte resultiert, womit von einer VCAM-1-Beteiligung ausgegangen
werden kann. Dessen Inhibition fiihrt zwar zu einer statistisch signifikanten, allerdings un-
vollstdndigen Hemmung der Adhasion. Dieses Phanomen der partiellen Inhibition durch
VCAM-1-Antikdrper konnte auch bei anderen Zell-Zell-Interaktionen in vitro®® und in ei-
nem Mausmodell der Melanomzellmetastasierung beobachtet werden, bei dem derselbe
Antikorper (M/K-2) zum Einsatz kam?*. Dies kann mit der Tatsache begriindet werden,
dass VCAM-1 meist in der 7d-Form mit zwei Integrinbindungsstellen vorliegt und somit
eine bivalente VLA-4-Bindung vermittelt (s. Kapitel 2.3.1), die nicht komplett durch den
Antikérper inhibiert wird. Von Abe und Mitarbeitern konnte gezeigt werden, dass unter
Flussbedingungen ausschlieBlich Modul 1 fur die Interaktion mit a4-Integrinen genutzt
wird, wahrend unter statischen Bedingungen sowohl Modul 1 als auch Modul 4 zur
Ligandbindung beitragt'? (s. Kapitel 2.3.1). Die in Abb. 4-29 vorgestellten Versuche wur-

den unter Flussbedingungen durchgefihrt, weshalb angenommen werden konnte, dass
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nur ein Ig-Modul beteiligt und somit der Einfluss der Bivalenz nicht gegeben sei. Allerdings
koénnten in der initialen finfminltigen Sedimentationsphase durchaus Wechselwirkungen
durch beide Module vermittelt werden.

Eine Uberlappung mit anderen Bindungsmechanismen kdnnte ebenfalls die nur zum
Teil eintretende Adhasionssenkung durch VCAM-1-Blockade erklaren. Anhand der zuvor
angestellten Untersuchungen kann eine E- sowie P-Selektin-Beteiligung allerdings ausge-
schlossen werden (Abb. 4-21 bzw. Abb. 4-27). Das ebenfalls auf bEnd3 exprimierte Mad-
CAM-1 zahlt zur Gruppe der PNAds und vermittelt Interaktionen mit L-Selektin und dem
Integrin a487 (s. Kapitel 2.1.2.2). Da B16F10 Uber keine der genannten Rezeptoren ver-
fugt, scheint eine Adhasion an MadCAM-1 unwahrscheinlich. Desweiteren erreicht dessen
TNF-a-induzierte Expressionszunahme auf bEnd3-Zellen erst nach 12 bis 18 Stunden ihr
Maximum?®®, Da die durchgefiihrten Untersuchungen nach vier Stunden erfolgten, kann
nicht von einer deutlich ausgepragten MadCAM-1-Expression ausgegangen werden. Al-
lerdings wird im gleichen Zeitraum die ICAM-1-Expression gesteigert. Seine Liganden
sind B2-Integrine, die typischerweise auf Leukozyten vorkommen. In malignen Melanom-
zellen sind dagegen aus der Reihe der B-Integrine erhohte Level an 81- und $3-Unterein-
heiten zu finden. Von den bekannten, auf bEnd3 exprimierten Adhasionsmolekilen
scheint hinsichtlich der Ligandausstattung der B16F10 auRer dem VCAM-1-vermittelten
Bindungsweg kein anderer Mechanismus deren Adhadsion zu fordern. Unspezifische
Wechselwirkungen kénnten eine Rolle spielen, die die Untersuchungen ungtinstig beein-
flussen. Aus diesem Grund erfolgten alle weiteren Versuche an isoliertem VCAM-1, wie

im folgenden vorgestellt wird.

