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FEinleitung

1 Einleitung

Mit der fortschreitenden medizinischen Entwicklung stehen kontinuierlich verbesserte
Prophylaxe- und Therapiemoglichkeiten auf verschiedenen medizinischen Gebieten, wie
etwa bei den kardiovaskuldren Erkrankungen zur Verfiigung. Durch innovative Therapien,
verbesserte Fritherkennungsangebote und das gesteigerte Bewusstsein in der Bevolkerung
konnen auch Erfolge im sogenannten ,, War on Cancer® verzeichnet werden. Dennoch ist
das Krankheitsbild der malignen Neoplasien auf dem Vormarsch. Mit etwa 10 Millionen
Krebstoten jahrlich stellen sie weltweit eine der haufigsten vorzeitigen Todesursachen dar.
Speziell in den hochentwickelten Nationen Europas und Amerikas haben maligne Neopla-
sien die kardiovaskuldren Ereignisse tiberholt und sich in 57 Landern am ersten Platz der
Todesstatistiken positioniert [1-3]. Eng mit dem letalen Ausgang einer Krebserkrankung
verwoben ist die Ausbildung von Metastasen. Diese kann mit etwa 60 % der krebsbedingten
Todesfalle assoziiert werden [4]. Dennoch gibt es bis heute keine effektive Therapie, welche
gegen die Bildung metastatischer Herde gerichtet ist.

Im Zuge der hamatogenen Metastasierung wandern disseminierende Tumorzellen in die
Blutgefafie ein und treten in Wechselwirkung mit einer Vielzahl zellulérer und loslicher
Komponenten des Blutes. Dies bildet die Basis fiir die Entwicklung eines thromboem-
bolischen Ereignisses, einer weiteren Komplikation im Verlauf einer Krebserkrankung.
Das bis zu 9-fach erhohte Auftreten venoser Thromboembolien im Zusammenhang mit
malignen Tumoren stellt eine ernstzunehmende pathologische Situation dar, welche auch
entscheidend fiir die Mortalitéit verantwortlich ist. So ist die 1-Jahres-Uberlebensrate dieser
Patienten auf ein Drittel der Vergleichspopulation reduziert [5, 6]. Folglich erhalten viele
onkologische Patienten auf Grundlage der aktuellen Leitlinien eine Thromboseprophylaxe
mit Antikoagulantien. Speziell die niedermolekularen Heparine haben hier eine feste Stel-
lung und werden zur Prophylaxe bei krebskranken Patienten empfohlen [7, 8].
Unabhéngig von der antithrombotischen Wirkung konnte in manchen klinischen Studien,
unter einer Heparin-Prophylaxe, ein positiver Effekt auf das Gesamtiiberleben der Patien-
ten mit besserer Prognose bei Studienantritt beobachtet werden [9, 10]. Nicht zuletzt als
Konsequenz dieser Beobachtungen wurden eine Reihe verschiedener Effekte beschrieben
und untersucht, welche zu einer potentiell antimetastatischen Wirkung der Heparine bei-
tragen konnen. Wichtige Interferenzpunkte stellen hier die Blockade der Zelladhésion und
die Hemmung der Thrombozytenaktivierung dar, welche durch vielfaltige Mechanismen
die Etablierung einer Metastase unterstiitzen kénnen [11].

Trotz des langjéhrigen Einsatzes und seiner etablierten Stellung in der Medizin ist die Ge-
winnung des Heparins aus den natiirlichen Quellen mit einer Reihe verschiedener Nachteile
behaftet. Dazu gehéren unter anderem pharmakokinetische Variabilitaten, die Gefahr von

Kontaminationen und die limitierte Verfiigbarkeit des Rohmaterials. Das Ziel, diese Nach-
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teile zu iiberkommen und die mannigfaltigen Wirkungen des Heparins zu optimieren, stellt
die rationale Grundlage fiir die Entwicklung synthetischer bzw. semi-synthetischer Heparin-
Mimetika dar. Dieser Ansatz wurde auch durch die Arbeitsgruppe von Prof. Vito Ferro
an der University of Queensland verfolgt. Mittels eines Polymerisationsverfahrens syntheti-
sierten sie verschiedene nicht-Kohlenhydrat-basierte Heparin-Mimetika.

Die vorliegende Arbeit soll mit Hilfe der Heparin-mimetischen Polymere einen Beitrag zum
Verstiandnis der antimetastatischen Effekte des Heparins leisten und eine erste Evaluation
der Vor- bzw. Nachteile der Heparin-Mimetika im metastasierungsrelevanten Kontext
bieten. Beim Vergleich der Heparin-Mimetika mit den kommerziellen Antikoagulantien
Heparin, Enoxaparin und Fondaparinux wird unter anderem die Hemmung der Tumorzell-
adhésion betrachtet. Ein besonderer Fokus liegt jedoch auf dem aktivierenden Wechselspiel
zwischen Tumorzellen und Thrombozyten sowie den daraus erwachsenden Konsequenzen
fiir die antitumorale Immunantwort. So wird mit verschiedenen Testsystemen das Potential
der untersuchten Substanzen bestimmt, in die Tumorzell-induzierte Thrombozytenakti-
vierung einzugreifen. Weiterhin wird die funktionelle Konsequenz dieser Interferenz mit
Blick auf die Modulation von CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen sowie natiirlicher Killerzellen

evaluiert.
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2 Theorie

2.1 Der Prozess der hamatogenen Metastasierung im Uberblick

Der Begriff der Metastasierung beschreibt die Bildung eines sekundéren Tumorherdes,
welcher unter komplexen Bedingungen als Folge einer Dissemination entarteter Zellen des
priméren Tumors in entfernten Organen und Geweben entstehen kann. Dabei bedienen
sich die metastasierenden Tumorzellen der weitverzweigten Gefifle der Lymphe und
des Blutsystems. Im Falle einer blutgetragenen Dissemination bezeichnet man dies als
hdmatogene Metastasierung, welche in Form einer Kaskade verlauft. Deren einzelne
Schritte wie die Vaskularisation, das Ablosen metastasierender Zellen aus dem soliden
Priméarverband, die Migration und Intravasation, sowie die Passage durch den Blutstrom
mit anschlieBendem Arrest und der Etablierung eines sekundiren Tumorherdes sollen in
diesem Kapitel beleuchtet werden (vgl. Abbildung 1).

Zu Beginn der metastatischen Kaskade steht die Vaskularisation des primaren Tumors.
Ohne eine ausreichende Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff ist eine maligne Neopla-
sie in ihrem Wachstum auf eine Grée von etwa 1-2 mm? limitiert [13]. Mit einer Progression
des Wachstums unterliegt das Tumormilieu dem sogenannten ,,angiogenic switch®. Dabei
verandert sich die Balance zwischen pro- und antiangiogenetischen Faktoren hin zu einem
proangiogenetischen Charakter [14]. Eine Ursache die zur Expression proangiogenetischer
Mediatoren fithrt ist der entstehende Sauerstoffmangel. Im Zuge der Hypoxie kommt es zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Hypoxie-induzierter Faktor 1 (HIF-1), welcher die
Expression des angiogenetischen Chemokins vascular endothelial growth factor (VEGF) in-
duzieren kann [15]. Neben diesem Hauptmediator wird eine Vielzahl weiterer Modulatoren
der Angiogenese durch eine Hypoxie induziert. Darunter befinden sich Faktoren wie der
platelet-derived growth factor (PDGF) oder Mitglieder der Ephrin-Familie [16-18]. Nach
der Diffusion dieser Botenstoffe werden die Endothelzellen der umliegenden Geféifle zur
Ausbildung neuer Verzweigungen entlang des chemotaktischen Gradienten stimuliert. Im
Vergleich zu normalen Blutgefédflen weisen diese pathophysiologisch gebildeten Blutgefafle
eine erhohte Fenestrierung und Permeabilitat auf und kénnen so die spatere Intravasation
einer entarteten Zelle begiinstigen [19, 20]. Des Weiteren ist die Wahrscheinlichkeit der
erfolgreichen Intravasation einer metastasierenden Zelle durch die gesteigerte Zahl neuge-
bildeter Geféfle erhoht.

Bevor eine maligne Zelle jedoch in ein umliegendes Blutgefafi einwandern kann, muss sich
diese zunéchst aus dem soliden Zellverband des Priméartumors herauslosen. Begiinstigt
wird die Ablésung einzelner Zellen bzw. kleiner Zellcluster durch die phénotypischen Veran-
derungen der Krebszellen. Diese reversible Veranderung wird als Epithelial-Mesenchymale

Transition (EMT) bezeichnet, wobei die Zellen Komponenten ihrer epithelialen Charakte-
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Primartumor Proliferation/ Ablosung/ Embolie/Zirkulation
Angiogenese Invasion

Interaktion mit Thrombozyten,
Lymphozyten und anderen

Blutkomponenten

Extravasation Adhdsion an Arrest in Organen Transport

die GefaBwand _
Lunge Herz

Metastasen

Bildung der
Mikroumgebung

Abbildung 1: Gezeigt ist die schematische Darstellung des Ablaufs der metastatischen Kaskade, modifiziert
nach Fidler et al. [12]

ristika verlieren und mesenchymale Eigenschaften erhalten [21]. Im Zuge der EMT werden
wichtige, epitheliale Adhédsionsmolekiile wie etwa das Calcium-abhédngige E-Cadherin und
das Integrin agfy in ihrer Expression herunterreguliert, wahrend hingegen mesenchymale
Marker wie N-Cadherin oder das Integrin a3, induziert werden. Dies fiihrt zur Hinderung
bzw. dem Verlust der adhésiven Interaktionen der Zellen untereinander sowie zwischen
den Zellen und der umgebenden Extrazellularen Matrix (EZM) und erleichtert die Lésung
von einzelner Zellen oder kleinen Zellclustern aus dem Zellverband [22-24]. Des Weiteren
erlangen die sich vom Primartumor abloésenden Zellen durch den Verlust des E-Cadherins

eine essentielle Resistenz gegeniiber der Anoikis, also der Einleitung des programmierten
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Zelltods nach Verlust des Zell-Zell Kontaktes [22].

Nach der Losung einer Zelle aus dem soliden Zellverband muss diese durch die umliegende
EZM migrieren. Dabei bedienen sich die migrierenden Tumorzellen verschiedener Moglich-
keiten. Eine schnelle Art der Fortbewegung stellt die amoéboide Migration dar, bei welcher
sich die Tumorzellen tiber physische Verformung durch die Liicken in der EZM hindurch-
winden [25]. Wahrend diese Art der Fortbewegung unabhéngig von der Modulation der
umgebenden EZM ist, benotigt die mesenchymale Migration eine aktive Degradierung
der EZM. Hierzu greifen die metastasierenden Zellen auf verschiedene Proteasen wie die
Matrix-Metalloproteinasen 2 und 9 oder die Heparanase zuriick, welche ebenfalls durch die
EMT reguliert sein konnen. Die rekrutierten Proteasen spalten die Bestandteile der EZM
und der Basalmembran, wodurch die Migration durch die EZM sowie die Uberwindung
der Basalmembran vereinfacht werden [26, 27].

Trifft die Zelle im Zuge der Migration auf ein Blutgefafl, kann sie mit Hilfe der zuvor
genannten Proteasen die Basalmembran passieren und durch das Endothel in das Innere
des Blutgeféfles eindringen. Sobald die Tumorzelle das Lumen des Gefafles erreicht, wird
diese mit potentiell letalen Widrigkeiten konfrontiert. So sind die metastasierenden Zellen
den hdmodynamischen Scherkréaften des Blutflusses unterworfen und stehen den Angriffen
der Immuniiberwachung gegentiber [28-30).

Bei Eintritt in das Gefa$ trifft die Tumorzelle auf unterschiedliche hamatogene Zellpo-
pulationen. Mit etwa 1,5 x 108 bis 4,0 x 10® pro Milliliter stellen Thrombozyten die
zweithaufigste Zellfraktion des humanen Blutes dar. Sie sind mitunter die ersten Zellen,
auf welche eine metastasierende Tumorzelle im Blutstrom trifft. Innerhalb von Minuten
nach erfolgter Intravasation kommt es zu einer komplexen Interaktion zwischen der Tu-
morzelle und den Thrombozyten (vgl. Abschnitt 2.2). Auf unterschiedlichen Wegen nutzt
die Tumorzelle die Thrombozyten um die Widrigkeiten im Blutstrom zu umgehen. Als
Reaktion auf eine durch die Tumorzelle induzierte Aktivierung der Thrombozyten, die
sogenannte ,, Tumour Cell-Induced Platelet Aggregation” (TCIPA), ummanteln diese die
Tumorzelle und bilden so einen mechanischen Schutz gegen die Scherkrifte des Blutes
und fungieren als Tarnmantel um eine effiziente Uberwachung des Immunsystems zu
unterwandern [31-33]. Weiterhin kommt es im Zuge der Aktivierung zur Ausschiittung der
thrombozytaren Granula. Die freigesetzten Mediatoren der dichten und a-Granula fithren
zu vielfaltigen, prometastatischen Effekten. So konnen etwa Adenosindiphosphat (ADP)
und Thromboxan-A2 (TxA2) zu einer Autoaktivierung weiterer Thrombozyten fiihren,
VEGEF eine Aktivierung des Endothels induzieren oder CXCL5 und CXCL7 an der Eta-
blierung einer prometastatischen Nische beteiligt sein [34-37]. Neben den Tumorzellen und
Thrombozyten kénnen weitere Zellen wie Leukozyten in die entstehenden Heteroaggregate

verflochten sein [38].
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Wurde eine Tumorzelle tiber die Blutbahn in entfernte Korperregionen getragen, muss
diese am Endothel adhérieren um aus dem Geféfl zu migrieren. Der Arrest der Tumor-
zelle kann dabei durch den gesteigerten Durchmesser eines Heteroaggregats unterstiitzt
sein, welcher die Wahrscheinlichkeit eines mechanischen Arrests in den kleinen Geféaflen
der Kapillarstrombetten steigert [39]. In grofieren Geféafien wird die Bindung aber auch
durch verschiedene Adhésionssysteme vermittelt. Dabei spielt die Bindung der auf Tu-
morzellen exprimierten Molekiile P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) oder very
late antigen-4 (VLA-4) an ihre endothelialen Bindungspartner P-Selectin bzw. vascular
cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) eine herausragende Rolle [40, 41]. Auch hier kommt
die prometastatische Wirkung des Heteroaggregates zum Tragen, indem die aktivierten
Thrombozyten durch die Bereitstellung einer vergroferten Oberfliche und der gesteigerten
Préasentation von Adhésionsrezeptoren den Arrest am aktivierten Endothel unterstiitzen
[42].

Auf den Arrest folgend kommt es zur Extravasation der metastasierenden Zelle. Dabei
helfen zum einen die bereits angefithrten Proteinasen und zum anderen ist der Austritt
aus dem Geféfl durch die Retraktion der Endothelzellen als Konsequenz einer Aktivierung
erleichtert [34, 43]. Hat eine Tumorzelle das umliegende Stroma infiltriert, kann sie unter
glinstigen Bedingungen eine Metastase ausbilden. Die Bildung einer aktiven Metasta-
se kann zeitlich variieren, da disseminierte Tumorzellen in einen Ruhezustand verfallen
konnen. Die Latenz kann dabei abhangig vom primaren Tumor Monate bis Jahrzehnte
betragen [44]. Weiterhin ist zu beachten, dass die Lokalisation einer Metastase nicht durch
den reinen Zufall bestimmt zu sein scheint, sondern unterschiedliche Tumorentitdten in
bestimmten Organmustern Metastasen bilden. So begriindete Steven Paget bereits im Jahr
1889 die ,seed and soil“ Theorie nach der eine disseminierte Tumorzelle (seed) préferiert
in einer geeigneten Mikroumgebung (soil) eine Metastase ausformt [45]. Im Zuge der Bil-
dung einer sogenannten prametastatischen bzw. frithen metastatischen Nische kann diese
Mikroumgebung bereits durch den priméren Tumor, vor Ankunft einer metastasierenden
Zelle, vorbereitet werden. So kann etwa durch die Sekretion von Mediatoren wie VEGF,
TGF-3 oder TNF-a das hochkomplexe Zusammenspiel aus EZM, Fibroblasten, inhibiertem
Immunsystem und weiteren Beteiligten, zum Vorteil der disseminierten Tumorzelle, alter-
niert werden [46]. Zusétzlich zur direkten Ausschiittung aus dem primaren Tumorgewebe
stellen die Granula, welche im Zuge der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung
sezerniert werden, eine relevante Quelle mannigfaltiger Mediatoren dar und tragen zur
Vorbereitung des Ortes der Metastasierung bei [35, 47, 48].

Allgemein wird der beschriebene Prozess der hdmatogenen Metastasierung als hochst
ineffizient betrachtet, da in Mausmodellen lediglich ein geringer Bruchteil der intravenos

injizierten Tumorzellen iiber einen langeren Zeitraum iiberlebt und zur Etablierung einer
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Metastase beféhigt ist [49, 50]. Jedoch stehen dieser Ineffizienz, nach Schatzungen einer
Studie von Butler und Gullino, 3,2 x 10° bis 4,1 x 10° Tumorzellen gegeniiber, die
innerhalb von 24 h von einem Gramm Tumorgewebe in die Blutbahn abgegeben werden
[51]. Diese Uberzahl der téglich freigesetzten Zellen bietet einen Baustein in der Erkldrung
des haufigen Auftretens von Metastasen. Denn, wie bereits eingangs angefiihrt, stellt die
Bildung einer Metastase eine schwerwiegende Entwicklung im Verlauf einer Krebserkran-
kung dar und kann bei etwa 60 % der soliden Tumore mit dem letalen Ausgang assoziiert

werden [4].

2.2 Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung wahrend der

hamatogenen Metastasierung

Wie bereits im vorangegangen Kapitel angefiihrt, stellen die Thrombozyten eine bedeutende
Zellpopulation dar, mit welcher disseminierende Tumorzellen wahrend der hdmatogenen
Metastasierung konfrontiert sind. Im folgenden Abschnitt soll nun ein tiefergehender
Fokus auf die Kommunikation zwischen Tumorzellen und Thrombozyten gelegt werden.
Grundsatzlich konnen Tumorzellen auf zwei verschiedene Weisen mit Thrombozyten in
Wechselwirkung treten und zu deren Aktivierung fiihren. Zum einen kann die Interaktion
auf der Basis der Ausschiittung loslicher Mediatorstoffe erfolgen, zum anderen kann
eine Interaktion auf dem direkten Kontakt zwischen den beteiligten Zellen beruhen. Die

zugrundeliegenden Mechanismen sind in Abbildung 2 schematisch illustriert.

2.2.1 Thrombozytenaktivierung durch I6sliche Mediatoren

Bei Betrachtung einer durch losliche Mediatorstoffe vermittelten Interaktion stellt die
Koagulation einen essentiellen Mechanismus dar. So ist der Zusammenhang zwischen
einer Tumorerkrankung und dem Vorliegen eines prokoagulatorischen Status des Patienten
lange bekannt und resultiert, nach Angaben einer aktuellen Studie von Mulder et al., in
einer etwa 9-fach erhéhten Inzidenz vendser Thromboembolien (VTE) bei Krebspatienten
[5]. Mechanistisch betrachtet konnen metastasierende Tumorzellen auf ihrer Oberfléche
tissue factor (TF) exprimieren bzw. diesen zusétzlich in Form von TF tragenden Mi-
kropartikeln in die Blutzirkulation einschleusen [52, 53]. Gelangt der membransténdige
tissue factor in Kontakt mit Blut, assoziiert er mit dem Gerinnungsfaktor VIla (FVIIa)
und initiiert den extrinsischen Weg der Blutgerinnungskaskade. Dabei katalysiert der
gebildete Komplex aus TF und FVIla die Umwandlung des Gerinnungsfaktors X zu Xa,
welcher den Knotenpunkt zwischen dem extrinsischen und intrinsischen Arm der Gerin-
nung darstellt. AnschlieBend vermittelt ein aus FXa, FVa, Phospholipiden und Calcium

gebildete Prothrombinase-Komplex die Konversion des Prothrombins zu Thrombin [54].
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Abbildung 2: Hlustriert ist die schematische Darstellung der Mechanismen einer Tumorzell-induzierten
Thrombozytenaktivierung unterteilt nach einer Aktivierung iiber 16sliche Mediatoren oder
den direkten Zellkontakt

Neben seiner bedeutenden Rolle in der Hamostase und den physiologischen Prozessen

ist Thrombin ebenso relevant im pathophysiologischen Szenario einer Krebserkrankung




Theorie

[55, 56]. Fokussiert auf einen thrombozytaren Effekt stellt Thrombin einen hochpotenten
Aktivator dieser dar. Als Serinprotease ist Thrombin befdhigt die auf Thrombozyten pré-
sentierten Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR-1 und PAR-4) zu schneiden, wobei neue
N-terminale Aminosauresequenzen demaskiert werden und zur Eigenaktivierung fiithren.
Dies resultiert in einer Aktivierung der Thrombozyten mit einhergehender Aggregation
und Granula Sekretion [57, 58].