4.4.2 Charakterisierung des Adhasionsverhaltens von B16F10 an

VCAM-1 unter physiologischen Flussbedingungen

In Analogie zu den Versuchen an immobilisiertem P-Selektin erfolgte die kovalente Bin-
dung von murinen VCAM-1-Fc-Chimaren an der Oberflache von Glasplattchen (s. Kapitel
3.11.1.2), die nachfolgend in die Durchflusskammer eingebaut wurden, um eine Untersu-
chung unter Flussbedingungen zu gewahrleisten. Die B16F10-Zellen wurden in unbehan-
delter Form sowie Mn#-stimuliert mittels hydrostatischer Methode hinsichtlich ihres Adha-
sionsverhaltens an VCAM-1 untersucht (Abb. 4-30).
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Abb. 4-30: Adhéasionsverhalten von B16F10-Melanomzellen an
mVCAM-1 unter Flussbedingungen. Die murinen Melanomzellen der
Linie B16F10 wurden zum Teil mit 1 mM Mn2* (5 min, 37°C) stimuliert
und nach einer funfminutigen Sedimentationsphase hinsichtlich ihres
Adhasionsverhaltens unter Flussbedingungen Uber den angegebenen
Zeitraum analysiert. Statistisch signifikante Unterschiede sind jeweils
im Vergleich zur Adhasion stimulierter B16F10 angegeben.

B16F10, murine Melanomzellen.

Es besteht eine starke Bindungsfahigkeit der B16F10 an VCAM-1, wobei die in
Abb. 4-29 beobachtete Tendenz der Mn?*-abhangigen Adhasionsverstarkung an isolier-
tem VCAM-1 wesentlich deutlicher ausgepragt ist. Der Einsatz des Rundlaufsystems lie-
ferte dasselbe Ergebnis. Wahrend unstimulierte B16F10 eine geringe Adhasion zeigten,
erhohte sich diese drastisch nach Mn?*-Injektion in das FlieBmedium (Anzahl adharierter
Zellen unstimuliert vs. stimuliert: 4+2 vs. 4719; p<0,01). Damit unterscheidet sich dieses
Ergebnis erheblich von dem in Abb. 4-29 gezeigten Resultat an Endothelzellen, bei dem
unspezifische Wechselwirkungen mdéglicherweise einen nicht zu vernachlassigenden Ein-
fluss ausliben. Entgegen der Befunde von Saini et al.>*° und Klemke et al.>**, die ebenfalls
die Melanomzelladhasion an rekombinantem VCAM-1 untersuchten, erhoht eine Behand-
lung mit Mn?* den Anteil adharierter B16F10 erheblich. Es ist festzuhalten, dass in beiden
Untersuchungen sowohl andere Zelllinien als auch andere Methoden verwendet wurden.
Saini und Mitarbeiter nutzten einen statischen Adhasionsassay, in dem die Zellen fir ei-
nen Zeitraum von 60 Minuten mit VCAM-1 inkubiert wurden®®*, wahrend von Klemke und
Kollegen die Adhésion der Zellen an VCAM-1 mittels Durchflusszytometrie nach 20-minu-
tiger Inkubationszeit analysiert wurde?®. In dem eingesetzten Flusskammerassay betragt
die Kontaktzeit zwischen Zellen und VCAM-1 allerdings nur finf Minuten, bevor die Stro-

mungsbedingungen einsetzen (hydrostatische Methode) bzw. befinden sich von Anfang
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an unter FlieBbedingungen (Rundlaufsystem). Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass mit vergleichbaren Methoden &hnliche Ergebnisse erhalten werden. Es ware denk-
bar, dass auf unbehandelten B1610 ein gewisser Anteil hochaffines VLA-4 vorhanden ist,
der allerdings nicht ausreicht, um die Bindung zwischen den Zellen und VCAM-1 in der
kurzen Zeit zu stabilisieren. Besteht dagegen die Mdoglichkeit einer langeren Wechselwir-
kung, konnte nach der initialen Ligandbindung durch hochaffines VLA-4 eine aktivitatser-
héhende Clusterung der Integrinmolekiile auf der Zelloberflache einsetzen, so dass eine
Mn#-Behandlung mdglicherweise keinen weiteren Effekt erzielt (s. Kapitel 2.2.2.2).