Ein weiterer loslicher Mediator der Thrombozytenaktivierung ist Adenosindiphosphat
(ADP). Es wird physiologisch als sekundérer Mediator im Zuge einer initialen Throm-
bozytenaktivierung aus den dichten Granula sezerniert und fiihrt zu einer auto- und
parakrinen Stimulation weiterer Thrombozyten. Die Signaltransduktion erfolgt vorrangig
iber die G-Protein gekoppelten Rezeptoren P2Y; und P2Y, [48, 59]. Eine Stimulation
des G,-gekoppelten Rezeptors P2Y; fiithrt tiber eine Ca?t Mobilisation zu einer reversiblen
Aggregation und einem sogenannten , shape change*, also der Verdnderung der discoidalen
Morphologie durch Bildung von Pseudopodien, wodurch die Oberfliche signifikant vergro-
Bert wird. Hingegen fithrt die Stimulation des G;-gekoppelten Signals des P2Y 15 Rezeptors
zu einer potenten Aggregation, jedoch ohne Induktion eines shape change. Weiterhin wird
die Sekretion der thrombozytaren Granula potenziert [59-61]. Neben der Freisetzung aus
Thrombozyten kénnen auch Tumorzellen zur Sekretion von ADP befdhigt sein und so eine
Aktivierung der Thrombozyten, tiber die beschriebenen Rezeptoren induzieren [62, 63].
Ein weiteres Protein, welches an der Tumorzell-Thrombozyten Kommunikation beteiligt
sein kann, ist das High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1). HMGB1 gehort zur Gruppe
der damage-associated molecular pattern (DAMP), welche in Folge einer Gewebsverletzung
eine Entziindungsreaktion induzieren kénnen. Inzwischen konnten mannigfaltige Effekte
des HMGBLI im inflammatorischen Geschehen beschrieben werden [64]. Ebenso wurde eine
Vielzahl unterschiedlicher Wirkungen diese Proteins im Kontext einer Tumorerkrankung
untersucht. So konnte etwa die Expression von HMGBI1 in verschiedenen Tumorentitéten,
wie z.B. Brustkrebs, Ovarial- oder auch Kolonkarzinomen mit einer Steigerung der Migra-
tion, des Wachstums und der Metastasierung korreliert werden [65]. Der Nachweis einer
Relevanz des HMGBI1 im Zusammenhang der Tumorzell-induzierten Thrombozytenakti-
vierung wurde durch Yu et al. erbracht. Dabei zeigten sie, dass eine HMGB1-abhéngige
Metastasierung in Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) defizienten Mausen signifikant reduziert
wurde. In weiterfiihrenden Experimenten wurde verdeutlicht, dass unter anderem die
Thrombozytenadhésion an B16F10 und LLC Zellen sowie die Ausbildung metastatischer
Herde durch die Verwendung eines HMGB1 neutralisierenden Antikorpers in Wildtypmau-
sen auf ein dhnliches Niveau wie in TLR4~/~ Mausen gesenkt wurde [66].

Ahnlich wie ADP kann auch das, nach Aktivierung iiber vorangegangene Stimuli, durch

Thrombozyten bereitgestellte Prostaglandin Thromboxan-A2 (TxA2) tiber die Stimulation
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des Thromboxan-A2 Rezeptors eine auto- und parakrine Verstiarkung der Thrombozyten-
aktivierung herbeifithren. Aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit von nur etwa 30 Sekunden
wird in in-vitro Experimenten das stabile Derivat U46619 verwendet, welches eine Aggre-
gation und Sekretion der Granula induzieren kann [37, 67]. Durch Aiktokallio-Tallberg et
al. konnte sowohl in Brustkrebs als auch in malignem Ovarialgewebe eine erhéhte TxA2
Expression gezeigt werden. Dies lasst zwar grundsétzlich die Thrombozytenstimulation
durch tumorsezerniertes TxA2 moglich erscheinen, jedoch wurde bis dato kein verlassli-
cher Nachweis einer TxA2-abhéngigen Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung
erbracht [68, 69].

Als ein weiterer Mediator fiir den sowohl ein Thrombozyten-aktivierender Effekt als
auch eine erhohte Expression in fortgeschritten Glioblastomen gezeigt werden konnte,
soll Thrombospondin-1 lediglich eine kurze Erwdhnung finden, da auch hier ein direkter

Nachweis der Thrombozytenaktivierung ausstehend ist [70, 71].

2.2.2 Thrombozytenaktivierung durch den direkten Zellkontakt

Folgend sollen Thrombozyten- bzw. Tumorzell-standige Rezeptoren und Liganden be-
trachtet werden, welche durch ihre Interaktion zu einer Aktivierung der Thrombozyten
fithren konnen. Der Vollsténdigkeit halber soll erwéhnt sein, dass es eine Vielzahl weiterer
Adhésionsmolekiile gibt, welche an der Adhésion und Aggregatbildung zwischen Tumorzel-
len und Thrombozyten beteiligt sein kénnen, ohne jedoch im Sinne einer aktivierenden
Signaltransduktion zu agieren.

Ein Rezeptor-Ligand System, fiir welches eine Thrombozytenaktivierung nachgewiesen
ist, stellt das auf Tumorzellen exprimierte Glykoprotein Podoplanin (PDPN) und der
thrombozytére C-type lectin receptor 2 (CLEC-2) dar. CLEC-2 ist ein Typ-2 Transmem-
branprotein, welches eine C-type lectin-like Bindungsdoméne besitzt. Physiologisch ist es
unter anderem in der embryonalen Entwicklung von Bedeutung. Nach einer Stimulation
wird die Signaltransduktion intrazellulér durch eine hemITAM Phosphorylierung initiiert
und fiihrt schlussendlich zur Aktivierung der Proteinkinase C und einer Ca2* Freisetzung,
die eine Aggregation und Granula-Sekretion der Thrombozyten vermitteln kénnen [72]. Als
Ligand fiir die CLEC-2-vermittelte Thrombozytenaggregation konnte durch Suzuki-Inoue
et al. das tumorale Glykoprotein Podoplanin identifiziert werden [73], dessen Expression
in einer Vielzahl verschiedener Tumorentitaten gezeigt wurde [74-76]. Die Relevanz der
PDPN/CLEC-2 Achse wird durch unterschiedliche Berichte evident. So konnte durch
Miyata et al. gezeigt werden, dass die Progression von Lungenkrebs Xenotransplantaten
in Méusen durch die Podoplanin-vermittelte Thrombozytenaktivierung geférdert wird [77].
Ahnliche Ergebnisse berichten Tagaki et al., welche eine Reduzierung der Tumorinfiltration

durch Thrombozyten unter Verwendung eines monoklonalen Antikorpers gegen Podoplanin
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beobachteten. Weiterhin postulierten sie, dass die reduzierte Progression der Xenotrans-
plantate auf die Hemmung der Thrombozytenaktivierung und Infiltration zuriickzufiihren
sei [78]. Wie bereits erwahnt, liegt der Fokus des Kapitels auf der Aktivierung der Throm-
bozyten, es sei jedoch angemerkt, dass es sich bei der Interaktion zwischen Podoplanin
und CLEC-2 um ein bidirektionales Signaling handelt, wodurch z.B. die Migration der
Tumorzelle beeinflusst werden kann [79].

Eine weitere Klasse wichtiger Adhésionsmolekiile stellt die Familie der Selectine dar,
welche ebenfalls eine C-type lectin Bindungsdoméne zur Erkennung von Kohlenhydrat-
strukturen aufweisen. Diese Familie besteht aus den Subtypen P-Selectin, E-Selectin und
L-Selectin. Durch die Bindung ihrer korrespondierenden Liganden sind sie in einer Vielzahl
physiologischer und pathophysiologischer Vorgéange involviert, wobei ihre Hauptaufga-
be in der Vermittlung einer Zell-Zell Adhésion besteht [80]. So vermitteln sie etwa das
leukozytéire Rollen entlang des Endothels im Zuge einer Rekrutierung an den Ort eines
inflammatorischen Geschehens [81]. Weiterhin spielt etwa thrombozytéres P-Selectin eine
essentielle Rolle in der Vermittlung von Thrombozyten/Thrombozyten- bzw. Thrombozy-
ten/Tumorzellbindungen und nimmt somit potentiellen Einfluss auf die Thrombosebildung
sowie die hdmatogene Metastasierung [82, 83].

Trotz seiner lang bekannten und umfassend untersuchten Rolle als Adhésionsmolekiil ist
P-Selectin im Kontext einer Thrombozytenaktivierung nicht vollumfanglich untersucht.
Jedoch wird durch Schwarz et al. postuliert, dass P-Selectin an einem aktivierendem Signa-
ling in Brustkrebs-stimulierten Thrombozyten beteiligt ist. In ihrer Arbeit zeigten sie zum
einen die P-Selectin-Involvierung in die Brustkrebs-induzierte Thrombozytenaggregation
und Granula Sekretion, und zum anderen, dass die Aktivitdt mehrerer Phosphokinasen
durch den Einsatz eines P-Selectin Inhibitors reduziert werden konnte [84]. Ebenso deuten
die Befunde von Théorét et al. auf einen aktivierenden Charakter einer P-Selectin Bindung
hin, indem sie zeigten, dass die Inkubation mit rekombinantem humanen PSGL-1 eine
Thrombozytenaggregation in Wildtypméusen, jedoch nicht in P-Selectin Knockout-Méusen
induzierte [85]. Diese Thesen unterstiitzend zeigten Merten et al. eine Thrombozyten-
aktivierung durch Sulfatide, die durch den Einsatz monoklonaler P-Selectin Antikorper
verhindert werden konnte. Angemerkt sei jedoch die Besonderheit, dass die Sulfatide allein
keine stimulierende Aktivitit besaffen sondern lediglich eine vorherige Praaktivierung der
Thrombozyten verstarkten [86].

In inaktiven Thrombozyten liegt P-Selectin in den a-Granula gespeichert vor und wird
im Zuge einer Aktivierung der Thrombozyten an der Oberfliche prasentiert. Somit er-
scheint die Beteiligung des P-Selectins an einer initialen Aktivierung der Thrombozyten
unwahrscheinlich und ist vermutlich auf die Effekte in préaaktivierten Thrombozyten zu-

ruckzufiithren.
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Eine ebenfalls im Kontext der Metastasierung relevante Gruppe der Adhésionsmolekiile
sind die Integrine. Diese sind Heterodimere, die sich aus je einer a- und einer S-Untereinheit
zusammensetzten. Durch die Kombination von 18 a-Untereinheiten mit 8 5-Untereinheiten
sind aktuell 24 verschiedene Integrine beschrieben, wobei lediglich fiinf Intergine mit [;-
oder B3-Untereinheiten auf humanen Thrombozyten exprimiert sind [87, 88]. Dort sind sie
beispielsweise durch Bindung ihrer physiologischen Liganden, wie etwa zwischen Kollagen
und dem Integrin ay/3; oder Fibrinogen/Fibrin und dem Integrin a;,/33, an der effizien-
ten Immobilisierung und Aggregation der Thrombozyten beteiligt [89, 90]. Im Kontext
einer Aktivierung der Thrombozyten iiber den direkten Kontakt zu Tumorzellen konnten
Mammadova-Bach und Kollegen die Bildung von Lungenmetastasen sowie eine Thrombo-
zytenaktivierung durch die Bindung von tumoralem ADAMY9 an das Integrin agf; zeigen
[91]. Durch das sogenannte outside-in Signaling ist die Thrombozyten-aktivierende Kapa-
zitat des Integrins ayp 03 als Folge einer Ligand-Bindung bekannt [92]. Ebenfalls ist eine
Beteiligung des thrombozytéiren Integrins a3 und des auf Melanomzellen exprimierten
Integrins oy 53 an einer Tumorzell/ Thrombozyten Interaktion durch Lonsdorf et al. gezeigt
[93]. Dennoch ist ein direkter Beweis der Tumorzell-vermittelten Aktivierung iiber das
Integrin ayj,B3 ausstehend, da die isolierte Betrachtung einer Integrin ay,33-vermittelten
Aktivierung im komplexen Szenario der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktvierung
auferst anspruchsvoll ist [88].

Ebenfalls soll das Glykoprotein GPVI Erwahnung finden, welches als Konsequenz ei-
ner Bindung eines natirlichen Liganden, wie etwa Kollagen, eine Thrombozytenakti-
vierung vermittelt. Sowohl Dovizio als auch Mammadova-Bach und Kollegen konnten
Thrombozyten-stimulierende und prometastatische Effekte durch die Bindung des GPVI
tiber den tumoral exprimierten Liganden Galectin-3 zeigen [94-96]. Weiterhin ist der
Glykoprotein-Komplex GPIb-V-IX zu erwahnen. Dieser kann durch eine Vielzahl physiolo-
gischer Liganden, darunter von-Willebrand-Faktor, Thrombin und P-Selectin, stimuliert
werden und eine Aktivierung der Thrombozyten vermitteln [97]. Fiir die Inhibition dieses
Adhésionskomplex sind eine Reihe, teils widerspriichlicher, Beobachtungen in Bezug auf die
Tumorprogression in murinen Modellen beschrieben. Jedoch wurde auch hier die direkte
Aktivierung der Thrombozyten durch Tumorzellen nicht vollends aufgeklért [42].

Somit stehen im komplexen Zusammenhang der Tumorzell-induzierten Thrombozyten-
aktivierung eine Reihe moglicher Stimulationswege bereit, die ihre Effekte alleine oder
kombiniert entfalten kénnen. Die Tumorzellen kénnen dabei sowohl die Aggregation als auch
die Sezernierung mannigfaltiger Mediatoren aus den thrombozytiren Granula induzieren

und folglich einen prometastatischen Effekt der Thrombozyten fiir sich beanspruchen.
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2.3 Adhdsionsmolekiile in der hamatogenen Metastasierung

In den vorangegangenen Kapiteln deutete sich bereits an, dass eine grofie Zahl verschiedener
Adhésionsmolekiile in unterschiedlichen Stadien der Metastasierung von Bedeutung ist.
Nachfolgend sollen die vier, in dieser Arbeit untersuchten, Adhésionsmolekiile néher
betrachtet und ihre Rolle im Kontext der himatogenen Metastasierung erlautert werden.
Eine schematische Ubersicht der vermittelten Effekte des Zellrollens und des Zellarrests ist

in Abbildung 3 gezeigt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Zellrollens und Zellarrests von Tumorzell-Thrombozyten
Heteroaggregaten und die Beteiligung von VLA-4, VCAM-1 sowie P- und E-Selectin

2.3.1 P-Selectin

P-Selectin ist ein Mitglied der Familie der Selectine. Diese besteht aus insgesamt drei
Mitgliedern, dem endothelial exprimierten E-Selectin, leukozytarem L-Selectin und dem
auf Thrombozyten (engl. platelets) und Endothelzellen lokalisiertem P-Selectin. Gemein
ist ihnen ihr Aufbau aus fiinf Doménen. Sie besitzen einen kurzen zytoplasmatischen
C-Terminus und eine transmembranidre Doméne. Extrazelluldr folgt zundchst eine Region
aus sogenannten short consensus repeat (SCR) Einheiten. Dabei besitzt P-Selectin mit
neun SCRs im Vergleich zu E-Selectin (6 SCRs) und L-Selectin (2 SCRs) die langste
Region. Die vierte Doméne ist eine epidermal growth factor-like Region. N-terminal be-
findet sich die Ca?*-abhingige C-type lectin Bindungsdoméne, welche die Erkennung
und Bindung von Kohlenhydratstrukturen ermdoglicht [98, 99]. Die minimale Struktur,
welche zur Erkennung der Kohlenhydrate durch die Selectine benétigt wird, stellen die
Isomere eines a2,3-sialysierten und a1,3/4 fucosylierten Tetrasaccharids dar, welche als

sialyl Lewis” (sLe”) und sialyl Lewis® (sLe”) bezeichnet werden [100]. Im Zusammenhang
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physiologischer und pathophysiologischer Situationen wurden fiir die Selectine eine Reihe,
diese Erkennungssequenz tragende, Liganden mit verschiedenen Funktionen beschrieben
[101].

Neben der bereits in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Beteiligung des P-Selectins an der For-
derung einer Tumorprogression durch Vermittlung eines aktivierenden Signals in Throm-
bozyten, ist es ebenfalls durch seine rein adhésiven Eigenschaften in die Forderung der
Metastasierung involviert.

Durch Interaktion des auf aktivierten Thrombozyten préisentierten P-Selectins mit tumoral
exprimierten Liganden kénnen die Thrombozyten an der Ausbildung des initial gebildeten
Schutzmantels zur Umgehung des hamodynamischen Scherstresses und der Immuniiber-
wachung beteiligt sein [32, 33, 102]. Durch Kim et al. konnte bspw. im murinen Modell
gezeigt werden, dass sowohl ein P-Selectin Knockout als auch die Entfernung glykosylier-
ter Mucine der Tumorzelle zur Reduktion einer Aggregatbildung fithrten [102]. In einer
anderen Arbeit konnten sie weiterhin zeigen, dass eine Injektion aufbereiteter Mucine
eine P-Selectin-abhiingige Thrombozytenaggregation induzierte [103]. Ahnliche Befunde
beschreiben Gong et al. fiir die Bildung von Heteroaggregaten zwischen Thrombozyten
und Lungenkarzinomzellen, welche durch den Knockdown des P-Selectin-Liganden PSGL-1
reduziert werden konnte [104]. Ebenso zeigten Wei und Kollegen eine Inhibition der Bin-
dung von Kolonkarzinomzellen an immobilisierten Thrombozyten durch Anwendung eines
P-Selectin blockierenden Antikérpers bzw. P-Selectin bindender Heparin-Derivate [83].
Neben dieser initialen Interaktion sind auch im weiteren Verlauf der metastatischen Kas-
kade P-Selectin-abhingige bzw. unterstiitze Mechanismen beschrieben. Ahnlich zu den
a-Granula der Thrombozyten konnen auch Endothelzellen P-Selectin in ihren Vesikeln, den
Weibel-Palade Bodies, speichern und bei einer Aktivierung an der Oberflache prasentieren
[105]. Physiologisch spielt dies eine bedeutende Rolle bei der Rekrutierung von Leukozyten
in inflammatorische Regionen. P-Selectin vermittelt dort das Rollen der Leukozyten entlang
des aktivierten Endothels und leitet somit den letztendlichen Arrest und die Extravasation
der Leukozyten ein [41, 106]. Diesen physiologischen Prozess ausnutzend, konnen auch
metastasierende Zellen endotheliales P-Selectin fiir ihren Arrest an der Geféfliwand bean-
spruchen. Beispielsweise zeigten Ludwig et al. eine starke Reduktion der am Endothel
rollenden Melanomzellen in P-Selectin Knockout-Méusen. Weiterhin nutzen sie Wildtyp-
mause, welche eine Knochenmarkstransplantation aus Selectin Knockout-Mausen erhielten,
sodass lediglich deren Thrombozyten P-Selectin defizient waren. In diesem System war
das Rollen der Melanomzellen nicht beeinflusst und konnte erst durch den Einsatz eines
blockierenden P-Selectin Antikérpers reduziert werden [107]. Zusétzlich zur Vermittlung
dieses direkten Kontaktes zwischen Tumorzelle und Endothel kann P-Selectin auch iiber

die Briicke der Thrombozyten eine Adhésion der Tumorzellen an das Endothel vermit-
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teln. So konnten Dadrik et al. zeigen, dass die durch Koinkubation von Melanomzellen
mit aktivierten Thrombozyten erreichte Steigerung der Endothelzellbindung durch die
Blockade des P-Selectins inhibiert werden kann [108]. Neben diesen beispielhaft genannten
Beobachtungen zeigen eine Reihe weiterer Arbeiten die Bedeutung des P-Selectins in der
Metastasierung [109-111].

2.3.2 E-Selectin

Wie das P-Selectin gehort auch E-Selectin in die Familie der Selectine. E-Selectin wird
nach Aktivierung des Endothels, durch inflammatorische Zytokine wie TNF-«, exprimiert
[112]. Durch die Bindung seiner verschiedenen Liganden wie PSGL-1, CD44 oder des
E-Selectin Ligand-1 (ESL-1) auf Leukozyten, besteht seine physiologische Rolle vornehm-
lich aus der Vermittlung des leukozytaren Rollens im Kontext eines inflammatorischen
Szenarios [113, 114]. Ebenso wie fiir P-Selectin wurde eine prometastatische Wirkung des
E-Selectins in einer Reihe verschiedener Studien beschrieben. Beispielsweise konnte durch
Richter et al. ein E-Selectin-abhéngiges Rollen und Adhérieren verschiedener Zelllinien
des kleinzelligen Bronchialkarzinoms am in-vitro Modell eines stimulierten Endothels
gezeigt werden [115]. In einer weiteren Studie untersuchten Yasmin-Karim et al. sowohl
das Zellrollen entlang eines endothelialen Monolayers als auch das metastatische Potential
im Mausmodell fiir die Prostatakarzinomlinien PC-3 und DU145. Durch einen Knock-
down des tumoral exprimierten ESL-1 konnten sie das Zellrollen signifikant reduzieren
und mit dem metastatischen Potential der Prostatakarzinome korrelieren [116]. In ihrem
Mausmodell adressierten Morita und Kollegen die Metastasierung von Brustkrebszellen.
Dabei nutzten sie PEGylierte Thioaptamere, welche durch die Blockade des E-Selectins
die Metastasierung nach Injektion humaner Brustkrebszellen hemmten [117]. Neben dieser
Adhaésionsvermittlung wurde durch die Beobachtungen von Tremblay et al. evident, dass
die Bindung des E-Selectins zu einer intrazelluldren Signalweiterleitung fiihrte, welche die
Permeabilitat des Endothels durch die Dissoziation des VE-Cadherins steigerte. Folglich
beobachteten sie eine Erhohung der transendothelialen Migration der untersuchten Ko-
lonkarzinomzellen HT-29 [118]. Eine ebenfalls von E-Selectin und dem Liganden CD44v4
abhangige transendotheliale Migration konnte bei der vergleichenden Untersuchung von
metastatischen Brustkrebszellen der MDA-Linien und dem wenig metastasierenden Mo-
dell MCF-7 beobachtet werden [119]. Unabhéngig von einer Expression der E-Selectin
Liganden auf Tumorzellen scheint auch eine Interaktion zwischen E-Selectin und mo-
nozytaren E-Selectin Liganden einen Beitrag zur Metastasierung zu leisten. So zeigten
H&auselmann und Kollegen, dass die Metastasierung von Tumorzellen, die keinen ESL-1
exprimieren, in E-Selectin defizienten Mausen signifikant weniger Metastasen bildeten als

in Wildtypmausen. Weiterfithrend postulierten sie, dass die Metastasierung auf die erh6hte
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Permeabilitat des Endothels als Konsequenz einer E-Selectin-abhangigen Bindung von

Monozyten zuriickzuftihren sei [120)].