Es kann postuliert werden, dass zu einem friihen Zeitpunkt der metastatischen Kaska-
de hauptsachlich Selektin-vermittelte Prozesse zum tragen kommen und zu der Bildung
von Mikroemboli fiihren, die in dem Arrest der Melanomzellen im Gefalisystem resultie-
ren. Dadurch erdffnet sich die Moglichkeit der direkten Adhasion an das Endothel, die
durch den VLA-4/VCAM-1-Bindungsweg vermittelt wird, womit dieser malfdgeblich zur Me-
tastasierung beitragt. Eine Inhibition dieser Interaktion stellt demzufolge eine potentielle
Intervention in die metastatische Kaskade VLA-4-positiver Tumorzellen dar. Wie im Kapi-
tel 2.5.6.1 vorgestellt, sind einige Ansatzpunkte denkbar, die entweder endotheliales
VCAM-1 oder Tumorzell-stadndiges VLA-4 targetieren. Der Einsatz spezifischer VLA-4-An-
tagonisten birgt jedoch das Risiko unerwinschter Nebeneffekte, wie beispielsweise der
Unterdrickung erforderlicher Immunantworten. In den vorangegangenen Kapiteln konnte
demonstriert werden, dass Heparin und semisynthetische sulfatierte Polysaccharide in der
Lage sind, Uber eine Selektinblockade in das Metastasierungsgeschehen einzugreifen.
Wahrend in vivo deutliche Effekte zu beobachten sind, stellt sich Heparin jedoch als rela-
tiv schwacher P-Selektin-Inhibitor in vitro heraus. Neben der Targetierung Selektin-vermit-
telter Vorgange wird eine Reihe anderer Heparinwirkungen diskutiert, die potentiell bei der
Metastasierungssenkung beteiligt sind. Dazu z&hlen beispielsweise (i) Inhibierung der An-
giogenese via TFPI-Freisetzung, (ii) Modulierung der Bindung von Wachstumsfaktoren
und (iii) Hemmung der Heparanase-Aktivitat (s. Kapitel 2.7.5). Neben diesen bekannten
kénnte Heparin Uber bislang unbekannte Mechanismen einen Eingriff in die metastatische

Kaskade erreichen.
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4.4.3 Beeinflussung des VLA-4/VCAM-1-Bindungsweges durch Heparin

Bislang konnte gezeigt werden, dass Melanomzellen neben Selektin-vermittelten Pro-
zessen zusatzlich die VLA-4/VCAM-1-Interaktion nutzen. Im folgenden sollte untersucht
werden, inwieweit ein Eingriff von Heparin in diesen Bindungsweg moglich ist. Dabei ist
entweder die Targetierung von VLA-4 oder VCAM-1 denkbar. Um die Zielstruktur zu iden-
tifizieren, kam die Kombination unterschiedlicher Techniken zum Einsatz. Zunachst wurde
das unfraktionierte Heparin-Natrium 5000 ratiopharm® hinsichtlich der Inhibition der
B16F10-Adhasion an VCAM-1-Fc-Chimaren untersucht, wie in Abb. 4-31 dargestellt. Um
einen maximalen Adhasionseffekt zu erreichen, wurden die Zellen in allen Untersuchun-

gen mit Mn?* stimuliert.
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Abb. 4-31: Adhdsionsverhalten von B16F10-Melanomzellen an mVCAM-1 unter
Flussbedingungen sowie Inhibition durch UFH. Die murinen Melanomzellen der
Linie B16F10 wurden mit 1 mM Mn2* (5 min, 37°C) stimuliert und nach einer flinfmi-
nitigen Sedimentationsphase hinsichtlich ihres Adhésionsverhaltens unter Flussbe-
dingungen Uber den angegebenen Zeitraum analysiert. Die Testung von UFH wurde
mit (1) bzw. ohne (2) finfminltige Prainkubation bei 37°C durchgefihrt.

Statistisch signifikante Unterschiede sind jeweils im Vergleich zur Adhasion stimulier-
ter B16F 10 angegeben.

B16F10, murine Melanomzellen; stim., stimuliert; UFH, unfraktioniertes Heparin (He-
parin-Natrium 5000 ratiopharm?®).
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Anhand der Abb. 4-31 wird deutlich, dass die Art des Versuchsaufbaus einen erhebli-
chen Einfluss auf das Ergebnis nimmt. Wahrend mit Methode 2, die hauptsachlich auf
eine Hemmung des immobilisierten VCAM-1 abzielt, keine Inhibition beobachtet werden
kann, wird durch die Modifizierung der Versuchsanordnung ein deutlicher Effekt erreicht,
der konzentrationsabhangig erfolgt. Bei dieser als Methode 1 bezeichneten Durchfuhrung
werden die B16F10 zunachst mit Mn?** und Heparin zusammen fir finf Minuten inkubiert.
In diesem Zeitraum erfolgt die Wechselwirkung mit den Zellen, bevor diese in die Fluss-
kammer gespllt und analysiert werden. Dasselbe Ergebnis wird erhalten, wenn zuerst die
Mn?*-Stimulation der Zellen und anschlieBend die Prainkubation mit Heparin erfolgt.