2.3.3 Very Late Antigen-4 und Vascular Cell Adhesion Molecule 1

Das Adhésionsmolekil very-late antigen 4 (VLA-4) ist ein Integrin, welches durch eine
nicht-kovalente Assoziation der ay- und f;-Untereinheit gebildet wird [121]. Durch die
Expression auf Leukozyten ist es, ahnlich den zuvor beschriebenen Selectinen, wihrend der
Rekrutierung der Leukozyten in entziindliche Regionen von Bedeutung. Dort partizipiert
es in seiner inaktiven Konformation sowohl am initialen Rollen der Leukozyten als auch am
Arrest der Zellen am Endothel, der dann durch die aktive Konformation vermittelt wird
[114, 122]. Neben den beiden Hauptliganden vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1)
und Fibronectin wurden weitere Liganden wie z.B. Osteopontin oder ADAMT7 beschrieben
[123-126]. VCAM-1 ist ein Adhéasionsmolekiil aus der Superfamilie der Immunglobuline,
dessen beiden Spleiffivarianten entweder sechs oder sieben Immunglobulin-d&hnliche Domé-
nen aufweisen, welche iiber eine transmembranédre Doméane an eine kurze zytoplasmatische
Domaéne gekniipft sind [127]. Es ist hauptséchlich auf der Oberfliche der Endothelzellen
lokalisiert und in Folge einer Stimulation durch inflammatorische Zytokine in seiner Ex-
pression gesteigert [128, 129]. Als einer der physiologischen Hauptliganden des VLA-4
ist seine Bedeutung in der Rekrutierung der Leukozyten in inflammatorische Regionen
schliissig [114].

Eine Expression seitens der Tumorzellen konnte bereits fiir verschiedene Entitéten gezeigt
werden. So wurde fiir verschiedene Melanom-, Osteosarkom- und Nierenkarzinomzellen
eine VLA-4/VCAM-1 abhéngige Bindung und Transmigration der Tumorzellen iiber das
Endothel gezeigt [130-133]. Neben VLA-4 wurde ebenso eine Expression von VCAM-1 auf
Tumorzellen beschrieben, sodass eine Interaktion der Tumorzelle mit VL A-4 tragenden
korpereigenen Zellen ermoglicht ist. So konnte bspw. durch Chen und Kollegen gezeigt
werden, dass die Bindung von VCAM-1 durch VLA-4 auf Monozyten zu einer Stimulation
antiapoptotischer Signalwege in den untersuchten Brustkrebszelllinien fithrte [134]. In einer
aktuellen Studie von Zhang et al. wurde weiterhin gezeigt, dass die transendotheliale Mi-
gration und die Metastasierung von Kolorektalkarzinomen durch eine VCAM-1-abhéngige
Induktion der EMT bedingt sein konnen [135].

Nicht nur in Prozessen der Adhésion und Transmigration scheint VLA-4 und VCAM-1
eine bedeutende Rolle zuzukommen. In in-vitro Versuchen untersuchten Berrazouane
und Kollegen den Einfluss der VLA-4/VCAM-1 Achse auf die Chemoresistenz der T-Zell
akut lymphatischen Leukamie. Dabei zeigten sie, dass durch die Bindung von VLA-4 an
immobilisiertes VCAM-1 ein durch (Protein) Tyrosin Kinase 2 vermittelter Signalweg

aktiviert wird, welcher zu einem Efflux des eingesetzten Doxorubicins fithrt [132]. Ebenso
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konnten Noborio-Hatano et al. VLA-4 mit einer cell adhesion mediated drug resistance
(CAM-DR) gegeniiber Bortezomib, Vincristin, Doxorubicin und Dexamethason in Ver-
bindung bringen. In Zellen des multiplen Myeloms konnten sie die CAM-DR durch den
Einsatz von blockierenden Antikorpern gegen die ay-Untereinheit des Integrins bzw. durch
einen shRNA Knockdown der Untereinheit zuriickdrangen [136].

Weiterhin konnte dem VLA-4 durch Kaplan und Kollegen eine Bedeutung in der Ausfor-
mung einer prametastatischen Nische zugesprochen werden. Durch ihre Beobachtungen
konnten sie zeigen, dass VEGFR1 positive, dem Knochenmark entspringende Zellen tiber
VLA-4 an das, am Ort der zukiinftigen Metastase vermehrt gebildete, Fibronectin binden
und dort zur Etablierung einer prametastatischen Nische beitragen [137].

Neben diesen prometastatischen Eigenschaften der VLA-4/VCAM-1 Achse wurde jedoch
auch ein antimetastatischer Effekt der VLA-4 Expression auf die Invasivitat von B16F10
Zellen gezeigt, fiir den eine Abhéngigkeit von homotypischen VLA-4 Bindungen zwischen
den Zellen eines Clusters postuliert wurde [138]. Auch als vorhersagender Biomarker
zur Einschatzung der Ansprechbarkeit eines Patienten auf eine PD-L1 Therapie konnte
VCAM-1 in Zukunft eine Bedeutung erlangen, da Riegler et al. mittels bildgebender Ver-
fahren eine Korrelation zwischen Tumorperfusion bzw. endothelialer VCAM-1 Expression
und der T-Zell Infiltration beobachteten [139].

2.4 Die Rolle des Immunsystems in der Progression maligner

Erkrankungen

Das menschliche Immunsystem ist von essentieller Bedeutung in der Abwehr von Bakterien,
Viren und Pilzen. Durch die Erkennung und Elimination exogener Antigene schiitzt es
den Menschen vor Infektionen mit minderschwerem bis hin zu letalem Verlauf. Dariiber
hinaus kommt dem Immunsystem eine bedeutende Rolle in der Elimination endogener
Risikofaktoren wie entarteten Zellen zu. Somit ist es auch an der Préavention und Bekamp-
fung von malignen Erkrankungen beteiligt [140]. Die Hypothese einer Involvierung des
Immunsystems in das komplexe Geschehen einer malignen Erkrankung wurde erstmals
vor tber 150 Jahren begriindet. Bereits im Jahr 1863 postulierte der deutsche Arzt und
Wissenschaftler Rudolf Virchow den heutzutage erwiesenen Zusammenhang zwischen einer
entziindlichen Gewebsirritation und der Entstehung eines Tumors [141-143]. Auch erste
Versuche einer antitumoralen Immuntherapie gehen auf das Jahr 1891 zuriick, als der
amerikanische Chirurg William Bradley Coley bei seinem Patienten eine Tumorregression
in Folge einer Streptokokken-Infektion beschrieb. Folgend versuchte er, durch die Injektion
einer Bakterien-Mixtur das Immunsystem onkologischer Patienten zu stimulieren und so
eine Tumorregression zu induzieren [144]. Dennoch riickte die Aufklarung der wechselseiti-

gen Beziehung von Tumoren und dem Immunsystem erst in den vergangenen Jahrzenten
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in den Fokus der breiteren Forschung und resultierte in der Entwicklung moderner Im-
muntherapien.

Die Wechselwirkung zwischen Tumor und Immunsystem ist weder auf einzelne Komponen-
ten des Immunsystems, noch auf bestimmte Stadien der malignen Erkrankung beschrénkt.
Es sind sowohl Effektoren der angeborenen Immunabwehr, wie Nattrliche Killerzellen
(NK-Zellen) oder Makrophagen, als auch CD4" bzw. CD8" T-Lymphozyten als Vertre-
ter des adaptiven Immunsystems involviert und beeinflussen nicht nur die Entstehung
und Entwicklung eines soliden Tumors, sondern nehmen auch auf die Metastasierung
Einfluss [145-147]. Dabei gilt es jedoch zu beachten, dass dieses Wechselspiel ein hochst
komplexer Prozess ist und neben einer antitumoralen Aktivitdt des Immunsystems auch
die Progression einer malignen Erkrankung durch Immunzellen befeuert werden kann. Bei-
spielsweise konnen M1 polarisierte Makrophagen durch ihren antitumoralen Charakter die
Tumorprogression hemmen, wahrend M2 polarisierte Makrophagen durch eine Férderung
der Neovaskularisation oder eine Immunsuppression die Progression des Tumors férdern
konnen [146, 148]. Im Folgenden sollen CD4% T-Zellen, CD8* T-Zellen sowie NK-Zellen

als Schliisselfiguren der antitumoralen Immunitéit ndher betrachtet werden.

2.4.1 CD4* T-Zellen als Schliisselfiguren der antitumoralen Immunitat

CD4*1 T-Zellen, auch als T-Helferzellen bezeichnet, stellen eine dem Knochenmark ent-
springende Gruppe der Lymphozyten dar, welche im Thymus durch die Expression des
T-Zell-Rezeptors (TCR) heranreift und CD4 als Korezeptor des TCR auf ihrer Oberflache
exprimiert. CD4% T-Zellen gehoren zum adaptiven, also dem erworbenen Teil des Immun-
systems, indem jede der Zellen zur Erkennung eines spezifischen Antigens ausgestattet ist.
Als Helferzellen entfalten CD4" T-Zellen ihre physiologischen Effekte durch die Initiation
und die Unterstiitzung der Immunantwort anderer Effektoren des Immunsystems wie zyto-
toxischer T-Zellen, NK-Zellen oder Antikorper generierender B-Zellen [149-151]. Innerhalb
der CD4*" T-Zellen konnen Subpopulationen unterschieden werden, welche unterschiedliche
Zytokinprofile aufweisen und in ihren physiologischen Funktionen variieren. Beispielsweise
unterstiitzen T-Helferzellen des Typs 1 (Thl) die Elimination intrazelluliarer Pathogene
durch die Sezernierung von Zytokinen wie IFN-vy oder IL-2 und einer damit einhergehenden
Steigerung der zytolytischen Aktivitat von Makrophagen bzw. CD8" T-Zellen [152]. Th2
Zellen hingegen sind zwar an der Amplifikation der humoralen Immunabwehr beteiligt,
sie konnen jedoch auch in pathophysiologischen Prozessen wie Allergien oder asthmati-
schen Erkrankungen involviert sein [153]. Neben den, die Immunabwehr fordernden CD4*
T-Zellen stellen regulatorische T-Zellen eine Subpopulation dar, welche zur Kontrolle der
Immunantwort dient und den Organismus so vor iiberméfiigen Immunreaktionen schiitzt
[154]. Eine Ubersicht weiterer CD4" T-Zellen ist in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Ubersicht der CD4+ T-Zell Subpopulationen und deren Rolle in physiologischen und pathophy-
siologischen Szenarien [155-158] (+) = Anzahl erhéht; (—) = Anzahl erniedrigt.

Subpopulation physiologische Funktion pathophysiologische Funktion

Thl Abwehr bakterieller und viraler Pathogene chroniische Entziindungen /
Autoimmunerkrankungen

Th2 humorale Abwehr / Abwehr von Helminthen Allergien / Asthma
Th9 Abwehr von Helminthen Allergische Entztindungen
Th17 Abwehr von Pilzen und Bakterien chronische Entziindungen /

Autoimmunerkrankungen

Th22 ‘Wundheilung Autoimmunerkrankungen

Tth Unterstiitzung der Antikérperproduktion in Autoimmunerkrankungen (+) /
B-Zellen Immundefizienz (—)

Treg Immunhomdostase / Schutz vor gehinderte Immunabwehr

Autoimmunerkrankungen

Im Zuge eines Tumorleidens kann es zur Migration tumorinfiltrierender T-Lymphozyten
(TIL) in das maligne Gewebe kommen. Fiir eine Vielzahl verschiedener Tumorentitaten
konnte die Infiltration von Thl Lymphozyten mit einer verbesserten Prognose des Patien-
ten korreliert werden [159]. Hoepner et al. zeigten am Mausmodell, dass Tumorantigen
spezifische Th1l Zellen die Infiltration und Aktivitat von CD8" T-Zellen in Gehirntumoren
steigerten und so das Gesamtiiberleben der Versuchstiere verbesserten [160]. Entgegen den
Th1l TILs werden Th2 TILs mit einer schlechteren Prognose assoziiert und kénnen durch
die Hemmung des adaptiven Immunsystems eine Progression des Tumors beglinstigen
[159, 161-164]. Jedoch konnte durch Nishimura und Kollegen auch fir Th2 Lymphozyten
ein CD8' T-Zell-abhdngiger Riickgang der Tumormasse beobachtet werden, nachdem sie
Ovalbumin (OVA) antigenspezifische Thl bzw. Th2 Lymphozyten in Méuse injizierten,
welche OVA-transfizierte A20 Tumore ausgebildet hatten [165]. Weiterhin zeigten Lorvik
et al., dass Th2 Lymphozyten durch die Rekrutierung von Arginase exprimierenden M2-
Makrophagen im Zuge einer Typ 2 Entziindungsreaktion zu einer Melanom-Eradikation
fithrten [166]. Die Beteiligung von Th2 Lymphozyten kann somit pro- und antitumoraler
Natur sein und verdeutlicht die hohe Komplexitit der immunologischen Prozesse im
Kontext maligner Erkrankungen.

Eine weitere Subpopulation der CD4" T-Zellen mit einer antitumoralen Aktivitat stellen
die 11-9 exprimierenden Th9 Lymphozyten dar. Im Vergleich zu Th1l, Th2 und Th17 Zellen
konnte eine ausgepriagtere antitumorale Aktivitdt der Th9 Lymphozyten durch Purwar et

al. beschrieben werden. Diese gesteigerte Aktivitit fiihrten sie durch die Verwendung von T-

19



Theorie

und B-Lymphozyt-defizienten Ragl™/~C57BL/6 Miusen sowie Mastzell-defizienten Mau-
sen auf eine IL-9-abhéngige Mastzellaktivierung zuriick [167]. Durch Arbeiten von Lu und
Kollegen wurde evident, dass der hyperproliferative Charakter und die Granzym-Expression
der Th9 Lymphozyten durch eine damit verbundene, direkt zytolytische Aktivitat zur
antitumoralen Antwort beitragen. Sie zeigten weiterhin, dass Th9 Lymphozyten iiber
die CCL20/CCR6 Achse dendritische Zellen in das tumorale Gewebe rekrutieren. Dies
vermittelte einen antitumoralen Effekt durch die Steigerung der Aktivitat tumorspezifischer
CD8" T-Zellen [168, 169]. Neben diesen antitumoralen Eigenschaften zeigten verschiede
Studien, dhnlich wie bei Th2 Lymphozyten, eine Korrelation zwischen der Prasenz von
Th9 Lymphozyten, einer protumoralen, immunsupprimierten Mikroumgebung und einer
verschlechterten Prognose [170-172].

Als Subpopulation mit einer ebenfalls dualen Rolle in der antitumoralen Immunitat wurden
IL-17 exprimierende Th17 Lymphozyten beschrieben. In einer Vielzahl verschiedener Unter-
suchungen zeigte sich, dass sie iiber verschiedene Mechanismen wie etwa die Férderung der
Angiogenese oder die Rekrutierung regulatorischer T-Zellen eine Progression des Tumors
fordern konnen. Ebenso konnten antitumorale Effekte, etwa durch die Induktion einer
zytotoxischen Antwort von CD8" T-Zellen oder eine direkte Tumorreduktion durch Th17
Lymphozyten in T- und B-Lymphozyten-defizienten Mausen gezeigt werden. Des Weiteren
bedingt die hohe Plastizitat der Th17 Lymphozyten eine erschwerte Beurteilung ihrer
Rolle im malignen Kontext, da sie durch die Stimulation unterschiedlicher Zytokin-Milieus
dazu befahigt sind sich in andere CD4" Subpopulationen zu differenzieren. So ist es also
moglich, dass Th17 Lymphozyten ihr immunmodulatorisches Potential z.B. als Th1 oder
regulatorische T-Zellen entfalten [167, 173-175].

Neben den vorangegangen CD41 Subpopulationen und deren zumeist dualen Rollen in
der Tumorentwicklung konnte kiirzlich eine direkt zytolytische Subpopulation der CD4*
TILs beschrieben werden, welche, vergleichbar zu CD8% T-Lymphozyten, ihre zytolytische
Aktivitdt durch Perforin und Granzym B vermittelt [176].

Ein besonderes Augenmerk dieser Arbeit liegt auf der Thrombozyten-vermittelten Diffe-
renzierung von naiven CD4" Lymphozyten zu regulatorischen T-Zellen. Regulatorische
T-Zellen (Theg) stellen eine besondere Subpopulation der CD4% Lymphozyten dar, deren
Hauptaufgabe im Erhalt der Immunhomoostase durch die Hemmung einer abgeschlossenen
bzw. tiberschiefenden Immunantwort liegt. Durch ihren CD4%/CD25% /FoxP3* Phénotyp
konnen sie von anderen Lymphozyten differenziert werden. Innerhalb ihrer Subpopulation
kann zwischen natiirlich vorkommenden regulatorischen T-Zellen (nT,) und induzierten
regulatorischen T-Zellen (iT,,) unterschieden werden. nT,ees reifen im Thymus und expri-
mieren konstitutiv den essentiellen Transkriptionsfaktor FoxP3. Hingegen differenzieren

iTyegs in Folge eines TCR- und Zytokin-Stimulus, wie beispielsweise durch IL-2, IL-10
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und/oder TGF-43, in der Peripherie und exprimieren FoxP3 situativ [177-179]. Zur Aus-
iibung ihrer immunsupprimierenden Aktivitdt steht regulatorischen T-Zellen ein breites
Repertoire unterschiedlicher Mechanismen zur Verfligung, welche in einer konzertierten
Weise zu einer Hemmung der Effektorzellen im entziindlichen und tumoralen Kontext

fiihren. Eine Ubersicht der verschiedenen Mechanismen ist in Abbildung 4 skizziert.
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Abbildung 4: Dargestellt sind die unterschiedlichen Mechanismen der Immunhemmung durch regulatorische
T-Zellen

Mit Blick auf das maligne Geschehen, konnte durch Liu et al. gezeigt werden, dass Tu-
morzellen durch die Freisetzung von TGF-£ eine Konversion naiver CD4TCD25~ T-Zellen

zu FoxP3 exprimierenden CD4+tCD25% regulatorischen T-Zellen induzieren konnen [180].
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Durch ihren immunsupprimierenden Charakter préasentieren sich tumorinfiltrierende T egs
als nachteilige Marker in der Prognose verschiedener Tumorentitaten und sind mit einem
verschlechterten Gesamtiiberleben assoziiert [181].

Ein humoraler Mechanismus der Immunsuppression, welchen sich T'egs zu eigen machen, ist
der hohe Konsum an T-Zell-stimulierendem I1.-2, wodurch dieses der Umgebung entzogen
wird und somit nicht mehr zur Aktivierung weiterer Immunzellen zur Verfiigung steht
[182-184]. Neben der Bindung von IL-2 konnte weiterhin eine T,e,-vermittelte Suppression
durch die Freisetzung immunmodulatorischer Zytokine wie TGF-3, IL-10 oder IL-35 be-
schrieben werden. So zeigten etwa Collison et al., dass eine T,c,-dominerte Freisetzung
von 1L-35 die Proliferation von Effektor T-Zellen signifikant unterdriickte [185]. Ebenso
zeigten Stewart und Kollegen in einem murinen IL-10 Knockout-Modell, dass iiber die
T\eg-dominierte IL-10 Freisetzung eine Inflammation durch tumorinfiltrierende Th17 re-
duziert wird [186]. Wahrend manche Studien eine maBgebliche Beteiligung des Zytokins
TGF-$ an der T,eg-vermittelten Suppression von NK-Zellen und Effektor T-Zellen beschrei-
ben, konnten andere Arbeiten die Beteiligung von TGF-/ nicht bestéitigen, sodass ein
TGF-f Effekt moglicherweise situationsabhéngig sein kann [187-189]. Als einen weiteren,
durch 16sliche Mediatoren vermittelten, Mechanismus der Immunsuppression konnten
Maj et al. in ihrer Studie die Freisetzung von ATP aus apoptotischen T, als Folge
oxidativen Stresses identifizieren. Dabei zeigten sie, dass freigesetztes ATP durch die
Enzyme Ektonukleosidtriphosphatdiphosphohydrolase 1 (CD39) und die 5'-Nukleotidase
(CD73) zu Adenosin umgesetzt wird, welches wiederum durch die Bindung des Adeno-
sinrezeptors Ay die Aktivitat der T-Zellen hemmte. Dies hatte sogar in Versuchstieren
unter Immuncheckpoint-Inhibition durch einen PD-L1 Antikorper eine erhohte Progression
des Tumors zur Folge [190]. Das Apoptose-induzierende Perforin/Granzym-System wird
nicht nur von zytotoxischen T-Lymphozyten und NK-Zellen zur Eradikation maligner
Zellen verwendet. In ihrer Studie zeigten Cao et al. durch die Verwendung verschiedener
Knockout-Mausmodelle, dass regulatorische T-Zellen sich selbiges zu eigen machen, um
antitumorale Effektorzellen zu eliminieren, was in einer Verschérfung der Tumorprogression
resultierte [191].

Ebenso kénnen Immuncheckpoint-Molekiile durch T,e, zur Modulation der Immunant-
wort genutzt werden. So konnen T, etwa durch die Bindung des auf ihrer Oberfléche
lokalisierten cytotozic T-lymphocytes-associated protein 4 (CTLA-4) das Aufkommen der
auf antigenprésentierenden Zellen (APC) exprimierten Liganden CD80 und CD86 im Zuge
eine Trogozytose vermindern. Dies fiihrt folgend zur Limitierung des kostimulatorischen
Signals bei der T-Zell-Aktivierung [192]. Weiterhin kann der auf regulatorischen T-Zellen
prasentierte Immuncheckpoint Lymphocyte-activiation gene 8 (LAG-3), durch Bindung an
den major histocompatibility complez class II (MHC-II), die Proliferation von Effektorzellen
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inhibieren [193].

Nicht zuletzt durch ihre grofie Heterogenitit und mannigfaltigen Effekte im Zusammen-
hang maligner Erkrankungen riicken CD4" T-Lymphozyten stetig weiter in den Fokus der
Wissenschaft und finden zunehmend Beachtung in modernen Therapieansitzen wie der
Immuncheckpoint Inhibition oder der CAR T-Zelltherapie.

2.4.2 CD8* T-Zellen als Schliisselfiguren der antitumoralen Immunitat

Ahnlich den CD4* T-Lymphozyten gehoren auch CD8* T-Zellen zu den TCR-exprimieren-
den Lymphozyten und reifen im Thymus heran. An Stelle des CD4 der T-Helferzellen ist die
Prasenz des Oberflachenproteins CDS8 charakteristisch. Aktivierte CD8" T-Lymphozyten
werden auch als zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) bezeichnet und stellen die Effek-
torzellen des adaptiven Immunsystems dar. Thre physiologische Hauptaufgabe besteht in
der antigenspezifischen Erkennung und Elimination infizierter oder entarteter Zellen. Die
Erkennung erfolgt dabei spezifisch durch die Bindung des TCR an den antigentragenden
MHC-I Komplex der antigenprisentierenden Zellen. Ahnlich wie die CD4" T-Lymphozyten
konnen auch die CD8" T-Zellen anhand ihres Zytokinprofils differenziert werden, wobei
Tcl, Tc2 und Tc22 einen zytotoxischen Charakter besitzen, welcher fiir die Subpopulationen
Tc9 und Tel7 bisher nicht gezeigt werden konnte [151, 194].

Grundlegend kénnen CD8" T-Zellen durch Infiltration des tumoralen Gewebes nicht nur
mit einer verbesserten Prognose korrelieren, sondern ebenso einen potentiellen Pradiktor
fir das Ansprechen und den Erfolg einer auf Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) basieren-
den Therapie darstellen [195-197]. Trotz ihrer unumstrittenen Rolle als Schliisselspieler in
der tumorspezifischen Immunantwort sind die genauen Mechanismen, die den CTL zur
Eradikation der entarteten Zellen zur Verfiigung stehen, aufgrund teils unterschiedlicher
Beobachtungen nicht abschliefend aufgeklart. So kann auf der einen Seite durch CTL aus-
geschiittetes Perforin die Membranintegritét der Zielzelle bzw. bei gemeinsamer Endozytose
die Integritat des Vesikels storen, sodass Granzym A oder B in die Zielzelle eindringen und
eine Apoptose induzieren konnen [198]. Smyth et al. beschrieben jedoch, dass Granzym A
und B defiziente Mausmodelle zur Unterdriickung einer Tumorausformung nach Injektion
von B-Zell-Lymphom-Zellen befihigt sind. Hier schien die Préisenz von Perforin essentiell
aber auch ausreichend fiir eine Unterdriickung des Tumors zu sein [199]. Das ebenfalls aus
den zytolytischen Granula sezernierte Granulysin ist wie die Granzyme von der Perforin-
vermittelten Storung der Membranintegritat abhéngig und kann nach dem Eindringen den
Zelltod durch endoplasmatischen Stress bzw. die Aktivierung der Caspase-7 induzieren
[200, 201]. Einen alternativen Mechanismus stellt die Interaktion zwischen dem tumoralen
Todesrezeptor Fas und dem auf CD8" T-Lymphozyten exprimierten Fas-Liganden (FasL)
dar, die intrazellular zur Caspase-8-vermittelten Apoptose fithrt [202]. Eine Beteiligung
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dieses Systems konnte beispielsweise durch Lowin et al. gezeigt werden, welche in-vitro
eine verminderte Lyse verschiedener Tumormodelle durch Lymphozytenkulturen aus FasL-
defizienten Méausen beobachteten [203]. Weitere Evidenz der Fas/FasL Beteiligung wurde
durch Seki et al. erbracht, die beschrieben, dass die in-vitro Lyse der verwendeten RenCa
Zellen zwar Perforin dominiert verlief, Perforin-defiziente CTL aber eine im Vergleich zu
Wildtyp-CTL dhnliche Unterdriickung von experimentellen Metastasen vermittelten [204].
Auch Caldwell und Kollegen konnten diese Beobachtungen bestatigen. Dabei zeigten sie
anhand von Fasl-defizienten gld-Mausmodellen und einer Concanamycin A Behandlung
(Unterbindung der Perforin-abhéngigen Zytotoxizitéat), dass die Fas/FasL-vermittelte Lyse
besonders in fortgeschrittenen Stadien zur effizienten Eradikation des Tumors beitragt
[205]. Ein weiterer Mechanismus der Caspase-8-induzierten Apoptose verlduft iiber die
Bindung des aus CTL sezernierten TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) an
seine korrespondierenden Todesrezeptoren DR4 und DR5. Zwar ist die genaue physiologi-
sche Bedeutung des TRAIL-Signalweges im Kontext der malignen Erkrankungen aufgrund
divergenter pro- und antitumoraler Beobachtungen nicht abschlieend aufgeklért, dennoch
konnte ein antitumoraler Effekt durch TRAIL in einigen Studien beschrieben werden
[206-209]. Weitere Beitrédge zur Tumorinhibition konnen durch sezerniertes IFN-y oder
TNF-a geleistet werden. IFN-v vermittelt seine Effekte dabei zum Beispiel direkt durch
die Induktion einer Caspase-vermittelten Apoptose oder indirekt durch die autokrine
Verstarkung der Totungseffizienz der CD8" T-Zellen selbst. Dariiber hinaus fordert es
die Polarisierung Tumor-assoziierter Makrophagen zu einem antitumoralen M1 Phanotyp
[210-213]. Ahnliche Mechanismen konnten auch fiir TNF-a: beobachtet werden. So zeigten
beispielsweise Nie et al., dass TNF-a regulatorische T-Zellen hemmt und somit einer
Inhibition von Effektorzellen vorbeugt [214]. Auch ein TNF-a-vermittelter Hemmeffekt der
M2 Polarisation Tumor-assoziierte Makrophagen konnte durch Kratochvill und Kollegen
gezeigt werden, der die Balance der Makrophagen-Subpopulation zu einem antitumoralen
Charakter drangt [215]. Eine Induktion der Apoptose durch TNF-a konnte ebenfalls gezeigt
werden [216]. Als ein weiterer gemeinsamer Mechanismus von IFN-y und TNF-a wurde die
Sensibilisierung von Tumorzellen fiir den Angriff durch das Fas/FasL-System beschrieben
[204, 205]. Eine kurze Erwahnung soll IL-17 finden, fir welches neben einigen antitumoralen
vermehrt protumorale Effekte beschrieben werden. Generell gilt jedoch ebenso fiir die
oben genannten Mediatoren, dass sie situations- bzw. konzentrationsabhangig auch einen

protumoralen Effekt vermitteln kénnen [217-219].

2.4.3 Natiirliche Killerzellen als Schliisselfiguren der antitumoralen Immunitat

Im Gegensatz zu CD4" und CD8' T-Lymphozyten gehoren NK-Zellen zur angebore-

nen Immunabwehr. Durch komplexe Stimuli differenzieren sie iiber unterschiedliche Zwi-
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Abbildung 5: Schematische Illustration der durch CD8" T-Zellen bzw. natiirliche Killerzellen genutzten
Mechanismen zur Eradikation malginer Zellen

schenstufen aus hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks [220]. Als Teil des
angeborenen Immunsystems sind sie, im Gegensatz zu den Effektorzellen der adaptiven
Immunabwehr, nicht von einer antigenspezifischen Stimulation abhéngig. Die Erkennung
und Differenzierung, zwischen korpereigenen und infizierten bzw. entarteten Zellen durch
NK-Zellen, erfolgt iiber mehrere Mechanismen. Zum einen kénnen sowohl aktivierende
als auch inhibierende Rezeptoren der NK-Zelle die auf der Zielzelle exprimierten MHC-I
Komplexe erkennen. Zum anderen konnen weitere Rezeptoren durch membranstandige oder
losliche Liganden angesprochen werden und ihre inhibitorische oder aktivierende Wirkung
entfalten. Solange die Balance zwischen den aktivierenden und inhibitorischen Reizen

gewahrt ist bzw. die inhibitorischen Signale tiberwiegen, wird die Zielzelle nicht durch die
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NK-Zelle eliminiert. Verliert jedoch eine infizierte oder entartete Zelle ihre Expression des
MHC-I Komplexes, kénnen inhibierende Rezeptoren wie NKG2A nicht mehr angesprochen
werden und die Zielzelle wird im Zuge der sogenannten ,,missing self-recognition® erkannt.
Es iiberwiegen die aktivierenden Reize und die NK-Zelle entfaltet ihre lytische Aktivitét.
Im Zuge einer ,induced self-recognition* werden vermehrt aktivierende Rezeptoren wie
NKG2D oder NKp44 durch stressinduzierte Liganden der Zielzelle angesprochen, was
ebenfalls in der Aktivierung der lytischen Kapazitat der NK-Zellen und der Ausformung
einer immunologischen Synapse resultiert [221, 222].

Die Infiltration solider Tumore durch eine hohe Zahl NK-Zellen korreliert signifikant
mit der Verbesserung des Gesamtiiberlebens der malignen Patienten [223]. Ahnlich den
zytotoxischen CD8' T-Zellen sezernieren NK-Zellen zur Eradikation maligner Zellen ihre
lytischen Granula. Auch hier konnten Smyth et al. die Beteiligung von Perforin an der
NK-Zell-abhangigen Tumorkontrolle in Mausmodellen der spontanen Metastasierung be-
obachten [224]. Folgend, wurde durch Pardo und Kollegen gezeigt, dass Perforin zwar
alleine durch die Storung der Membranintegritat zur Tumorkontrolle befahigt ist, jedoch
der Synergismus mit den Apoptose-induzierenden Granzymen A und B eine effektivere
Abwehr begriindet [225]. Die Abhéngigkeit des Granzym B von der Anwesenheit Perforins
wurde ebenso durch die Studie von Prager et al. evident. Dariiber hinaus zeigten sie in
Einzelzell-basierten Messungen, dass sich die Zytotoxizitat der NK-Zellen gegentiber HelLa
Zellen mit fortschreitender Zeit von einem Perforin/Granzym B-dominierten Mechanismus
zu einer Perforin unabhéngigen T6tung durch das Fas/FasL-System wandelt, welches tiber
die Aktivierung der Caspase-8 eine Apoptose induziert [226]. Bereits Zhu et al. beschrieben
eine essentielle Beteiligung von Fas/Fasl. an der Lyse der Osteosarkom Zelllinie U-2 OS,
welche durch die NK92-MI Zellen auf einem Granzym B-dominierten Weg angegriffen wur-
den, wohingegen primére NK-Zellen einen langsameren Fas/Fasl-gepragten Mechanismus
nutzten [227]. Als weiterer NK-zellularer Todesligand tragt TRAIL zur Vermittlung der
antitumoralen Antwort bei. So konnte die Beteiligung von 16slichem, aus NK-Zellen sezer-
niertem TRAIL an der Unterdriickung der Tumorbildung in Kolonkarzinom-Xenografts
durch Song et al. gezeigt werden. Eine Unterstiitzung der Granzym B Zytotoxizitédt durch
membrangebundenen TRAIL gegeniiber Neuroblastomzellen wurde durch Sheard und
Kollegen beschrieben. Der unterstiitzende Effekt des membranstéandigen TRAIL konnte
durch die exogene Zugabe von IFN-v verstiarkt werden, was die Autoren auf die Indukti-
on der Caspase-8 Expression, ein essentielles Enzym der TRAIL-induzierten Apoptose,
innerhalb der Zielzellen zuriickfithrten [228, 229]. Neben der Sekretion der lytischen Gra-
nula, sezernieren NK-Zellen weitere Zytokine wie IFN-y oder TNF-« [230]. Wie bereits
im vorangegangen Abschnitt beschrieben, kénnen sie iiber die direkte Induktion einer

Apoptose der Zielzellen oder die Regulation weiterer in die Immunantwort eingebundener
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Zellen die Tumoreradikation beeinflussen. Dartiber hinaus beschrieben Wang et al. einen
Mechanismus, nachdem NK-zellular sezerniertes IFN-vy und TNF-« zu einer Erhéhung der
Expression des intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) seitens der Zielzelle fiihrt. Dies
bedingt eine gesteigerte Adhéasion zwischen NK- und Zielzelle und unterstiitz die Zelllyse.
Jedoch kommt der Effekt vor allem in Zielzellen, welche wenig ICAM-1 exprimieren, zum
Tragen, wohingegen in Zellen die ein hohes ICAM-1 Basalniveau zeigen die Induktion
inhibitorischer HLA-Molekiile zu iiberwiegen scheint [231]. Eine kurze Erwahnung soll auch
das zytotoxische Granulysin finden. Wie bereits fiir CD8" T-Lymphozyten beschrieben
kann es durch die Induktion von endoplasmatischem Stress und der Caspase-7 Aktivierung
zum Tod der Zielzelle kommen, jedoch ist dieser Mechanismus fiir NK-Zellen weniger evi-
dent. So konnten etwa Huang et al. eine verstérkte Granulysin Expression in homozygoten,
murinen Splenozyten im Vergleich zu Knockout Splenozyten beobachten, jedoch hatte die
Expression keinen Einfluss auf die Zytotoxizitidt gegentiber den untersuchten Zielzellen
[200, 201].

2.5 Die tumorale Immunevasion

Trotz der steten Bemiihungen und den vielzdahligen Mechanismen des Immunsystems zur
Erkennung und Elimination maligner Zellen kommt es dennoch zur Entwicklung von
malignen Neoplasien und der Etablierung metastatischer Herde. Dazu tréigt bei, dass
sich entartete Zellen durch intrinsische und adaptive Mechanismen bzw. die Modulation

korpereigener Zellen der Uberwachung und Elimination durch das Immunsystem entziehen.

2.5.1 Mechanismen der tumoralen Immunevasion im Uberblick

Als intrinsischer Mechanismus der Immunevasion kann der Ausschluss von antitumora-
len Lymphozyten aus dem Tumorgewebe betrachtet werden. Eine erhéhte Aktivitéat des
Wnt/[-Catenin Signalweges ist ein Mechanismus, mit dem eine geminderte Priasenz von
TILs in Melanomen korreliert werden konnte. Entsprechend der Studie von Spranger et al.
basiert die verminderte Infiltration durch CD8" T-Lymphozyten auf der reduzierten CCL4
Expression der Tumorzellen. Somit konnte keine Rekrutierung von dendritischen Zellen
erfolgen, was in einer Hemmung der T-Zell-Infiltration resultierte [232]. Dem gegentiber
stehen jedoch die Beobachtungen von Ma und Kollegen, die eine Korrelation zwischen einer
erh6hten -Catenin Expression und der vermehrten Infiltration durch T-Lymphozyten in
Brustkrebspatientinnen beschrieben [233]. Ein weiteres Beispiel dieser Immunhemmung ist
die, durch eine lokale Hypoxie im tumoralen Gewebe hervorgerufene, VEGF-A Sezernie-
rung, wodurch es zu einer Erhéhung der FasL. Préisentation seitens des Tumorendothels

kommt. Daraus folgt eine Elimination der T-Zellen und eine verminderte Akkumulation

27



Theorie

der T-Zellen innerhalb der malignen Neoplasie [234].

Kommt es zur Infiltration des Tumors durch T-Lymphozyten, vermag dieser sich durch
mannigfaltige, adaptive Mechanismen der Immunkontrolle zu entziehen. Ein héufig be-
obachtetes Phianomen ist dabei der Verlust oder die Reduktion der MHC-I Expression
bzw. weiterer an der MHC-I-vermittelten Antigenprésentation beteiligter Proteine, deren
Haufigkeit je nach Entitat und Studie variiert. So wurden etwa fiir Kolorektalkarzinome,
Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereiches oder zervikal Tumore Haufigkeiten
von 40 %, 80 % bzw. 90 % fiir die analysierten Proben beschrieben [235-237]. Ein weiterer
Mechanismus der Immunevasion basiert auf der vermehrten Expression von immuninhibi-
torischen Checkpoint-Molekiilen auf der Oberfliche der entarteten Zelle. Dazu zéahlen die
tumoralen Liganden PD-L1, CD80 in geringen Konzentrationen bzw. CD86, die dem Krebs
fiir die Hemmung der Immunantwort zur Verfiigung stehen und bereits in der ICI-Therapie
durch PD-L1, PD-1 bzw. CTLA-4 Antikorper targetiert werden [238-241]. Dariiber hinaus
stehen eine Vielzahl weiterer Checkpoints und inhibitorische Ligand-Rezeptor Interaktio-
nen, welche die Tumorabwehr des Immunsystems unterdriicken, im Fokus der Forschung
[242]. So ist etwa durch Chen et al. gezeigt, dass eine hohe Expression des carcinoem-
bryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (CEACAMI) mit der intrazelluléren
Retention von Liganden des NK-Zell-akivierenden Rezeptors NKG2D assoziiert ist und
so eine Tumorabwehr unterwandert [243]. Zusatzlich zu dieser Hemmung der Erkennung
und Aktivierung der Immunzellen kann ebenso durch die Inaktivierung des sezernierten
Granzym B die Apoptose-Induktion gemindert werden. Sowohl Soriano et al. als auch
Fritsch und Kollegen postulierten eine tumorale Expression des Granzym B inhibierenden
Proteinase Inhibitor-9 (PI-9) als Mechanismus der Immunevasion, nachdem sie erh6hte
PI-9 Expressionen im Tumorgewebe bzw. in Tumorzelllinien mit einer Verminderung der
Granzym B Aktivitat und Caspase-3 Aktivierung korrelierten [244, 245].

Ein weiteres Feld der Mechanismen zur Immunevasion ist die Sezernierung verschiedener
loslicher Mediatorstoffe seitens der Tumorzellen, welche die Immunantwort modulieren.
TGF-3 gehort durch seine ambivalenten Effekte zu einem der wichtigsten Zytokine im
malignen Geschehen [246]. Tm Kontext einer Immunsuppression konnte beispielsweise durch
einen TGF-3 shRNA Knockdown in murinen B16 Zellen gezeigt werden, dass tumoraler
TGF-g iiber die Induktion der Differenzierung regulatorischer T-Zellen und die Inhibition
zytotoxischer T-Lymphozyten zur Suppression des Immunsystems beitragt [247]. Ebenso
kann die Aktivitat natiirlicher Killerzellen sowie die Antigenprasentation tiber dendritische
Zellen durch eine tumorale TGF-3 Sekretion eingeschrankt sein [248-250]. In dhnlicher
Weise kann die Sekretion des immunmodulatorischen IL-10 mit einer verschlechterten Pro-
gnose der Krebspatienten assoziiert werden, sodass die immunsuppressiven Eigenschaften

des IL-10 zu tiberwiegen scheinen, auch wenn antitumorale Effekte durch die Unterstiitzung
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und Aktivierung von NK-Zellen sowie CD8 Effektorzellen beschrieben sind [251-256].
Ahnlich dem sezernierten TGF-f ist auch IL-10 in der Lage die Differenzierung immun-
suppressiver, regulatorischer T-Zellen zu fordern und die Aktivitat von CD4" bzw. CD8™
Effektorzellen zu hemmen [179, 257]. Dartiber hinaus kann es in Synergie mit I1L-4 zur
Polarisation der Makrophagen zum immunregulatorischen M2-Typ beitragen und folglich
eine Progression der malignen Neoplasie begiinstigen [258, 259]. Wie bereits in Kapitel
2.4.1 angedeutet kann ATP tiiber CD39 und CD73 zu Adenosin abgebaut werden und so die
T-Zell-vermittelte Immunantwort modulieren. ATP wird tiber eine Vielzahl verschiedener
Mechanismen aus diversen Zellen freigesetzt und stellt einen der Hauptmediatorstoffe
in der Tumormikroumgebung dar [260]. Ein Umsatz zu Adenosin kann beispielsweise
durch die Tumorzellen selbst oder die Anwesenheit CD39 und CD73 positiver T,egs erfol-
gen, wodurch es zum immunsuppressiven Charakter der Tumormikroumgebung beitragt
[261, 262]. So kann eine Tumorevasion durch die Adenosin-vermittelte Differenzierung
naiver CD4" T-Zellen zu T\ bzw. die Polarisation Tumor-assoziierter Makrophagen
zum M2-Typ begiinstigt sein [263, 264]. Des Weiteren wurde durch Mastelic-Gavillet
und Kollegen gezeigt, dass Adenosin zur Hemmung der Aktivitdt tumorinfiltrierender
CD8" T-Lymphozyten befdhigt ist [265]. Auch NK-Zellen als Effektoren der angeborenen
Immunabwehr kénnen durch Adenosin inhibiert werden. Young et al. zeigten, dass eine
Stimulation des Adenosinrezeptors A4 zu einer Hemmung der NK-Zellreifung und Tumo-
rabwehr beitrigt [266]. Eine schematische Ubersicht wichtiger Evasionsmechanismen ist in
Abbildung 6 illustriert.