Die Resultate deuten darauf hin, dass Heparin in die VLA-4/VCAM-1-Interaktion ein-
greift, indem es Strukturen auf Tumorzellseite inhibiert. Da der Bindungspartner von
VCAM-1 auf den untersuchten B16F10 als das Integrin VLA-4 identifiziert werden konnte,
kann eine Hemmung dieses Adhasionsmolekils angenommen werden. Eine Targetierung
von VCAM-1 scheint dagegen nicht einzutreten.

Um die Hypothese zu Uberprifen, wurden VCAM-1-Fc-Chimaren auf einem Quarz-
kristall immobilisiert und eine potentielle Heparinbindung mittels QCM-Technik detektiert.
Dieser Versuch wurde freundlicherweise von Herrn Dirk Simonis durchgeflihrt, dessen Er-
gebnis hier vorgestellt werden kann. Mithilfe dieser Technik konnte keine Bindung von He-
parin-Natrium 5000 ratiopharm® an VCAM-1 ermittelt werden, was mit dem Resultat des
Flusskammerassays Ubereinstimmt. Demzufolge scheint Heparin mit Oberflachenstruktu-
ren der B16F10 in Wechselwirkung zu treten. Daher wurde im nachsten Schritt die Bin-
dungsfahigkeit eines FITC-gelabelten unfraktionierten Heparins an die Zellen sowohl mit-
tels Durchflusszytometrie (s. Kapitel 3.13.8) als auch mittels Fluoreszenzmikroskopie
(s. Kapitel 3.12.2) untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 4-32 dargestellt.
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100

B16F10 B16F10+UFH-FITC

Event=
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Abb. 4-32: Bindungsfahigkeit von unfraktioniertem Heparin an
B16F10-Melanomzellen. A Die murinen Melanomzellen der Linie
B16F10 wurden fur den Zeitraum von finf Minuten mit einem FITC-ge-
labelten unfraktionierten Heparin bei 37°C inkubiert und anschliefend
mittels Durchflusszytometrie analysiert. B Die Auswertung erfolgte zu-
satzlich mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie. Die Bilder sind wie folgt
dargestellt: links Phasenkontrast; Mitte FITC-Filter; rechts Overlay.
(Olimmersionsobjektiv, 63fache VergréRerung)

B16F10, murine Melanomzellen; FL1-H, Fluoreszenzintensitat in Ka-
nal 1; UFH-FITC, FITC-gelabeltes unfraktioniertes Heparin.

Mithilfe beider Methoden kann eine deutlich ausgepragte Bindung von Heparin an
B16F10 nachgewiesen werden. Die eingangs aufgestellte Hypothese, wonach Heparin
eher Strukturen auf Tumorzellseite als VCAM-1 inhibiert, kann somit bestatigt werden.

Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen wurde nachfolgend das fraktionierte
Heparinderivat Enoxaparin-Natrium (Clexane®) im Hinblick auf eine Adhasionsblockade
von B16F10 an VCAM-1 untersucht, bei dem die zuvor als wirksam identifizierte Metho-
de 1 eingesetzt wurde (Abb. 4-33).
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Abb. 4-33: Adhasionsverhalten von B16F10-Melanomzellen an mVCAM-1 unter
Flussbedingungen sowie Inhibition durch LMWH. Die murinen Melanomzellen der
Linie B16F10 wurden mit 1 mM Mn2* (5 min, 37°C) stimuliert und nach einer finfmini-
tigen Sedimentationsphase hinsichtlich ihres Adhasionsverhaltens unter Flussbedin-
gungen Uber den angegebenen Zeitraum analysiert. Die Untersuchung des LMWH-
Einflusses erfolgte nach Prainkubation (Methode 1).

Statistisch signifikante Unterschiede sind jeweils im Vergleich zur Adhasion stimulier-
ter B16F10 angegeben.

B16F10, murine Melanomzellen; LMWH, ,low molecular weight heparin“ (Enoxaparin-
Natrium, Clexane®); stim., stimuliert.

Auch das fraktionierte Heparin ist in der Lage, nach Prainkubation mit den Zellen deren
Adhasion an VCAM-1 konzentrationsabhangig zu senken. Es fallt auf, dass in diesem Fall
bereits bei geringeren Heparinmengen Effekte zu verzeichnen sind, wobei das Ausmaf}
der Adhasionssenkung bei der grofiten eingesetzten Menge im Bereich der Werte fir das
unfraktionierte Heparin liegt. Aufgrund der Strukturdhnlichkeiten zwischen UFH und
LMWH kann fir letzteres ein ahnlicher Wirkmechanismus angenommen werden, der in
der Beeinflussung Tumorzell-standiger Oberflachenmerkmale, wahrscheinlich VLA-4,
liegt.

In der Literatur sind einige Studien zu Heparin-Integrin-Interaktionen beschrieben. Es
konnte gezeigt werden, dass Heparin mit thrombozytarem GPIIb/llla interagiert und durch
soutside-in signaling“ dessen Aktivitatsstadium und somit Fibrinogenbindung erhéht, was
zum Teil die Heparin-induzierte Thrombozytenaggregation erklaren kann**°. Desweiteren
ist eine Modulierung der Integrin-vermittelten Adhasion leukédmischer Zellen beschrieben.
Dabei erhdht oder erniedrigt Heparin in Abhangigkeit der S-Untereinheit der untersuchten
Integrine die Adhasion an das Substrat Vitronektin. Wahrend die Adhasion von Zellen mit

B3-Integrinen verstarkt wird, ist bei B5-exprimierenden Varianten eine Senkung zu ver-
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zeichnen. Diese Effekte traten auf, wenn die Zellen mit Heparin inkubiert wurden, wah-
rend eine Prainkubation von Vitronektin nur einen minimalen Einfluss hatte®'. Das leuko-
zytare Integrin Mac-1 (CD11b/CD18; aMB2) wird ebenfalls mit einer Heparin- sowie Hepa-
ransulfat-Bindungsfahigkeit in Zusammenhang gebracht. Dabei wird angenommen, dass
uber diesen Weg die feste Adhasion von Neutrophilen am Endothel (nach initialem Selek-
tin-vermittelten Kontakt) sowie deren Migration durch die EZM erfolgen®Z. Letztendlich
weist das ebenfalls von Leukozyten exprimierte Integrin aX32 (CD11c/CD18; gp150,95)
eine Heparinbindungsfahigkeit auf**. In zwei Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass die Wechselwirkung von der I-Domane des entsprechenden Integrins vermittelt
wird?3523%3,

Fur VLA-4 sind bisher keine Hinweise einer Heparinbindung dokumentiert. Aussagen
zur Bindungsstelle kénnen im Rahmen dieser Arbeit nicht getroffen werden. Da die a4-
Untereinheit von VLA-4 keine I-Domane besitzt, konnte die Bindung Uber die |-ahnliche
Domane der B-Untereinheit erfolgen.

Es soll erwahnt werden, dass die Untersuchungen zwar belegen, dass Heparin an die
Oberflache der Melanomzellen bindet, ein eindeutiger Nachweis der VLA-4-Bindung aller-
dings nicht erbracht werden kann. Es ware auch eine Wechselwirkung mit benachbarten
Molekilen denkbar, was aufgrund der Molekiilgrofie von Heparin in der Hemmung von
VLA-4 resultieren kénnte. Die Mdglichkeit des direkten Nachweises eines Bindungsereig-
nisses ware eine der fir VCAM-1 durchgefiihrten analogen Untersuchung an immobilisier-
ten VLA-4 mittels QCM-Technik, die aufgrund der fehlenden kommerziellen Verfugbarkeit
von rekombinantem VLA-4 bislang nicht durchgefihrt werden konnte. Méglicherweise
kann eine Membranpraparation der B16F10 weitere Aufschllisse geben.