2.5.2 Der Beitrag der Thrombozyten zur tumoralen Immunevasion

Folgend soll die Rolle der Tumorzell-Thrombozyten Interaktion in der Immunevasion
betrachtet werden. Wie bereits in den Abschnitten 2.2.1 und 2.2.2 dieser Arbeit dargelegt,
sind metastasierende Tumorzellen dazu befiahigt Thrombozyten durch eine Vielzahl ver-
schiedener Mechanismen zu aktivieren und dies zu ihrem Vorteil zu nutzen. Dabei kénnen
Thrombozyten durch die Ummantelung disseminierender Tumorzellen nicht nur einen
mechanischen Schutz gegen die Scherkréafte des Blutes bieten, sondern die Zellen auch vor
einer Erkennung durch das Immunsystem schiitzen [33]. Ein Weg dieses Schutzes wurde
durch Placke et al. beschrieben und basiert auf dem Transfer thrombozytarer MHC-I
Komplexe auf die Zelloberflache metastasierender Tumorzellen. Als Folge dessen konnten
sie nach einer Inkubation mit Thrombozyten eine geminderte lytische Reaktivitét gegen-
tiber den untersuchten Tumorzellen beobachten [31]. In &hnlicher Weise konnte auch fiir
den thrombozytaren receptor activator of NF-kB Liganden (RANKL) und seine Bindung
an receptor activator of NF-kB (RANK) eine Minderung der lytischen Kapazitit der

NK-Zellen gezeigt werden [267]. Als ein weiterer Mechanismus der Immunevasion wurde
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Abbildung 6: Dargestellt sich wichtige Mechanismen, derer sich eine Tumorzelle bedient um der antitumo-
ralen Immunantwort zu entkommen

durch Maurer et al. postuliert, dass Thrombozyten durch die Freisetzung auf der Oberfléche
maligner Zellen gebundener NKG2D Liganden die Reaktivitdt natiirlicher Killerzellen
herabsetzen [268]. Weiterhin beobachteten Zaslavsky et al., dass die Co-Inkubation PD-L1
negativer Tumorzellen mit Thrombozyten, welche zur Préasentation des PD-L1 befdahigt
sind, zu einer Hemmung der antitumoralen Immunantwort der untersuchten T-Zellen
beitrigt. Interessanterweise konnte die Applikation von Acetylsalicylsdure diesen Beitrag
zur Immunevasion in einem ahnlichen Ausmaf} antagonisieren, wie der Einsatz eines PD-L1
neutralisierenden Antikorpers [269].

Neben diesen Effekten einer Ummantelung werden im Zuge der Thrombozytenaktivierung
mannigfaltige Mediatoren aus den thrombozytiren Granula sezerniert, welche zur immun-
suppressiven Tumormikroumgebung beitragen konnen. Bespielhaft sei an dieser Stelle die
durch Kopp et al. gezeigte Hemmung der zytolytischen Aktivitdt natiirlicher Killerzel-

len als Konsequenz einer Thrombozyten Stimulation durch Tumorzellen genannt. Dabei

30



Theorie

identifizierten sie die Freisetzung von aktivem TGF-f3 aus thrombozytiren a-Granula als
maflgeblichen Mediator der Inhibition einer NKG2D-abhéngigen zytolytischen Aktivitat
der natiirlichen Killerzellen [32].

Weitergehende Angaben tiber die immunmodulatorische Kapazitét der Thrombozyten sind
in den Abschnitten 2.6 und 2.6.1 aufgefiihrt.

2.6 Thrombozyten als Akteure im Immunsystem

Die Bedeutung der Thrombozyten als essentielle Akteure der Hamostase ist unumstritten
und seit Langem bekannt. In den letzten Jahren werden Thrombozyten jedoch mehr und
mehr als immunkompetente Zellen betrachtet und mit Blick auf ihre Rolle im entziindlichen
und immunologischen Geschehen untersucht. In den folgenden Abschnitten soll ein kurzer
Uberblick iiber die intrinsischen, also die direkten Effektorfunktionen der Thrombozyten
sowie iiber die modulierenden Eigenschaften gegeniiber weiteren immunkompetenten Zellen

gegeben werden.

2.6.1 Intrinsische Immunkompetenz

Eine direkte Abwehr von Pathogenen durch Thrombozyten ist nach aktuellem Stand nicht
abschlieflend untersucht. Dennoch gibt es einige Studien, die vor allem eine potentielle
Elimination von Viren und Mikroorganismen durch thrombozytare Effekte beschreiben,
wohingegen einzelne Studien auch antitumorale Aktivitdten beleuchten. Youssefian et
al. zeigten in ihren Untersuchungen, dass Thrombozyten sowohl HI-Viren als auch Sta-
phylococcus aureus internalisieren konnen. Dabei postulierten sie, dass eine Fusion der
Vesikel mit den a-Granula zur Elimination der Pathogene beitragen konnte, jedoch die
intrazelluldare Lokalisation der Erreger ebenso einen schiitzenden Effekt haben und zum
Erhalt der Infektion beitragen konnte [270]. Inzwischen konnte gezeigt werden, dass eine
Vielzahl verschiedener antimikrobieller und antiviraler Molekiile in den thrombozytaren
a-Granula prasent ist. Zu diesen sogenannten Kinocidinen gehéren verschiedene Chemokine
der CC und CXC Familie wie die CXCL7 Fragmente thrombocydin 1 und 2, PF4 (CXCL4)
oder auch RANTES (CCL5) [271-273]. Dariiber hinaus wurden cationic host defense
peptides (CHDP) wie die human (-defensins (HBD), human neutrophil peptides (HNP)
und LL-37 als antimikrobielle Mediatoren humaner Thrombozyten identifiziert [274-276].
Neben den antimikrobiellen Aktivitdten konnten fiir einige Substanzen auch Nachweise
iiber die antitumoralen Kapazitaten erbracht werden. Gaspar et al. beschrieben etwa
eine Schédigung der Zellmembran und Induktion der Apoptose durch die Behandlungen
der humanen Prostatakarzinom-Zelllinie PC-3 mit HNP-1 [277]. Eine mdgliche Rolle in
der Tumorsuppression wird durch Sun et al. auch fiir HBD-1 postuliert [278]. Ebenso
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konnte durch Okumura und Kollegen gezeigt werden, dass die Peptidsequenz 109-135 des
LL-37 Proteins in der Lage ist, durch die Schadigung der mitochondrialen Membran eine
Apoptose in oralen Plattenepithelkarzinomzellen zu induzieren, jedoch nicht karzinogene
Zellen unbeeinflusst blieben [279]. Untermauert werden diese Daten durch die Befunde von
Ren et al., welche eine p53-abhéngige, aber Caspase-unabhéngige Induktion der Apoptose
in Kolonkarzinomen beschrieben und zeigten, dass Cathelicidin-defiziente Mause anfalliger
fir eine induzierte Karzinogenese sind [280]. Dennoch sind auch protumorale Effekte
beschrieben, sodass eine abschliefende Bewertung der LL-37 Rolle im Kontext maligner
Erkrankungen ausstehend ist [281, 282]. Generell erweisen sich Thrombozyten somit als
potentielle Akteure in der antitumoralen Antwort des Organismus. Zur Beurteilung ihrer
Rolle bedarf es jedoch weiterer, tiefergehender Analysen der vielfdltigen Mechanismen die

durch direkte Interaktionen sowohl pro- als auch antitumorale Effekte vermitteln kénnen.

2.6.2 Modulation immunkompetenter Zellen durch Thrombozyten

Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten angemerkt stellen die thrombozytéren
Granula Speicherorte fiir vielzahlige bioaktive Mediatoren dar. Im Zuge einer Thrombo-
zytenaktivierung werden diese freigesetzt und entfalten ihre Effekte auch auf Zellen des
Immunsystems. Thrombozyten stellen die Hauptquelle des im peripheren Blut befindlichen
TGF-5 dar [283]. Erganzend zu den Ausfithrungen in den Abschnitten 2.4.1 und 2.5.1 ist
nicht nur Tumor sezernierter, sondern auch thrombozytérer TGF-5 in der Lage die Diffe-
renzierung konventioneller CD41 T-Zellen zum regulatorischen Phanotyp zu induzieren,
wodurch eine Proliferation von CD4%1 Effektorzellen unterdriickt wird [284, 285]. Nicht
nur die Proliferation der CD4% T-Zellen, sondern ebenfalls die Aktivitat zytotoxischer
CD8" T-Zellen wird durch Thrombozyten-Releasates gemindert. Dies zeigten Rachidi et
al. in ihrer Studie durch die Analyse verschiedener T-Zell-Zytokine und die Verwendung
von Tumor-Mausmodellen. Dabei identifizierten sie TGF-£ und Laktat als die Haupt-
mediatoren der Immunsuppression Thrombin-induzierter Thrombozyten-Releasates. In
Knockout-Versuchen présentierte sich vor allem die Aktivierung von TGF-4 durch den
auf Thrombozyten exprimierten Rezeptor glycoprotein A repetitions predominant (GARP)
als essentiell fur die Releasate-vermittelte CTL Inhibition [286]. Die Hemmung der zyto-
toxischen Aktivitdt und IFN-y Sekretion natiirlicher Killerzellen, als weitere Effektoren
des Immunsystems, konnten Kopp et al. durch die Verwendung von neutralisierenden
Antikérpern auf die Prasenz von TGF-$ in den Releasates Thrombin-aktivierter Thrombo-
zyten zurtickfiihren [32]. Dartiber hinaus ist im Kontext maligner Erkrankungen die bereits
angefithrte, durch TGF-f forcierte, M2 Polarisation Tumor-assoziierter Makrophagen
relevant [287]. Neben diesen direkten Beeinflussungen der verschiedenen Effektoren, kann

die Hemmung der Immunantwort ebenfalls durch eine TGF-j3-vermittelte Storung der
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dendritischen Antigenprésentation erfolgen [250].

Zusatzlich zu seinen antimikrobiellen Eigenschaften ist PF4 befahigt durch die Inhibition
der Th17 Differenzierung auf die Immunantwort einzuwirken. Einhergehend mit der gerin-
geren Verfiigbarkeit von I1L-17 in Knockout-Mausen konnten Kryczek et al. eine geminderte
Expression des immunstimulierenden IFN-y durch CD4% bzw. CD8" T-Lymphozyten
sowie NK-Zellen in tumorableitenden Lymphknoten detektieren [288, 289]. Ein weiterer
Mediator mit sowohl antimikrobiellen als auch indirekten, immunzellstimulierenden FEi-
genschaften ist RANTES. Weiterhin scheint RANTES in der Abwehr chronischer Infekte
eine Rolle zu spielen, da seine Abwesenheit in Knockout-Modellen zu einer geringeren
Zytokinproduktion und einer vermehrten Expression inhibitorischer Rezeptoren seitens
der CD8" T-Zellen fiihrte [290]. Durch von Hundelshausen et al. konnte etwa gezeigt
werden, dass aus Thrombozyten sezerniertes RANTES am aktivierten Endothel arterieller
Geféfle immobilisiert wird und durch die Bindung tiber die RANTES-Rezeptoren zum
Arrest rekrutierter Monozyten beitrdgt [291]. In ahnlicher Weise beschrieben Danese und
Kollegen, dass durch die Bindung zwischen dem thrombozytaren Rezeptor CD40 und
des seitens der T-Zellen exprimierten CD40L eine Freisetzung von RANTES aus den
stimulierten Thrombozyten induziert wird. Dieses vermittelte wiederum die Bindung der
T-Zellen an aktivierte Endothelzellen, was ebenso wie die Bindung von Monozyten zur
Extravasation der Immunzellen in entziindliche Gewebe essentiell ist [292]. CD40L wird
von einer Reihe verschiedener Zellen, darunter auch Thrombozyten, exprimiert. Gegeniiber
der Storung einer Antigenprasentation durch TGF-§ steht die Erkenntnis, dass thrombozy-
tdres CD40L zu einer Reifung der dendritischen Zellen und zur Aktivierung zytotoxischer
CD8*' T-Lymphozyten beitragt [293, 294]. Eine Beteiligung der Thrombozyten an der
Verhinderung letaler Hamorrhagien konnten Iannacone et al. in einem mit Lymphozytaren
Choriomeningitis-Viren (LCMYV) infiziertem Mausmodell beobachten. Dabei zeigten sie,
dass Thrombozyten iiber CD40L effektiv die CTL-vermittelte Viruseradikation verstarkten
[295]. Zusétzlich wurde in den Studien von Elzey und Kollegen sowie Cognasse et al.
evident, dass thrombozytiares CD40L die Produktion von Immunglobulinen der Klasse G
(IgG) in B-Lymphozyten steigern kann [293, 296]. Ein weiterer interessanter Mechanismus
durch den Thrombozyten eine Immunantwort modulieren kénnen, wurde durch Verschoor
und Kollegen beschrieben. Demnach fungieren Thrombozyten als Transporter, welche tiber
den Komplementfaktor C3 mit Gram-positiven Bakterien assoziieren und diese zu CD8a™
DC transportieren. Einhergehend wurde die verstarkte Expansion virusspezifischer CD8™
T-Zellen detektiert [297].

Die umfassende Rolle der Thrombozyten, mit wechselnden Funktionen, im Verlauf von
Lungenentziindungen wird durch die Studien von Rossaint und Kollegen aus den Jahren

2016 und 2021 ersichtlich. So sind sie an der Einwanderung bzw. Aktivierung neutrophiler
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Granulozyten zu Beginn einer bakteriellen Lungenentziindung und der damit einherge-
henden Infektabwehr beteiligt [298]. Im Verlauf der Erkrankung &ndert sich die Rolle der
Thrombozyten, sodass sie schliellich auch fiir die Aufthebung der entziindlichen Reakti-
on essentiell sind. Dabei induzieren sie eine Apoptose der intraalveoldren neutrophilen
Granulozyten. Dartiber hinaus zeigten sie, dass auch die T,.; Rekrutierung in die tiefen
Atemwege und die damit einhergehende Présenz antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10
und TGF-f einer thrombozytiren Interaktion unterliegt. Als einen weiteren Beitrag zur
Aufhebung des entziindlichen Geschehens identifizierten Rossaint et al. eine Thrombozyten
und T,ee-vermittelte Polarisation intraalveolarer Makrophagen zu einem antiinflammatori-
schen Phéanotyp [299].

Erneut zeichnet sich auch hier ein divergentes Bild der verschiedenen situationsabhéngigen
Thrombozyteneffekte im immunologischen Kontext ab. Aufgrund ihrer Speicherkapazitat
fiir eine Vielzahl unterschiedlicher bioaktiver Molekiile stellen die aufgefithrten Mechanis-
men mitnichten die vollumfangliche Breite der potentiell immunmodulatorischen Effekte
dar, sodass es weiterer Studien bedarf um eine differenzierte Beurteilung der thrombozyta-

ren Rolle im Immungeschehen zu ermoglichen [300].

2.7 Antikoagulantien

Unter dem Begriff der Antikoagulantien wird eine Gruppe verschiedener Wirkstoffe vereint,
welche durch die Interaktion mit den Blutgerinnungsfaktoren die Balance der Hamostase
in Richtung eines antikoagulierten Stadiums drangen. Zum Einsatz kommt diese Wirkstoft-
gruppe bei einer Vielzahl unterschiedlicher Indikationen. So finden Antikoagulantien etwa
Anwendung in der Therapie und Prophylaxe thromboembolischer Ereignisse wie tiefen
Venenthrombosen oder Lungenembolien, in der Schlaganfall- und Reinfarktprophylaxe
komorbider Patienten sowie in der postoperativen und immobilisationsbedingten Throm-
boseprophylaxe [292-294]. Die antikoagulatorischen Wirkungen der verschiedenen Stoffe
basieren auf der Hemmung unterschiedlicher Schliisselspieler der Gerinnungskaskade. Dabei
lasst sich zwischen indirekten, also Kofaktor-abhangigen Antikoagulantien und direkten
Antikoagulantien, welche direkt die Gerinnungsfaktoren hemmen, unterscheiden. Auf Seite
der indirekten Antikoagulantien stehen zum Beispiel die peroral verfiigbaren Vitamin-
K-Antagonisten Phenprocumon und Warfarin, die durch die Hemmung der Vitamin-K-
Epoxid-Reduktase die Synthese der Gerinnungsfaktoren II, VII, IX und X inhibieren [295].
Dariiber hinaus stehen das subkutan injizierte Heparin, die degradierten niedermolekularen
Heparine (LMWH) wie Enoxaparin oder Tinzaparin sowie das synthetische Pentasaccharid
Fondaparinux zur Verfiigung, welche Antithrombin III (ATIII)-abhéngig die Aktivitat
von Thrombin bzw. Faktor Xa hemmen [296, 297]. Seitens der direkten Antikoagulantien

erfolgt eine direkte Hemmung des Thrombins durch Hirudin-Derivate wie Bivalirudin
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oder das small molecule Argatroban, welche zur intraventsen Antikoagulation bei der
perkutanen Koronarintervention bzw. der Heparin-induzierten Thrombozytopenie Typ II
(HIT-II) indiziert sind [298, 299]. Zur peroralen Therapie werden auflerdem der direkte
Thrombininhibitor Dabigatran sowie die direkten Faktor Xa Inhibitoren Rivaroxaban,
Apixaban und Edoxaban verwendet, welche ohne den Bedarf weiterer Kofaktoren eine

reversible Hemmung der Gerinnungsfaktoraktivitét vermitteln [300].

2.7.1 Antikoagulantien in der onkologischen Therapie

Wie bereits in Abschnitt 2.2.1 dieser Arbeit dargelegt konnen Tumorzellen bzw. Tumor-
mikropartikel TF auf ihrer Oberfliche préasentieren und so zur Aktivierung der Blut-
gerinnungskaskade beitragen [52, 53]. Dies resultiert in einer 9-fach erhohten Inzidenz
venoser Thromboembolien in Krebspatienten [5]. Je nach Entitat des Krebsleidens fithrt
diese Steigerung dazu, dass schatzungsweise zwischen 3 bis 20 % der Krebspatienten eine
VTE entwickeln [301, 302]. Deutlich wird dies auch bei Betrachtung des Anteils maligner
Neoplasien an der VTE-Inzidenz, welcher mit etwa 20 % beziffert wird [303]. Die besondere
Bedeutung des Auftretens einer VTE im Kontext einer malignen Neopalsie wird durch die
drastische Reduktion des Gesamtiiberlebens der Patienten deutlich. So ist, im Vergleich
zu Krebspatienten ohne Entwicklung einer VTE, die 1-Jahres-Uberlebensrate auf ein
Drittel reduziert [6]. Folglich werden in aktuellen Leitlinien der International Initiative
on Thrombosis and Cancer (ITAC) sowie des National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) fiir die Therapie und Prophylaxe von VTE vor allem der Einsatz von LMWH,
aber auch unfraktioniertem Heparin, Fondaparinux oder der neueren direkten oralen Anti-
koagulantien (DOAK) empfohlen [7, 8]. Bis heute wurden in einer Vielzahl verschiedener
Studien die Sicherheit und Effektivitat von LMWH zur Prévention thromboembolischer
Ereignisse in malignen Erkrankungen untersucht [304-306]. Dabei konnte in einer nach-
folgenden Analyse der Daten des Gesamtiiberlebens, der im Jahr 2003 veroffentlichten
CLOT Studie zum Vergleich von Dalteparin und VKA in Krebspatienten, keine Differenz
im Uberleben des gesamten Patientenkollektivs detektiert werden. In der Subgruppe der
Patienten ohne bereits bekannte Metastasen brachte die Applikation von Dalteparin jedoch
einen signifikanten Uberlebensvorteil im Beobachtungszeitrum von 12 Monaten [307]. In
der nachfolgenden randomisierten Studie (RCT) Fragmin Advanced Malignancy Outcome
Study (FAMOUS) wurde der Effekt einer tiglichen Dalteparin-Gabe auf das Uberleben
von 374 Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien verschiedener Tumorentitaten
untersucht. Trotz einer leichten Tendenz konnte der Effekt einer Dalteparin-Therapie keine
Signifikanz in der gesamten Studienpopulation erreichen. Dennoch konnte auch in dieser
Studie Dalteparin einen signifikanten Uberlebensvorteil fiir die Patienten erbringen, welche

zu Beginn der Studie eine vergleichsweise gute Prognose hatten [10]. Eine dhnliche Studie
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von Klerk et al. zeigte, dass eine 6-wochige Gabe von Nadroparin das mediane Uberleben
der Studienpopulation iiber den Beobachtungszeitraum von einem Jahr signifikant steigert,
wobei auch hier der Effekt in der Subpopulation mit einer Lebenserwartung von mehr als
6 Monaten ausgeprégter war [308]. Im Jahr 2015 présentierten Pelzer et al. die Ergebnisse
ihrer Studie CONKO-004. Ziel der Studie war die Evaluation einer prophylaktischen
Enoxaparin-Gabe als Zusatz zur First-Line-Chemotherapie in ambulanten Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinomen. Wie zu erwarten, konnte die Inzidenz venoser
Thromboembolien signifikant gesenkt werden, jedoch konnte weder fiir das progressionsfreie
Uberleben noch fiir das Gesamtiiberleben ein Vorteil durch die zusitzliche Antikoagulation
verzeichnet werden [309]. Ein Jahr spéter wurden die Ergebnisse der FRAGMATIC Studie
vorgestellt, welche die Frage nach einem Uberlebensvorteil durch die zusétzliche Gabe von
Dalteparin zur Standardtherapie an einem 2202 Personen umfassenden, an Lungenkrebs
erkranktem, Patientenkollektiv untersuchen sollte. Wie bereits die CONKO-004 Studie
konnten auch hier durch Macheth et al. weder ein Effekt auf das Gesamtiiberleben noch
auf die Ausbildung von Metastasen berichtet werden [310]. Bestéitigung fanden diese
Beobachtungen auch in zwei weiteren Studien an Lungenkrebspatienten. So konnte weder
in der RASTEN Studie fiir das LMWH Enoxaparin noch in der TILT Studie fiir Tin-
zaparin ein signifikanter Vorteil gegentiber der Vergleichsbehandlung detektiert werden
[311, 312]. Nach dieser Serie erniichternder Studien brachte die kiirzlich veréffentlichte
PaCT Studie von Karamouzis und Kollegen eine erneute Wendung und befeuerte die
Diskussion um mogliche Uberlebensvorteile unter einer antikoagulativen Therapie. Un-
tersucht wurde hier der Einfluss von Tinzaparin auf das progressionsfreie Uberleben von
Patienten mit fortgeschrittenen Pankreaskarzinomen. Karamouzis et al. berichten von
einer signifikanten Steigerung des progressionsfreien Uberlebens der Patienten unter einer
Tinzaparin-Therapie. Dabei scheinen weitere Faktoren, wie die Lokalisation des Karzinoms
am Pankreaskopf oder ein Body-Mass-Index unter 25, einen positiven Einfluss auf das
progressionsfreie Uberleben zu haben [9].