Wenn auch das Heparintarget bisher nicht eindeutig spezifiziert werden kann, ist doch
eine Inhibition der Melanomzelladhasion an VCAM-1 mittels Heparin ersichtlich, was des-
sen Wirkspektrum erweitert. Abschlielend wurde das Phycarinsulfat PhyS-4 untersucht,
von dem angenommen werden kann, dass es aufgrund seines ebenfalls polyanionischen
Charakters an Strukturen auf Tumorzellseite bindet und die VCAM-1-vermittelte Zelladha-
sion inhibiert. Die folgende Abbildung stellt das Ergebnis dar (Abb. 4-34).
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Abb. 4-34: Adhasionsverhalten von B16F10-Melanomzellen an mVCAM-1 unter
Flussbedingungen sowie Inhibition durch PhyS-4. Die murinen Melanomzellen
der Linie B16F10 wurden mit 1 mM Mn?* (5 min, 37°C) stimuliert und nach einer finf-
minutigen Sedimentationsphase hinsichtlich ihres Adhasionsverhaltens unter Fluss-
bedingungen Uber den angegebenen Zeitraum analysiert. Die Untersuchung des
PhyS-4-Einflusses erfolgte nach Prainkubation (Methode 1).

B16F10, murine Melanomzellen; PhyS-4, Phycarinsulfat-4; stim., stimuliert.

Interessanterweise stellt sich heraus, dass PhyS-4 nicht in der Lage ist, einen den ge-
testeten Heparinen vergleichbaren Effekt zu erzielen. Die Adhasion der Zellen bleibt un-
beeinflusst; eine Hemmung der VLA-4/VCAM-1-Interaktion ist nicht zu verzeichnen. Somit
scheinen die beobachteten Ergebnisse spezifisch flir Heparin zu sein. In dhnlicher Weise
binden Chondroitin- und Keratansulfat sowie Hyaluronsdure nicht an das Integrin
Mac-1°2, Daher kann angenommen werden, dass Heparin-Integrin-Wechselwirkungen
keine unspezifischen Bindungen an Sulfatgruppen oder andere negativ geladene Struktu-
ren widerspiegeln. Welche konkreten Strukturelemente von Heparin an einer VLA-4-Bin-
dung beteiligt sind, bleibt zu klaren. Anhand chemisch modifizierter Heparine konnte fir
die Mac-1/Heparin-Bindung entweder eine O- oder N-Sulfatierung als essentiell identifi-

ziert werden, wobei zusétzliche Bindungsmotive eine Rolle spielen®2.

Die Inhibierungsversuche demonstrieren die Uberlegenheit von Heparin gegenlber
dem Phycarinsulfat. Wahrend PhyS-4 nur die Selektin-vermittelte Zelladhasion inhibiert,
beeinflussen UFH und LMWH darUber hinaus den VLA-4/VCAM-1-Bindungsweg. Damit
scheint sich die eingangs aufgestellte Vermutung, wonach PhyS-4 aufgrund seiner starke-
ren P-Selektin-Hemmung und schwachen Antikoagulation hinsichtlich Nutzen-Risiko-Ver-

haltnis fur einen klinischen Einsatz bei onkologischen Patienten besser geeignet sein
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kénnte, nicht zu bestatigen. Bei Tumoren, die hauptsachlich Selektin-vermittelt metasta-
sieren, ware die Anwendung von PhyS-4 sicherlich effektiv. Handelt es sich aber um Me-
tastasierungsprozesse, die zusatzlich die VLA-4/VCAM-1-Interaktion nutzen, erweist sich
Heparin als weitaus effektiver und erscheint als multifunktionales Biopolymer.

Damit unterstutzen die gewonnenen experimentellen Daten die klinischen Befunde von
Heparin als vielversprechende antimetastatisch wirksame Substanz. Dariber hinaus wird
zum ersten Mal gezeigt, dass Heparin in den VLA-4/\VCAM-1-Bindungsweg eingreift, wo-
mit ein neues Target vorgeschlagen wird. Die Ergebnisse konnten daher zu dem Ver-

standnis beitragen, wie Heparin seine antimetastatische Aktivitat entfaltet.
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5 Zusammenfassung

Unterschiedliche Klassen von Adhasionsmolekilen tbernehmen aufgrund ihrer Wech-
selwirkung mit Tumorzellen wichtige Funktionen bei der hdmatogenen Metastasierung. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen in vitro-Methoden zum Einsatz, die Einblicke in
die zugrunde liegenden Mechanismen erlauben. Dabei wurde aufgrund der Verwendung
eines Durchflusssystems die Simulation physiologischer Bedingungen erreicht.

Zellen unterschiedlicher Tumorentitdten wurden hinsichtlich ihrer Ligandausstattung
und Bindungsfahigkeit an P-Selektin untersucht. Die Ergebnisse favorisieren dabei die
Beteiligung von thrombozytarem P-Selektin, welches die Anlagerung von Thrombozyten
an Tumorzellen vermittelt und damit metastasierungsférdernde Effekte erzielt. Eine direk-
te Adhasion an endotheliales P-Selektin war dagegen nicht nachzuweisen, wodurch ge-
zeigt werden konnte, dass sich die Extravasationsmechanismen von Tumorzellen und
Leukozyten erheblich voneinander unterscheiden. Am Beispiel der murinen Melanomzellli-
nie B16F10 konnte die Bedeutung der VLA-4/VCAM-1-Wechselwirkung als zusatzlicher
Bindungsweg demonstriert werden.

Heparin nimmt aufgrund seiner Selektininhibition eine bedeutende Rolle bei dem Ein-
griff in die hamatogene Metastasierung von Tumorzellen ein. Aufgrund seiner komplexen
strukturellen Zusammensetzung ist die Aufstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen al-
lerdings erschwert. Daher bietet sich der Einsatz semisynthetischer Glucansulfate mit de-
finierter chemischer Zusammensetzung an. Es wurden unterschiedliche Heparinderivate
und drei Reihen semisynthetischer Glucansulfate hinsichtlich ihrer P-Selektin-Blockade
getestet. Dabei konnte der Fokus auf den Einfluss struktureller Parameter gelegt werden.
Demnach spielt die MolekiilgréRe eine untergeordnete Rolle, wogegen Sulfatierungsgrad
und Kohlenhydratgrundgerust entscheidende Faktoren darstellen und die P-Selektin-
Hemmung kontrollieren. Im Gegensatz zu Heparin mit vergleichsweise schwacher Inhibie-
rungskapazitat in vitro, erwiesen sich Glucansulfate mit optimalen strukturellen Vorausset-
zungen als effektive Hemmstoffe. Das Phycarinsulfat PhyS-4 konnte daruber hinaus als
wirksamer L-Selektin-Blocker sowie als aktiv unter in vivo-Bedingungen identifiziert wer-
den. Heparinderivate und PhyS-4 waren in der Lage, die Anlagerung von Thrombozyten
an Melanomzellen zu unterdriicken, womit deren postulierter Wirkmechanismus der P-Se-
lektin-Blockade im Rahmen der Metastasierung bestatigt werden konnte. Mit der Entwick-
lung von Heparin abgeleiteter Inhibitoren, die sich durch eine geringere Antikoagulation
auszeichnen, ist dessen Ersatz bei bestimmten klinischen Anwendungen denkbar, wo-

durch sie potentielle Arzneistoffkandidaten darstellen.
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Zusatzlich zu der moderat ausgeragten P-Selektin-Inhibition beeinflusst Heparin im Ge-
gensatz zu PhyS-4 die VLA-4/VCAM-1-Interaktion. Demnach deckt Heparin ein breiteres
Wirkspektrum ab, was von dem semisynthetischen Glucansulfat nicht erreicht werden
kann. Durch die Kombination unterschiedlicher Methoden konnte gezeigt werden, dass
das Heparintarget eher die Tumorzelle selbst als das endothelial exprimierte VCAM-1 ist.
Eine Inhibition des Integrins VLA-4 kann vermutet werden. Damit wird ein weiterer Mecha-
nismus der Heparin-vermittelten Metastasierungssenkung deutlich und demonstriert ein-

mal mehr dessen Potential in der begleitenden Therapie onkologischer Erkrankungen.
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