Bei der Beurteilung dieser Studienergebnisse gilt es jedoch einige wichtige Punkte zu be-
riicksichtigen. So scheint es, dass insbesondere Patienten mit einer besseren Prognose und
einer begrenzten Progression der Erkrankung bei Studienantritt von der Antikoagulation
in der FAMOUS Studie und der Studie von Klerk et al. profitierten [10, 308]. In den
Studien FRAGMATIC und RASTEN wurden beispielsweise tiberwiegend Patienten in
fortgeschrittenen Erkrankungsstadien rekrutiert [310, 312]. Dartiber hinaus variieren die
Behandlungszeitraume zwischen den Studien teils enorm, mit bis zu einem Jahr Dalteparin
Therapie in der FAMOUS Studie bzw. maximal 6 Wochen in der Studie von Klerk und
Kollegen [10, 308]. Als ein Nachteil der PaCT Studie sei etwa genannt, dass zur Schitzung

des progressionsfreien Uberlebens der Kontrollgruppe ein Datenpool aus 14 weiteren Stu-
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dien herangezogen wurde, statt der Randomisierung eines eigenen Kontrollarms innerhalb
der Studie [9].

Trotz den Bemiihungen der verschiedenen Studien einen vorteilhaften Effekt der LMWH-
Therapie auf das Gesamtiiberleben der Krebspatienten zu evaluieren, bleibt diese Frage
bis heute grofitenteils unbeantwortet und umstritten. Nicht zuletzt auf Grundlage dieser
Studienergebnisse bestehen grofie Bemiihungen in der préklinischen Forschung potentielle

antimetastatische Effekte der Heparine zu entschliisseln (vgl. Abschnitt 2.7.2).

2.7.2 Antimetastatische Effekte des Heparins

Die Grundlage fiir den jahrzehntelangen Therapieerfolg des Heparins bereiteten die Entde-
ckungen des Medizinstudenten Jay McLean, der bereits im Jahr 1916 eine antikoagulato-
rische Wirkung verschiedener Organextrakte beobachtete [313]. Als Glykosaminoglykan
stellt Heparin ein unverzweigtes Polysaccharid dar. Strukturell besteht es aus einer alter-
nierenden Abfolge der drei Monomere [-D-Glucuronsaure, a-L-Iduronsaure und N-acetyl-
a-D-Glucosamin mit einem variierenden Grad an N-, 2-O- bzw. 6-O-Sulfatierungen [314].
Aufgrund seiner strukturellen Grofle, im Mittel 16.000 Da, und der starken anionischen
Ladung ist Heparin zur Interaktion mit einer Vielzahl verschiedener Zytokine und Rezepto-
ren befahigt. Nicht zuletzt durch die Anstrengungen der Grundlagenforschung konnten bis
heute einige Zielstrukturen und Interferenzpunkte beschrieben werden, die zu einer poten-
tiellen antimetastatischen Wirksamkeit des unfraktionierten Heparins und der kleineren,
4.500 bis 6.500 Da grofien, LMWH beitragen konnten [11, 315-317].
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Abbildung 7: Dargestellt ist die essentielle Antithrombin-ITI-Bindungssequenz des Heparins

Eine sicherlich zentrale Rolle in der Ausbildung antimetastatischer Effekte spielt die
Heparin-vermittelte Hemmung des Thrombins. Wie bereits wiederholt in den vorange-
gangenen Abschnitten dieser Arbeit angefiihrt, ist Thrombin, neben der Vermittlung der
Koagulation, in der Lage Thrombozyten iiber die Aktivierung des PAR-1 Rezeptors zu
stimulieren und so eine Ausbildung von Tumorzell/Thrombozyten Heteroaggregaten zu

begtinstigen [57, 318]. Folglich stellt die Hemmung des Thrombins einen Angriffspunkt
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dar, der den Schutz der Tumorzelle vor dem intravaskuldren Scherstress und der Immu-
nerkennung adressiert. Neben der Expression des PAR-1 auf Thrombozyten ist dieser
ebenso auf der Oberflédche endothelialer Zellen lokalisiert [319]. Im Zuge einer Aktivierung
des PAR-1 Rezeptors durch Thrombin kommt es zu einer prometastatischen Modulation
der Endothelbarriere. So werden etwa wichtige Adhésionsmolekiile wie z.B. E-Selectin
und VCAM-1 in ihrer Expression gesteigert oder P-Selectin und von Willebrand Faktor
aus den endothelialen Weibel-Palade-Bodies an der Zelloberflache prasentiert [320-322].
Wie bereits in den Abschnitten 2.3.1 bis 2.3.3 dargelegt, unterstiitzt dies im Kontext
der hdmatogenen Metastasierung den Arrest metastasierender Tumorzellen am Endothel.
Dariiber hinaus resultiert etwa die Bindung der Tumorzellen an E-Selectin, aber auch
die direkte Aktivierung des PAR-1 durch Thrombin, in einer Storung der Integritat des
endothelialen Monolayers, welche wiederum mit einer erleichterten Extravasation maligner
Zellen einhergeht [118, 323]. Es sei jedoch erwéhnt, dass bei einer gleichzeitigen Bindung
des aktivierten Protein C an den PARI-assoziierten enothelialen Protein C Rezeptor
(EPCR) ebenfalls eine antimetastatische Modulation des Endothels erfolgen kann [324].
Aufgrund seiner verbreiteten Expression ist PAR-1 auch auf Tumorzellen zu finden. Dort
konnten verschiedene protumorale Effekte durch eine Thrombin Stimulation gezeigt werden.
Etwa fordert die PAR-1 Aktivierung die Proliferation bzw. die invasive Kapazitit maligner
Zellen und unterbindet die Apoptose [325, 326]. Alturkistani et al. beschrieben weiterhin,
dass Enoxaparin selbst, durch die Beeinflussung des PAR-1 Rezeptors, die Proliferation
und Migration von A549 Lungenkarzinomzellen senken kann [327]. Die genannten Effekte
zeigen potentielle Interferenzpunkte auf und verdeutlichen die Komplexitit einer Heparin-
vermittelten Inhibition des Thrombins im Kontext antimetastatischer Effekte.

Deutlich direkteren Einfluss auf die Inhibition der Metastasierung nehmen Heparine
durch die Bindung und Blockade metastasierungsrelevanter Adhésionsmolekiile auf der
Tumorzell/Endothel bzw. Tumorzell/Thrombozyten Ebene. Eine direkte Bindung des
Heparins an P-Selectin wird durch Wang. et al. mit einem Kp Wert von 115 + 6 nM
angegeben und resultiert in einer Hemmung der Adhésion von A375 Melanomzellen an
immobilisiertes P-Selectin (IC50 = 3uM) [328]. In Bezug auf die adhésive Wechselwirkung
zwischen Tumorzellen und Thrombozyten konnte durch Liebsch und Schillers in einer
kiirzlich erschienen Studie die Bedeutung der P-Selectin Blockade mittels Heparin durch
die Verwendung der Single Cell Force Spectroscopy auf der Einzelzellebene veranschaulicht
werden [329]. Weitere Evidenz findet die Relevanz der Heparin P-Selectin Bindung in den
Experimenten von Ludwig und Kollegen. Sie zeigten, dass Heparin sowohl das P-Selectin-
abhangige Rollen entlang des Endothels als auch die Ausbildung metastatischer Herde in
Wildtypmaéusen reduzierte. Jedoch war in P-Selectin Knockout-Mausen kein Effekt des

Heparins zu verzeichnen [107]. In einem &hnlichen Versuchsaufbau berichteten Borsig et al.
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ebenfalls iiber die antimetastatische Eigenschaft des Heparins in Wildtyp- und P-Selectin
Knockout-Versuchstieren. Dartiber hinaus identifizierten sie auch eine prometastatische
Rolle des auf Leukozyten exprimierten L-Selectins, welche gleichermaflen einer Inhibition
durch Heparin unterliegt [110, 330]. Kontrar verhalt es sich mit dem ebenfalls metastasie-
rungsrelevantem E-Selectin (vgl. Abschnitt 2.3.2). Entgegen den vorherigen Ausfithrungen
zum Einfluss auf P-Selectin, scheint Heparin selbst keine Bindungsaffinitidt gegeniiber
E-Selectin zu besitzen, sodass die E-Selectin-vermittelte Adhasion der Tumorzellen an die
endotheliale Gefawand nicht beeintréchtigt wird [331, 332].

Neben dem Selectin-abhéngigen Zellrollen wird auch der starkere Arrest der Tumorzellen
tiber die VLA-4/VCAM-1 Bindung durch Heparin bzw. LMWHs adressiert. Zum Bei-
spiel beschrieben Fritzsche et al., dass murine B16F10 Melanomzellen in der Lage waren
P-Selectin-unabhéngig an Endothelzellen zu binden. An immobilisiertem VCAM-1 zeigten
sie eine Hemmung der Zelladhésion durch die Vorinkubation der BI6F10 Zellen mit unfrak-
tioniertem Heparin bzw. Enoxaparin und postulierten, dass die Inhibition auf der Bindung
der Heparine an tumoral exprimiertes VLA-4 beruht [333]. In ihren nachfolgenden Arbeiten
konnten Schlesinger et al. die Bindung des VL A-4 durch niedermolekulare Heparine wie
Tinzaparin oder Enoxaparin als Mechanismus dieser Hemmung bestatigen und detektierten
Kp Werte von 4,61 bzw. 2,22 nM [334, 335]. Neben VLA-4 kénnen auch weitere Intergrine
mit einer Rolle in der Metastasierung durch Heparin in ihrer Funktion beeintréchtigt sein.
So zeigten Zhang et al. etwa, dass die adhasive Wechselwirkung zwischen Melanomzellen
und Thrombozyten Integrin a;,33 dominiert ist und durch Heparin gestort werden kann.
Folglich wurde die Assoziation der Thrombozyten und Tumorzellen reduziert, sodass zu
erwarten war, dass die prometastatischen Effekte der Thrombozyten weniger zum Tragen
kommen, was sich in der reduzierten Ausbildung metastatischer Lésionen bestétigte [336].
Die Uberexpression der Heparanase ist in einer engen Weise mit einer limitierten Prognose
und einer Progression der Erkrankung in Krebspatienten assoziiert [337-340]. Enzymatisch
ist die Heparanase am Abbau der EZM beteiligt und schneidet Heparansulfte, wodurch
eine weite Bandbreite an protumorigenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen mit mannig-
faltigen Effekten aus Heparansulfat-Proteoglykanen freigesetzt werden kénnen. Dariiber
hinaus besitzt die Heparanase auch eine nicht-enzymatische Aktivitat und vermittelt so
beispielsweise eine Apoptoseresistenz [341, 342]. Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit
gegeniiber Heparansulfaten prasentieren sich Heparin und LMWHs als potente Inhibitoren
der enzymatischen Aktivitdt der Heparanase [343, 344]. Im Kontext der Metastasierung
wurde durch Cassinelli und Kollegen die Hemmung des in-vivo Tumorvolumens sowie
der in-vitro Proliferation bzw. Invasion durch die Behandlung mit einem Heparanase-
inhibierendem, supersulfatiertem LMWH beschrieben. Dariiber hinaus beobachteten sie
eine Reduktion der IGF1R/IR Phosphorylierung. Durch die gleichzeitige Applikation
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des supersulfatierten Heparins und eines IGF1R Inhibitors konnten sie die Tumorpro-
gression durch einen Synergismus weiter reduzieren [345]. Jedoch scheint diese Studie
wenig ausreichend, um die antimetastatischen Effekte einer Heparanase-Inhibition durch
Heparin zu belegen. Aufgrund der limitierten Datenlage und der breiten Bioaktivitat des
Heparins scheint es durch die Entwicklungen und Untersuchungen von Heparin-basierten
spezifischen Heparanase-Inhibitoren dennoch plausibel, einen antimetastatischen Effekt
der Heparanase-Hemmung durch Heparin zu postulieren [343, 346]. Beispielhaft sei hier
auf die Entwicklung von PG545 (Pixatimod) verwiesen [347]. Dieser hochpotente Inhibitor
der Heparanase entfaltete in mehreren praklinischen Studien sein inhibitorisches Potential
auf die Metastasierung und Tumorprogression und wurde bereits in Tumorpatienten in
einer Phase I Studie untersucht [347-349].

Als ein weiteres Feld in den potentiell antimetastatischen Effekten lasst sich die Modulation
l6slicher Mediatorstoffe identifizieren, welche durch vielzahlige Effekte Prozesse wie etwa
die Angiogenese oder die Tumorprogression induzieren kénnen. Dabei kann zum einen die
indirekte Modulation durch die Hemmung der Mediatorfreisetzung aus Thrombozyten oder
die direkte Modulation durch den Eingriff in die Ligand/Rezeptor Wechselwirkung vermit-
telt werden. Eine Hemmung der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaktivierung und der
damit einhergehenden Mediatorfreisetzung durch Antikoagulantien wie LMWH konnte in
einigen Studien gezeigt werden [350-352]. Neben den verschiedenen prometastatischen,
aber auch antimetastatischen Eigenschaften der thrombozytéar sezernierten Mediatoren, die
bereits in den vorherigen Abschnitten dieser Arbeit Erwiéhnung fanden, wird so auch die
Sekretion von VEGF unterdriickt. Somit kann durch den Einsatz von Heparin und seinen
Derivaten die fiir die Tumorprogression essentielle Angiogenese abgeschwécht werden [350,
351]. Als Beispiel einer direkten antimetastatischen Beeinflussung sei an dieser Stelle die
Interferenz mit dem CXCL12/CXCR4 Signalweg genannt. Dieser ist mit einer generellen
Progression des Tumors in Form einer gesteigerten Proliferation, Angiogenese und Metasta-
sierung sowie einer verminderten Apoptose assoziiert [353]. Die Blockade dieses Signalwegs
erfolgt durch die Bindung des Heparin-Derivats an CXCL12, wodurch seine aktivierende
Kapazitat inhibiert wird. Evident wird dies durch die Beobachtungen von Harvey und
Kollegen an CXCR4 exprimierenden Brustkrebszellen. In ihren Experimenten zeigten sie
zunachst in-vitro, dass sowohl unfraktioniertes Heparin als auch das LMWH Tinzaparin
in der Lage ist die CXCL12/CXCR4-vermittelte intrazellulare Calciumfreisetzung und
den chemotaktischen Effekt zu inhibieren. Durch die Injektion von Tinzaparin in-vivo
reduzierte sich die Anzahl und Grofle der Lungenmetastasen im untersuchten Mausmodell
signifikant [354, 355]. Auch in in-vitro und in-vivo Experimenten mit Kolorektalkarzinom-
zellen wurde durch den Einsatz des LMWH Enoxaparin die Proliferation, Koloniebildung

und Migration der untersuchten Zelllinie effizient abgeschwécht. Interessanterweise konnte
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die Enoxaparin Applikation nicht die Grofle des subkutanen Priméartumors reduzieren, sie
inhibierte jedoch signifikant die Ausbildung metastatischer Léisionen im Lungengewebe
der Versuchstiere [356].

Subsumieren lasst sich, dass einige wichtige Interferenzpunkte in der metastatischen
Kaskade durch Heparin und seine Derivate angesprochen werden. Zusammen bilden die
angesprochenen Effekte wie die Hemmung der Adhésion, die Inhibition metastasierungs-
relevanter Signalwege, die Blockade prometastatsischer Enzyme sowie die Beeinflussung
nicht-tumoréser Wirtszellen, die rationale Basis fiir weitere experimentelle Anstrengungen

auf dem Gebiet der antimetastatischen Kapazitat heparinoider Substanzklassen.

2.7.3 Nachteile des natiirlichen Heparins

Heparin sowie seine Derivate stellen seit Jahrzehnten einen festen Bestandteil im Reper-
toire der antikoagulatorischen Therapien dar. Obwohl Heparin generell einen sicheren
Arzneistoff reprasentiert und ein jahrelanger therapeutischer Erfahrungsschatz besteht,
miussen diverse wichtige Beeintréachtigungen berticksichtigt werden. Einige dieser Nachteile
des natirlichen Heparins sind mit seiner chemischen Struktur assoziiert. Wie bereits in
Abschnitt 2.7.2 erwédhnt besitzt Heparin eine molekulare Grofle von etwa 16.000 Dal-
ton, wobei durch die hohe Polydispersitat Molekiile zwischen 3.000 und 30.000 Dalton
innerhalb der Priparationen enthalten sein konnen [357]. Aufgrund der Variation der
molekularen Gréfle sowie der Verteilung und Anwesenheit der fiir die Wirkung essentiellen
Antithrombin-ITI-Bindungssequenz ergeben sich pharmakokinetische bzw. pharmakodyna-
mische Variabilitaten zwischen Heparin Préparationen und Chargen, welche die Prézision
der Therapie beeintriachtigen kénnen und eines Drug Monitorings bediirfen [358, 359].
Dariiber hinaus verhindern die molekulare Grofle sowie die hohe negative Ladung des
Heparins die Resorption aus dem Gastrointestinaltrakt, wodurch die, in der Dauertherapie
nachteilige subkutane Injektion erforderlich ist [360]. Eine weitere Limitierung der Thera-
pie mit unfraktioniertem Heparin resultiert aus dem Auftreten einer Heparin-induzierten
Thrombozytopenie. Wahrend die nicht-immunologische HIT Typ I in aller Regel asympto-
matisch mit einer geringen Abnahme der Thrombozyten verlduft, kann sich die HIT-II zu
einer potentiell letalen Komplikation entwickeln. Mechanistisch kommt es bei der HIT-1I
zur einer groflenabhingigen Bindung zwischen dem kationischen Protein PF4 und dem
stark anionischen Heparin. Wird dieser Komplex als Antigen erkannt und durch Anti-
korper gebunden, lagern sich die Heparin/PF4/Antikérper-Komplexe auf Thrombozyten
ab. Dies kann in einer Aktivierung der Thrombozyten tiber den Fc-Rezeptor resultieren,
was wiederum durch die Aggregation und Granula-Sekretion zur Thrombozytopenie und
Ausformung einer Thrombose fihrt [361, 362].
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Abbildung 8: Schematisch illustriert ist der Pathomechanismus der Heparin-induzierten Thrombozytopenie
Typ II [363]

Neben diesen physikochemischen bzw. pharmakologischen Nachteilen miissen weitere
Aspekte beriicksichtigt werden. Trotz moderner Technologien und steten Bemiihungen in
der Entwicklung von Expressionssystemen zur Gewinnung rekombinanten Heparins ist
die Produktion von Heparin und LMWHs bis heute von der Extraktion aus natiirlichen
Quellen abhéngig [364, 365]. Deutlich wird die Problematik anhand des Ausbruchs der
afrikanischen Schweinegrippe (ASF) in China, das etwa 80 % des weltweit benotigten
Rohmaterials fiir die Heparin-Produktion liefert [366]. Seinen Ursprung hat das ASF-Virus
im Jahr 2007 und breitete sich im Laufe der Jahre global aus bis es 2018 erstmals in

China nachgewiesen wurde. Innerhalb eines Jahres fiihrte dies zum Tod von etwa einem
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Drittel der ca. 440 Millionen Schweine umfassenden Population. Der enorme Einschnitt
in die chinesische Herde beeinflusste entsprechend die Gewinnung und Produktion von
Heparin und seinen Derivaten. Als Resultat dieses Mangels verfligharer Heparin Praparate
mussten zahlreiche Therapieempfehlungen kurzfristig auf alternative Wirkstoffe umgestellt
werden [367, 368]. Zwar existieren auch Heparin Préparationen aus weiteren tierischen
Ressourcen wie Rindern, Schafen oder Dromedaren, diese werden aktuell jedoch lediglich
zu Forschungszwecken verwendet und sind, bis auf bovine Heparine, nicht zum therapeu-
tischen Gebrauch zugelassen [365]. Zwar waren Rinder lange eine verwendete Quelle fiir
die Heparin Produktion, jedoch wurden diese Heparine nahezu vollstandig vom Markt
genommen, da mit Verbreitung der bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) in den
90er Jahren die Sorge einer Ubertragung der Prionen durch kontaminierte Ausgangstoffe
entstand. Zusétzlich ist eine absolute Entfernung der potentiellen Kontamination durch
den Herstellungsprozess bis heute nicht garantiert [369, 370]. Dariiber hinaus kann eine
ineffiziente Aufreinigung des Rohmaterials in einer Kontamination des Heparins durch
andere Glykosaminoglykane resultieren. In den Jahren 2007 und 2008 wurde vermehrt von
allergischen Symptomen bei Dialysepatienten berichtet, welche teils einen letalen Ausgang
nahmen. Als Ursache konnten die verwendeten Heparine identifiziert werden, welche umge-
hend durch den Hersteller Baxter Healthcare zuriickgerufen wurden. Nach umfangreicheren
Untersuchungen stellte sich heraus, dass eine Vielzahl verschiedener Hersteller durch die
Verunreinigung mit iibersulfatiertem Chondroitinsulfat betroffen waren [371-373].

Aus rein praktischen Gesichtspunkten der téglichen Anwendung erfordert die subkutane
Applikation des Heparins und seiner Derivate, gegentiber einer einfachen oralen Gabe, ein
erhohtes Mafl an Eigenverantwortung und Adhérenzbereitschaft des Patienten. Zuletzt
soll darauf verwiesen werden, dass die heute vorherrschende Gewinnung des Heparins aus
der Darmmukosa des Schweins auch aus religiosen Gesichtspunkten zur Ablehnung des
Praparates fithren kann.

Restimieren lasst sich, dass Heparin trotz seiner etablierten Stellung in der effektiven
Therapie und Pravention thromboembolischer Ereignisse, mit einigen nachteiligen Charak-
teristika behaftet ist, welche in zukiinftigen Bestrebungen zur Verbesserung bestehender

bzw. der Etablierung neuer Therapien adressiert werden miissen.

2.7.4 Heparin-Mimetika

Bestéarkt durch die im vorangestellten Abschnitt dargelegten Nachteile der tierischen
Heparin Quelle, bemiihen sich global verschiedene Forschungsgruppen artifizielle Heparin-
mimetische Substanzen zu entwickeln und deren Wirkungs- und Nebenwirkungsprofile
zu optimieren. Das Spektrum der bis heute beschrieben Heparin-Mimetika umfasst eine

Bandbreite unterschiedlichster Strukturen. In einem semisynthetischen Ansatz werden na-
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tiirlich vorkommende Polysaccharide wie Dextrane oder Alginate sulfatiert um die Struktur
des tierischen Heparins abzubilden. Dariiber hinaus konnten verschiedene Glykopolymere
evaluiert werden, welche durch den Einsatz polymerisierbarer Monomere und die daran
gekoppelten Saccharid-Substituenten eine Imitation des Heparins erreichen [374-376]. Die
kurzkettigen Saccharide miissen dabei jedoch nicht zwangslaufig entlang eines Polymers
lokalisiert sein. Sie kénnen ebenfalls iiber die Kopplung an verschiedene Linker in eine
raumliche Distanz bzw. Ndhe zueinander gebracht werden [374, 375, 377]. Einen anderen
Ansatz verfolgt die Synthese anionischer Polymere, welche durch die Verwendung aromati-
scher Carbonsauren, die Ladungsdichte des Heparins mit ihren Carboxylgruppen imitieren
[374, 375]. Der Fokus dieses Abschnitts liegt jedoch auf den in dieser Arbeit verwendeten
Heparin-Mimetika, welche durch die Polymerisation bzw. Copolymerisation sulfonierter
Monomere synthetisiert werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Heparin-mimetischen Polymere wurden dankenswerterwei-
se durch die Arbeitsgruppe von Prof. Vito Ferro der University of Queensland in Brisbane
bereitgestellt. Die monomeren Edukte fiir die Synthese der breitgestellten Polymere sind
Acrylsdure (AA), Natrium-2-acrylamido-2-methyl-1-porpansulfonat (AMPS), Kalium-
3-sulfopropylacrylat (SPA), Kalium-3-sulfopropylmethacrylat (SPM) sowie Natrium-4-
styrensulfonat (SSS). Fur die Darstellung der polymeren Substanzen wurde die Reversible
Addition-Fragmentation chain Transfer (RAFT) Polymerisation genutzt [378, 379]. Durch
die Umsetzung konnte eine Substanzbibliothek verschiedener linearer Homo- und Copoly-
mere aus den zuvor genannten Monomeren generiert werden, die in Abbildung 9 aufgefiihrt
sind. Mittels der RAFT Polymerisation wurden Polymere mit den molekularen Grofien
von 5, 10, 20 bzw. 50 kDa generiert, welche eine geringe Polydispersitét aufwiesen (D: 1,08
— 1,53). Bereits durch Nahain et al. wurden verschiedene ihrer synthetisierten Polymere
hinsichtlich einer antikoagulatorischen Kapazitat in-vitro untersucht. In Untersuchungen
der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (APTT) und der Thrombinzeit (TCT) konn-
ten einige Polymere eine potentielle Antikoagulation vermitteln. Zur weiteren Bestéitigung
wurde die anti-FXa und anti-FIIa Aktivitat bestimmt. Keines der untersuchten Mimetika
vermochte es die FXa Aktivitat zu unterbinden und lediglich das Copolymer poly(SSS-co-
AA)-1:1 20kDa inhibierte die Thrombinaktivitdt. Dariiber hinaus konnte eine Hemmung
der durch rekombinanten TF-induzierten Thrombingenerierung fiir manche Polymere
detektiert werden [378, 379]. Diese vorlaufigen Untersuchungen bilden somit die Grundlage
fir die weitere Charakterisierung der sulfonierten Polymere als Heparin-Mimetika und
ihrer potentiellen Rolle in antikoagulatorischen Therapien und der moglichen Interferenz

mit der metastatischen Kaskade.
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Abbildung 9: Gezeigt sind die Strukturen der monomeren Edukte sowie der verschiedenen Heparin-
mimetischen Polymere, welche durch die RAFT Polymerisation gewonnen wurden
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3 Ziel der Arbeit

Die Zielsetzung dieser Promotionsarbeit ist es einen weiteren Beitrag zum Verstandnis
der mannigfaltigen Effekte einer Tumorzell/ Thrombozyten Interaktion auf den Prozess
der hdmatogenen Metastasierung zu leisten. Des Weiteren soll mit Hilfe von Antikoagu-
lantien wie UFH, Enoxaparin und Fondaparinux ein tieferes mechanistisches Versténdnis
der molekularen Ansatzpunkte eines antimetastatischen Effektes der Heparine erlangt
werden. Zudem sollen synthetische Heparin-mimetische Polymere erstmalig im Kontext
eines antimetastatischen Szenarios evaluiert und mit den kommerziellen Antikoagulantien
verglichen werden. Dadurch sollen nicht nur die antimetastatischen Effekte des Heparins
besser verstanden, sondern ebenso die Moglichkeit einer Substitution der nachteilbehafteten
Heparine beurteilt werden. Diese Arbeit ist in drei Projektabschnitte gegliedert.

Im ersten Teilprojekt liegt der Fokus auf der Betrachtung der Tumorzell/Thrombozyten
Interaktion als essentieller Schritt der hamatogenen Metastasierungskaskade. Bekannter-
maflen haben die Induktion der Blutgerinnung und die Aktivierung der Thrombozyten
weitreichende, prometastatische Effekte. Das Potential der Antikoagulantien und Heparin-
Mimetika in diese Schritte einzugreifen soll bestimmt werden. Dazu wird ihre Kapazitat zur
Inhibition der Tumorzell-induzierten Koagulation in einem Thrombingenerierungs-Assay
untersucht. Das Ausmafl der Unterdriickung der Tumorzell-induzierten Thrombozytenag-
gregation bzw. —aktivierung wird mit Hilfe der Lichttransmissionsaggregometrie und der
Quantifizierung thrombozytar sezernierter Mediatorstoffe beurteilt.

Im Zentrum des zweiten Teilprojektes dieser Forschungsarbeit steht die Blockade verschie-
dener Adhésionssysteme, welche im Verlauf der himatogenen Metastasierung den Arrest
der Tumorzellen am Endothel vermitteln und so die Extravasation der malignen Zelle
am Ort der Metastase erleichtern. Zunéachst wird, mit Hilfe der SAW-Biosensorik, die
Bindungskapazitit der Antikoagulantien und Heparin-Mimetika gegeniiber dem Integrin
VLA-4 und den beiden Glykoproteinen P- und E-Selectin vermessen. Die funktionelle
Konsequenz dieser Bindung soll anhand der Adhésion VLA-4 exprimierender Melanom-
zellen an immobilisiertem VCAM-1 bestimmt werden. Eine weitere Anndherung an die
in-vivo Bedingungen, durch die Analyse der Zellbindung an eine endotheliale Zellschicht
im simulierten Blutfluss, soll die Beurteilung des kumulierten Effektes einer VLA-4, P-
und E-Selectin Bindung ermoglichen.

Im dritten Teilprojekt soll der immunmodulierende Effekt von Thrombozyten bzw. Tumor-
zell-induzierten Thrombozyten-Releasates untersucht werden. Des Weiteren soll der Einfluss
einer Interferenz der Antikoagulantien und Heparin-Mimetika in der initialen Tumor-
zell/Thrombozyten Kommunikation auf die Immunmodulation bestimmt werden. Auf
zellularer Ebene steht hier unter anderem die Differenzierung von CD41 T-Zellen zu

regulatorischen T-Zellen im Fokus, welche durchflusszytometrisch quantifiziert wird. Die
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Modulation der Aktivitat zytolytischer CD8" T-Zellen wird ebenfalls am Durchflusszy-
tometer, aber auch durch die Multiplex-Analyse der Sekretion von zytolytischen und
proinflammatorischen Mediatoren bestimmt. Zur Evaluation des Einflusses auf die Aktivi-
tat natiirlicher Killerzellen wird deren zytolytische Kapazitéit gegeniiber K562 Tumorzellen
vermessen.

Zusammenfassend soll durch die drei Teilprojekte eine umfangreiche Evaluation der neuen
Heparin-mimetischen Polymere und der bereits markterprobten Antikoagulantien im Licht
der hdmatogenen Metastasierung erfolgen. Diese Arbeit soll somit einen Beitrag dazu
leisten, die metastasierungsrelevanten Effekte von Thrombozyten zu charakterisieren und

antimetastatische Eingriffspunkte der untersuchten Substanzen zu identifizieren.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

1-Hexadecanethiol Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

1 -Step® Ultra TMB-ELISA Substrat ThermoFisher Scientific Inc.

Losung Waltham, MA, USA

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[(N-(5-amino- Merck KGaA

1-carboxypentyl)iminodiacetic Darmstadt, Deutschland

acid)succinyl] (nickel salt)

16:0 PC (DPPC), 1,2-dipalmitoyl-sn- Merck KGaA
glycero-3-phosphocholine, powder Darmstadt, Deutschland
20 x Reaction Buffer ThermoFisher Scientific Inc.

Waltham, MA, USA

7-AAD Viability Staining Solution BioLegend Inc.
San Diego, CA, USA
Aceton Merck Chemicals GmbH

Darmstadt, Deutschland

Adenosin 5’-triphosphate ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Ammoniak 25 % Chemsolute® Th.Geyer GmbH & Co.KG

Renningen, Deutschland

Bacillol® AF Paul Hartmann AG
Heidenheim, Deutschland

Borsaure Merck Chemicals GmbH
Schwalbach, Deutschland

Bovines Serum-Albumin, BSA Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Calciumchlorid Dihydrat Cellpure®>
99 %

CASY® ton

CFSE Cell Devision Tracker Kit
Chloroform

Corn Trypsin Inhibitor

Cyanurchlorid

D(+)-Glucose

D(+)-Trehalose Dihydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol

D-Luciferin

DPBS, w/o: Ca and Mg pH 7,4, steril
Dulbecco’s modified Eagle’s medium -

high glucose

Dulbecco’s modified Eagle’s medium -

low glucose

Ethanol 99 % verg. mit Petrolether

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland

BioLegend Inc.
San Diego, CA, USA

VWR International LLC.
Radnor, PA, USA

Santa Cruz Biotechnology Inc.

Santa Cruz, CA, USA

ACROS Organics
Morris Plains, NJ, USA

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Julius Hoesch GmbH & Co.KG

Diiren, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Gigasept® Instru AF

Guava® Instrument Cleaning Fluid

(ICF)
HEPES Pufferan® Cellpure®> 99,5 %

Histopaque®-1077

Human IL-10 Mini ABTS ELISA
Development Kit

Human SELP / selectin P / P-selectin
Protein (His-Tag)

ImmunoCult™ Human

CD3/CD28/CD2 T Cell Activator
Innohep® 20000 Anit-Xa I.E./mL

Fertigspritzen Injektionslosung

Isopropanol 100 %

Kaliumchlorid

LEGENDplex™ Human CD8/NK

Panel

L-Glutamin-Loésung

Luciferase, firefly recombinant

MACS® Comp Bead Kit, anti-mouse
Igk

Magnesiumchlorid, wasserfrei > 98,5 %

Schiilke & Mayr GmbH
Norderstedt, Deutschland

Luminex Corporation

Austin, TX, USA

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

PeproTech Inc.
Rocky Hill, NJ, USA

Sino Biological Inc.
Peking, China

STEMCELL Technologies Inc.

Vancouver, Kanada

Leo Pharma A/S

Ballerup, Déanemark

Merck Chemicals GmbH
Schwalbach, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

BioLegend Inc.
San Diego, CA, USA

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG

Bergisch Gladbach, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

50



Material und Methoden

Bezeichnung

Hersteller

Manganchlorid Dihydrat

Natirumhydrogencarbonat,

Cellpure®> 99,5 %

Natriumazid

Natriumchlorid, Cellpure®> 99,8 %

Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat

Paraformaldehyd

Penicillin-Streptomycin-Losung

(10.000 1.E./mL,10 mg/mL)

Puromycin dihydrochloride

Recombinant Human CXCL4

Recombinant Human
E-Selectin/ELAM1/CD62E (C-6His)

Recombinant Human IL-2

Recombinant Human VCAM-1-Fc

Chimera (carrier-free)

Reombinant Human Integrin alpha 4
beta 1 Protein, CF

Roti®-CELL DPBS/EDTA

RPMI 1640® Nahrmedium

Merck Chemicals GmbH
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Bon-Opus Biosciences LLC
Millburn, NJ; USA

Bon Opus Biosciences LLC.
Millburn, NJ; USA

PeproTech Inc.
Rocky Hill, NJ, USA

BioLegend Inc.

San Diego, CA, USA

R&D systems

Minneapolis, MN, USA
Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Saponin

Schwefelsiaure 95 % Chemsolute®

Sera Plus, Special processed FBS,

Virus and mycoplasma tested

Sterillium®

StraightFrom® Buffy Coat CD4
MicroBead Kit, human

StraightFrom® Buffy Coat CD8
MicroBead Kit, human
Technothrombin® TGA CAL Set

Technothrombin® TGA RC high

Technothrombin® TGA SUB

Thiazolylblau - Tetrazoliumbromid

(MTT) BioChemica
TRAP-6

Trypsin 0.05%/EDTA 0.02% in PBS,

w/o: Ca and Mg, w: Phenol red

Tween®-20

Wasserstoffperoxid 35 %

Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit

Merck Chemicals GmbH
Darmstadt, Deutschland

Th.Geyer GmbH & Co.KG

Renningen, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

Bode Chemie GmbH
Hamburg, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG
Bergisch Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG
Bergisch Gladbach, Deutschland

Technoclone GmbH
Wien, Osterreich

Technoclone GmbH
Wien, Osterreich

Technoclone GmbH
Wien, Osterreich

AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland

Tocris Bioscience
Bristol, UK

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland

Merck Chemicals GmbH
Darmstadt, Deutschland

BioLegend Inc.
San Diego, CA, USA
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4.1.2 Puffer und Losungen

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Losungen

Bezeichnung Komponenten Menge
3% PFA-Losung (FACS) DPBS 50 mL
PFA 1,5¢g
4% BSA Losung DPBS 10 mL
BSA 04¢g
ATP Reaktionslosung Aqua dest. 8,9 mL
20 x Reaction Buffer 0,5 mL
0,1 M DTT 0,1 mL
10 mM D-Luciferin 0,5 mL
5 mg/mL Firefly Luciferase 2,5 nL
Blockierungslosung (ELISA/FACS) DPBS 50 mL
BSA 1,5¢g
Boratpuffer pH 8,8 Aqua dem. 100 mL
Borséaure 0,618 g
NaOH 1 mM q.s.
CFSE Arbeitslosung CFSE 3 nL
Hungermedium 1497 pL
Diluent (ELISA) DPBS 50 mL
Tween®-20 25 nL
BSA 0,05 g
FACS-Puffer DPBS 50 mL
BSA 0,5 g
NaNj 0,005 g
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Bezeichnung Komponenten Menge
Fixierungspuffer (FACS) 3% PFA-Losung 10 mL
Saponin 0,01 g
Tween®-20 50 pL
1-Hexadecanthiol Chloroform q.s.
1-Hexadecanthiol 10 mM
IL-2 Arbeitslosung IL-2 (100 U/pL) 1,0 pL
DPBS 499 uL
Laufpuffer (SAW) Aqua dest. q.S.
C&Clg 1 mM
MnCly 0,5 mM
Permeabilisierungspuffer (FACS) FACS-Puffer 10 mL
Saponin 0,05 g
Tween®-20 50 nL
Peroxomonoschwefelsdure H,SO, konz. 3 Teile
H,0, 30 % 1 Teile
Reinigungslosung 1 HySO4 konz. 35 mL
H,05 30 % 35 mL
Reinigungslosung 2 Aqua dem. 50 mL
Hy0, 10 mL
Ammoniak 26 % 10 mL
Separationspuffer BSA 0,5%
EDTA 2 mM
DPBS q.S.
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Bezeichnung Komponenten Menge
Thrombozytenpuffer Aqua dest. q.s.
NaCl 136,7 mM
NaHCOg3 13,8 mM
HEPES 10 mM
D-Glucose 5,5 mM
KCl1 2,6 mM
MgCly 1 mM
NaH,PO, x Hy0 0,36 mM
Tween Arbeitslosung Tween®-20 10 pLL
DPBS 4990 nL
Waschpuffer (ELISA) DPBS 500 mL
Tween®-20 250 pL
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4.1.3 Antikorper

Tabelle 4: Verwendete Antikorper

Antigen Bezeichnung Klon Hersteller
CD69 FITC anti-human CDG69 FN50 BioLegend Inc.
Antibody San Diego, CA, USA
FoxP3 FITC anti-human FOXP3 206D BioLegend Inc.
Antibody San Diego, CA, USA
FITC Isotype FITC Mouse IgG1,x Isotype  MOPC-21 BioLegend Inc.
Ctrl San Diego, CA, USA
CD8 Pacific Blue anti-human RPA-TS BioLegend Inc.
CD8a Antibody San Diego, CA, USA
CD25 PerCP/Cyanineb.5 BC96 BioLegend Inc.
anti-human CD25 Antibody San Diego, CA, USA
PerCP/ PerCP /Cyanineb.5 Mouse MOPC-21 BioLegend Inc.

Cyanineb.5 Isotype

[gG1, k Isotype Ctrl

San Diego, CA, USA

4.1.4 Antikoagulantien und Heparin-Mimetika

Tabelle 5: Verwendete Antikoagulantien und Heparin-Mimetika

Bezeichnung

Hersteller

Arixtra® 2,5 mg/0,5 mL
Injektionslosung, Fertigspritze

Clexane® 4.000 LE. (40 mg/0,4 mL)

Injektionslosung in einer Fertigspritze

Heparin-Mimetika

Heparin-Natrium-5000-ratiopharm

Prof. Vito Ferro

Aspen Pharma Trading Limited
Dublin, Irland

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH

Frankfurt am Main, Deutschland

Brisbane, Australien

ratiopharm GmbH

Ulm, Deutschland
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4.1.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

24 Well Plate 24-Well
CytoOne® Platte, unbehandelt

6 Well Plate 6-Well CytoOne® Platte,
unbehandelt

96 Well black 96F Non-Treated Black
Microwell SH

Sterile Platten 96 F 96-Well
CytoOne® Platte, unbehandelt

FACS 96 Well platten 96-Well

Microtiter™ Microplates

Glas Slides (rund)

Assistent® Deckgliser, rund, 18 mm

CasyCups CASY® cups

20 mL Spritze Einmalspritzen Braun
Luer Solo (20 mL)

Multistepper Tips Eppendorf
Combitips advanced®0,5 mL

Nunc Maxisorb F96 Maxisorb

Nunc-Immuno Plate

Kryogefifie Cryo.S®

Aggregometer Kivetten fiir APACT
4004

Cell Strainer Miltenyi
MACS® SmartStrainer (30 jim)

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

STARLAB GmbH
Hamburg, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Rochester, NY, USA

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co. KG
Sondheim vor der Rhon, Deutschland

Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland

B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Deutschland

Haemochrom Diagnostica GmbH
Essen, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG
Bergisch Gladbach, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

U-Platten Microplatte, 96-Well, PS,

U-Boden, transparent

V-Platten Microplatte, 96-Well, PS,

V-Boden, transparent

Butterfly Multifly®-Kaniile Set 21 G
200mm Lange

96 well white Nunc™ F96 MicroWell™

Polystyrolplatte, weifl

1000 pLL Tip Pipettenspitzen
(100-1000 pL), blau

200 pL. Tip Pipettenspitzen (10-200
nl), gelb

10 pLL Tip Pipettenspitzen (1-10 pL),

natur

5000 pL Tip Pipettenspitzen (5 mL)

Plastibrand®, natur

Wannchen Pipettierreservoir, PS, 50
mL fiir Mehrkanalpipetten

Eppi 0,6 Reagiergefafie (0,6 mL)
Eppi 1,5 Reagiergefafie (1,5 mL)
Eppi 1,5 Braun Reagiergefafie (1,5
mL) braun

Eppi 2 Reagiergefafie (2,0 mL)

Eppi 5 Reagiergefde (5,0 mL)

Rotilabo® Probenflaschchen 2mL

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

ratiolab GmbH
Dreieich, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Biosensor Chip Samb Blue Chips
Plain Gold

Serologische Pipette, wattiert, 10 mL,

steril

Serologische Pipette, wattiert, 25 mL,

steril

Sterilfilter Sterilfilter (0,2 pm)

T25 Zellkulturflaschen T25 (25 cm?)

T75 Zellkulturflaschen T75 (75 cm?)

T175 Zellkulturflaschen T175 (175
cm?)

Falcon 15 Zentrifugenréhrchen (15
mL) CellStar Tubes

Falcon 50 Zentrifugenrohrchen (50
mL) CellStar Tubes

NanoTemper Technologies GmbH
Miinchen, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Whatman GmbH
Dassel, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen, Deutschland
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4.1.6 Gerdte und Instrumente

Tabelle 7: Verwendete Gerate und Instrumente

Bezeichnung

Hersteller

Absaugsystem BVC 21 NT
Analysenwaage Sartorius basic
BA210S

APACT 4004

CD1008 Mini Zentrifuge
Centrifuge 5430R
COs-Brutschrank ICOmed
CSC-795 Camera

CytoFlex

Eppendorf® Thermostat Plus
Finnpipette™F2 (5-50 pL)
Fluoroskan Ascent®
FLUOstar® Optima

Guava® easyCyte HT 11 Flow

Cytometer

Hamilton-Spritze 25 pL

Vacuubrand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Sartorius AG
Gottingen, Deutschland

Haemochrom Diagnostica GmbH

Essen, Deutschland

Phoenix Instrument GmbH
Garbsen, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Memmert GmbH & Co.KG
Schwabach, Deutschland

Pacific Corporation
Tokyo, Japan

Beckmann Coulter GmbH
Krefeld, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

BMG Labtech GmbH
Ortenberg, Deutschland

Merck Chemicals GmbH
Darmstadt, Deutschland

Hamilton Company

Reno, NV, USA
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Bezeichnung

Hersteller

Laminar-Air-Flow-Werkbank Holten

safe 2010

Lichtmikroskop Axiovert 200

Lichtmikroskop Wilovert 30

MACSmix™ Tube Rotator

MACSxpress™ Separator

MDF-1156(ATN)-PE ULT Freezer

MidiMACS™ Separator

Multipette® M4

Multiskan® EX

New Brunswick™ Excella® E24

pH-Meter S20 SevenEasy™ pH

Pipette (10 pL) Research®

Pipette (10 pL) Transferpette®S

Pipette (100 pL) Research®

Pipette (100 pL) Transferpette®S

Heto-Holton A/S
Allergd, Danemark

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Jena, Deutschland

Helmut Hund GmbH
Wetzlar, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG
Bergisch Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG
Bergisch Gladbach, Deutschland

PHC Europe B.V.
Etten-Leur, Niederlande

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG
Bergisch Gladbach, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Thermo Scientific GmbH
Langenselbold, Deutschland

New Brunswick Scientific
Edison, NJ, USA

Mettler-Toledo GmbH
Gieen, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Pipette (1000 nL) Research®
Pipette (12x200 pL)
Transferpette® S-12

Pipette (2,5 nl.) Research®
Pipette (20 pL) Research®

Pipette (200 pL) Research®
Pipette (5 mL) Transferpette®S
Pipette (8x50 pL) Transferpette® S-8
Purelab® Plus
Wasseraufbereitungsanlage

Samb Blue SAW Biosensor

Spatel, diverse

Trockenschrank 60°C
Ultraschallbad Sonorex® Super RK

510 H

VIP ECO ULT Freezer
MDF-DU502VH-PE

Vortexer RS-VA 10

Zellzahler CASY® 1 Model TT

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

ELGA LabWater
Celle, Deutschland

SAW instruments GmbH
Bonn, Deutschland

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

Heraeus Holding GmbH

Hanau, Deutschland

Bandelin electronic GmbH & Co. KG
Berlin, Deutschland

PHC Europe B.V.
Etten-Leur, Niederlande

Phoenix Instrument GmbH
Garbsen, Deutschland

Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Zentrifuge Universal 32 R

Zentrifuge Universal 320 R

Heraeus Holding GmbH

Hanau, Deutschland

Heraeus Holding GmbH

Hanau, Deutschland

4.1.7 Software

Tabelle 8: Verwendete Software

Bezeichnung

Hersteller

APACT LPC-Software

CytExpert

Fiji

FitMaster®

FlowJo v.10.5.3

GraphPad Prism 8

GuavaSoft™ 3.3

LEGENDplex™ Data Analysis

Software

Microsoft Office 2016 fur Windows

Optima v.2.20R2

SamBlue FitMaster

LABiTec GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Beckmann Coulter GmbH
Krefeld, Deutschland

Schindelin et al. (2012)

SAW instruments GmbH
Bonn, Deutschland

BD Life Sciences
Franklin Lakes, NJ, USA

GraphPad Software
La Jolla, CA, USA

Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

BioLegend Inc.
San Diego, CA, USA

Microsoft. Corporation
Redmond, WA, USA

BMG Labtech GmbH
Ortenberg, Deutschland

SAW instruments GmbH
Bonn, Deutschland
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Bezeichnung Hersteller

THERMO Fluoroskan Ascent TGA Technoclone GmbH
Evaluation Software (+AUC) Wien, Osterreich

Thermo Scientific™ Ascent™ Software ThermoFisher Scientific Inc.

Waltham, MA, USA
ZEN Mikroskopie Software Carl Zeiss Microscopy GmbH

Jena, Deutschland
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4.2 Zellkultur
4.2.1 Inkulturnahme

Zur langfristigen Vorratshaltung der verwendeten Zellen werden diese in einem Ultra
Low Freezer bei -150°C kryokonserviert. Bei Bedarf wurde ein Kryogefafl aus dem Ultra
Low Freezer entnommen und bei 37°C aufgetaut. Um das im Kryomedium enthaltene
zelltoxische DMSO zu entfernen, wurde die aufgetaute Zellsuspension unverziiglich in
ein mit Nahrmedium befiilltes Zentrifugenréhrchen iiberfithrt und bei 450 x g und 4°C
fiir 4 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das entstandene Zellpellet in
einem Milliliter des Zellmediums resuspendiert und in eine mit Zellmedium befillte T25
Kulturflasche tiberfithrt. Die Zellen wurden tiber Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Am néchsten Tag wurde das Zellmedium substituiert.

Sobald eine ausreichende Konfluenz erreicht war, wurden die Zellen analog den Ausfithrun-
gen in Abschnitt 4.2.4 subkultiviert.

4.2.2 Kryokonservierung

Um die Zellen fiir die langfristige Vorratshaltung im Ultra Low Freezer vorzubereiten,
wurden diese, wie in Abschnitt 4.2.4 beschrieben, abgelost. Die Zellzahl wurde mittels des
CASY® 1 Model TT bestimmt und die Zellsuspension bei 450 x g und 4°C fiir 4 Minuten
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in der gewiinschten Konzentration in einer
Lésung aus 90 % (V/V) fetalem Kélberserum (FKS) und 10 % (V/V) DMSO resuspendiert.
Je ein Milliliter der generierten Zellsuspension wurde in ein Kryogeféfl tiberfithrt. Die
Zellen sind zunachst fiir 24 h bei -80°C eingefroren worden und wurden anschlieend bei

-150°C im Ultra Low Freezer kryokonserviert.

4.2.3 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Zellzahler des Typs CASY® 1 Model TT der Firma
Scharfe System GmbH verwendet. Bei dem Coulter Counter Verfahren, auf welchem die
Zahlung basiert, handelt es sich um eine Methode, welche die Messung eines Widerstandes
zwischen zwei Platinelektroden nutzt. Die beiden Elektroden sind in unterschiedlichen
Kammern lokalisiert, welche mit einer definierten Elektrolytlosung befillt sind. Die Kam-
mern der Elektroden sind durch eine kleine Kapillare verbunden. Zur Messung werden
einzelne Zellen durch diese Kapillare gesaugt, was eine zellgroBenabhingige Anderung
des Widerstandes zwischen den beiden Messelektroden bedingt und als Signal detektiert
wird. Die Menge der Zellen in einer Probe kann durch die Anzahl der registrierten Wider-
standsdnderungen ermittelt werden. Zusétzlich zur Gesamtzellzahl kann weiterhin iiber

die Membranintegritat der Zellen eine Grofendifferenzierung in tote sowie lebendige Zellen
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erfolgen. Signale im Bereich von 8 pm bis 30 pm wurden als lebende Zellen definiert. Fiir die
Vermessung von mononukledaren Blutzellen und isolierten T-Lymphozyten wurde die untere
Messgrenze auf 6 pm korrigiert. Als Messergebnis wurde sowohl die Groflenverteilung, als
auch die Anzahl der Zellen pro Milliliter Untersuchungslésung ausgegeben.

Zur Herstellung der Untersuchungslosung wurden 10 mL der CASY ton®- Elektrolytlo-
sung in ein CASY-Rohrchen steril filtriert. Die Zellen wurden analog den Ausfithrungen
in Abschnitt 4.2.4 aufbereitet, 20 pl. der Zellsuspension in das vorbereitete Réhrchen

iiberfithrt und nach guter Durchmischung im CASY® Zellziahler vermessen.

4.2.4 Allgemeine Subkultivierung

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte in einem Inkubator bei 37°C und einer
Begasung mit 5% CO,. Der Zustand der Zellkultur wurde in regelméfiigen Abstanden
lichtmikroskopisch begutachtet und das Zellmedium in sinnvollen Intervallen erneuert, um
zelltoxische Stoffwechselprodukte zu entfernen und die Zellen mit ausreichend Néhrstoffen
zu versorgen.

Sobald der Boden der Zellkulturflasche mit einer konfluenten Schicht aus Zellen bedeckt
war, wurden die Zellen fiir experimentelle Zwecke verwendet oder zur weiteren Kultivierung
in neue Kulturflaschen tiberfithrt. Dazu wurde das alte Zellmedium entfernt und der Boden
der Zellkulturflasche mit sterilem Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) gewaschen.
In Abhéngigkeit der Flaschengrofle wurde eine geeignete Menge EDTA-Losung eingesetzt
um die Zellen durch Komplexierung von Ca?" und Mg?* Ionen vom Flaschenboden zu lésen.
Nach der Ablosung der Zellen wurden diese unverziiglich mit DPBS vom Flaschenboden
heruntergespiilt und die so verdiinnte Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt.
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte wie in Abschnitt 4.2.3 beschrieben und die Zellen
wurden durch vierminiitige Zentrifugation bei 450 x g und 4°C pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in einem Milliliter DPBS bzw. dem entsprechenden
Néahrmedium resuspendiert. Die gewiinschte Zellzahl wurde zur Subkultivierung in eine

mit Nahrmedium befiillte Kulturflasche verbracht oder fiir Experimente verwendet.

4.2.5 Zelllinien

4.2.5.1 MDA-MB-231 Die Zelllinie MDA-MB-231 entspringt einer Serie von kultivierten
Brustkrebszellen, welche erstmalig durch das M.D. Anderson Hospital and Cancer Institute
etabliert wurde. Die zugrundeliegende Probe wurde im Jahr 1973 einer 51 Jahre alten
kaukasischen Frau entnommen [380]. Aufgrund einer geringen Expression der am Aufbau
der tight junctions beteiligten Proteine Claudin-3, -4 und -7 werden die Zellen in die
Klasse Claudin-low eingeordnet [381]. Eine weitere Klassifizierung der Zelllinie erfolgt

durch die Abwesenheit von Estrogen- und Progesteron-Rezeptoren sowie des humanen
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epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2). Dies bedingt die Zuordnung in die
Klasse der triple-negative breast cancer (TNBC), welche sich durch ein geringes Ansprechen
auf Hormontherapien und eine, im Vergleich zu positiven Patienten, geringe Uberlebensrate
auszeichnet. Die Zelllinie MDA-MB-231 weist in Einklang mit diesen Befunden eine erhéhte
in-vitro Invasivitdt auf [381, 382]. Die Basis des Nahrmediums fiur die Kultivierung der
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 stellte das Dulbecco’s modified Eagle’s — high glucose
Medium dar. Komplettiert wurde das Medium durch den Zusatz von 10 % (V/V) FKS,
1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung (10.000 LE./mL, 10 mg/mL), 1% (V/V) einer
200mM L-Glutaminlésung und 1% (V/V) einer 100 mM Natriumpyruvatlosung. Die
Zelllinie wurde tiber Herrn Dr. Zeisig von der EPO GmbH Berlin bezogen.

4.2.5.2 MV3 Die humane Melanomzelllinie MV3 ist ein lang etabliertes Modell fiir ein
stark metastasierendes Melanom. Die Zelllinie wurde im Jahr 1991 durch Muijen et al.
etabliert und entspringt einem Lymphknoten Biopsat, welches einem, an einem bdésartigen
Melanom erkrankten, 76-jahrigem Patienten entnommen wurde. Die isolierten Zellen
wurden als Xenograft in Nacktméausen kultiviert. Die finale MV3 Zelllinie entstammt der
dritten Passage [383]. Die Kultivierung der Melanomzellen erfolgte in RPMI 1640 Medium,
welches durch den Zusatz von 10% (V/V) FKS und 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-
Losung (10.000 L.E./mL, 10 mg/mL) komplettiert wurde. Die Zelllinie MV3 wurde tiber
die Firma EPO Berlin GmbH bezogen.

Um eine 1 Integrin defiziente Variante der MV3 Zellen zu generieren, wurde durch
Frau Dr. Maria Bethania Rossi Piva ein lentiviraler Knockdown durchgefiihrt [384]. Fiir
die Kultivierung der entstandenen MV3 [1kd Zelllinie sowie deren komplementéaren
scramble Zelllinie (MV3 sc), welche eine nicht codierenden Kontrollvektor erhielt, wurde

das beschriebene Medium durch den Zusatz von 3,25 1M Puromycin erganzt.

4.2.5.3 EA.hy926 Die endotheliale Zelllinie EA.hy926 wurde 1983 durch Edgell et
al. etabliert und entstammt einer Hybridisierung von Endothelzellen der humanen Na-
belschnurvene mit der humanen Lungenkarzinom Zelllinie A549 [385]. Das adhéarente
Zellsystem ist gut charakterisiert und findet aufgrund seiner, im Vergleich zum priméren
HUVEC Zellsystem, verlingerten Lebensspanne haufig Anwendung in der in-vitro Kulti-
vierung [386]. Mit der Bildung von Weibel-Palade-Bodies, VCAM-1 oder E-Selectin weist
die immortalisierte Zelllinie endotheliale Charakteristika auf und wird in verschiedenen
in-vitro Modellen zur Simulation des Endothels genutzt [386, 387].

Die verwendeten EA.hy926 Zellen wurden durch das Institute of Cellular Biology and
Pathology ,,Nicolae Simionescu® in Bukarest bereitgestellt. Das zur Kultvierung verwen-
dete Nahrmedium basiert auf DMEM® — low glucose Medium der Firma Sigma-Aldrich
Chemie GmbH. Zur Herstellung des gebrauchsfertigen Medium werden 10 g (1 Vial)
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des lyophilisierten Mediums in einem Liter sterilem Millipore® Wasser geldst. Erginzt
wird das Medium durch den Zusatz von 3,7 g/L Natriumhydrogencarbonat, 100 mL FKS
sowie 10 mL Penicillin-Streptomycin-Losung in den Konzentrationen 10.000 L.E./mL bzw.
10mg/mL.

4.2.5.4 K562 Die Zelllinie K562 wurde im Jahr 1975 durch Lozzio und Lozzio etabliert.
Die Zelllinie entstammt einer 53-jahrigen Patientin, welche seit 4 Jahren aufgrund einer
chronisch myeloischen Leukamie behandelt wurde. Die Isolation erfolgte aus einem Pleuraer-
guss wéahrend einer terminalen Blastenkrise [388]. Eine besondere Bedeutung erreichte die
Zelllinie durch die geringe Expression der HLA Klasse I, in der Analyse der zytotoxischen
Aktivitat naturlicher Killerzellen [389]. Zur Kultivierung dieser Suspensionszellen wurde
das Basismedium RPMI 1640 verwendet. Komplettiert wurde es durch den Zusatz von
10% FKS und 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung (10.000 LE./mL, 10 mg/mL).

4.2.5.5 PBMC/CD4" T-Zellen/CD8*% T-Zellen Zur Erhaltung der isolierten Peri-
pheral Blood Mononuclear Cells, CD4" T-Lymphozyten sowie CD8" T-Lymphozyten iiber
den Zeitraum der Probenherstellung, wurden diese in RPMI 1640 mit 10 % FKS und 1%
(V/V) Penicillin-Streptomycin-Losung (10.000 L.E./mL, 10 mg/mL) kultiviert.

4.3 Zellisolation
4.3.1 Thrombozyten

Die in dieser Arbeit verwendeten human Thrombozyten wurden aus Thrombozytenkonzen-
traten (TKZs) gewonnen, welche freundlicherweise durch das Institut fiir Experimentelle
Héamatologie und Transfusionsmedizin des Universitiatsklinikums Bonn bereitgestellt wur-
den. Diese Thrombozytenkonzentrate wurden nach Uberschreiten des Datums, bis zu
welchem sie zur Applikation am Patienten zugelassen sind, iibernommen. Nach der Uber-
nahme der mit Acid-Citrate-Dextrose (ACD) antikoagulierten TKZs wurden diese maximal
fiir 4 Tage gelagert und fiir Versuche verwendet. Die TKZs wurden auf einem Lochblech
gelagert um eine beidseitige Gasdiffusion in den Lagerungsbeutel zu ermoglichen. Das
Lochblech ist in einem temperierten Orbitalschiittler lokalisiert. Somit war eine konstan-
te Bewegung der Thrombozyten bei 21°C und 50 rpm gewéhrleistet. Zur Isolation der
Thrombozyten wurde die benotigte Menge des Thrombozytenkonzentrats entnommen,
wobei die ersten Milliliter verworfen wurden, um mogliche priaaktivierte oder aktivierte
Thrombozyten, welche im Entnahmeschlauch einer geringen Durchmischung ausgesetzt
waren, zu entfernen. Das entnommene Volumen wurde bei Raumtemperatur fiir 10 min
mit 670 x g zentrifugiert. Das iiberstehende Plasma wurde entfernt und das entstandene

Pellet in Thrombozytenpuffer resuspendiert, wobei stets auf eine sachte Handhabung und
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die Verwendung von Pipetten mit einem moglichst breiten Auslass geachtet wurde um
eine Scherstress-bedingte Aktivierung der Thrombozyten zu verhindern. Fiir die weitere
Verwendung (vgl. Abschnitt 4.4) wurden die Thrombozyten in einem geeigneten Volumen

Thrombozytenpuffer bzw. Plasma resuspendiert.

4.3.2 Peripheral Blood Mononuclear Cells

Die Gewinnung humaner PBMCs erfolgte aus Buffy Coats, welche als Nebenprodukt
bei der Verarbeitung von Blutspenden anfallen. Diese wurden komplett anonymisiert,
sodass keine Riickschliisse auf den Spender bzw. dessen Eigenschaften gezogen werden
konnten. Zur Verfiigung gestellt wurden die Buffy Coats durch das Institut fiir Expe-
rimentelle Hamatologie und Transfusionsmedizin des Universitétsklinikums Bonn. Zur
Gewinnung der PBMCs wurde eine entsprechende Menge des Buffy Coats entnommen
und tber einen 30 pm Nylonfilter gegeben. Der filtrierte Buffy Coat wurde mit DPBS im
Verhéltnis 3 zu 5 gemischt. Im Anschluss wurden 3 mL Histopaque®-1077 vorsichtig mit
8 mL des Gemisches iiberschichtet. Zur Trennung durch das Dichtemedium erfolgte eine
Zentrifugation bei 400 x g und RT fiir 10 Minuten. Die abgetrennten PBMCs wurden mit
Hilfe einer Pasteurpipette entnommen und in ein neues Zentrifugationsréhrchen tberfiithrt.
Die entnommenen PBMCs wurden mit DPBS auf 12 mL verdiinnt, erneut zentrifugiert
und in DPBS resuspendiert. Nach Wiederholung dieses Schrittes wurde die Zellzahl der
PBMCs am CASY® Zellzéhler vermessen, wobei Zellen zwischen einer GroBe von 6-30 pm
beriicksichtigt wurden. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die PBMCs zu einer
Konzentration von 2 x 10%/mL in Medium resuspendiert. Diese Suspension konnte tiber
Nacht bis zur Versuchsdurchfiihung bei 5% COs und 37°C in einer Zellkulturflasche

gelagert werden.

4.3.3 CD4* T-Zellen und CD8* T-Zellen

Zur Isolation von CD4" bzw. CD8" T-Zellen wurden ebenfalls die anonymisierten Buffy
Coats des Universitatsklinikums Bonn verwendet. Die Isolation durch das verwendete
StraightFrom™ Buffy Coat Micro Bead Kit basiert auf dem Prinzip der positiven Selekti-
on. Genutzt wurden dazu anti-CD4 bzw. anti-CD8 Antikérper konjugierte, magnetische
Mikropartikel. Durch die Bindung der Antikérper an ihr entsprechendes Oberflichen-
Antigen werden die Zellen magnetisch markiert. Somit kénnen diese in einer Saule, welche
in einem magnetischen Feld platziert wird, retiniert und von unerwiinschten Zellen abge-
trennt werden.

Im Vorgang der Isolation wurden alle verwendeten Losungen auf 4°C temperiert. Die
benotigte Menge Buffy Coat wurde durch einen 30 pm Nylonfilter gegeben, um mogliche

Zellaggregate abzutrennen und einerseits eine effizientere Markierung von Einzelzellen zu
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gewahrleisten sowie andererseits eine Verlegung der Saule zu verhindern. Im Anschluss
wurde die zu isolierende Menge Buffy Coat entsprechend der Herstellerangaben mit dem
Micro Bead Mix versetzt und fiir 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Wahrenddessen wurde
eine Whole Blood Saule im Magnetfeld des MidiMACS™ Separators platziert und durch
die Zugabe von 3 mL entgastem Separationspuffer konditioniert. Die magnetisch markierte
Zellsuspension wurde auf die Séule verbracht und der Durchfluss, welcher die ungewollten
Zellen enthélt, aufgefangen. Sobald die Zellsuspension vollstandig durch die Séule gelaufen
war, wurde zweimal mit je 2 mL Separationspuffer gewaschen. Nun wurde die Séule, welche
die benotigte Zellfraktion enthielt, aus dem Magnetfeld entnommen und auf ein neues
Zentrifugenrohrchen gesetzt. Es wurden 4 mL des Elutionspuffers auf die Saule pipettiert
und mit Hilfe des dazugehorigen Kolbens durch die Saule gedriickt. Der Durchfluss enthielt
die gewiinschte Zellfraktion und wurde hinsichtlich seiner Zellkonzentration und Viabilitat
am CASY® Zellzéhler vermessen. Zellen einer GroBe zwischen 6 pm und 30 pm wurden als
lebendig definiert und in der Zellzahlung berticksichtigt. Nach einem Zentrifugationsschritt
bei 400 x g und 4°C fiir 5 Minuten wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet zu

einer gewiinschten Konzentration in RPMI 1640 Medium resuspendiert.

4.4 Herstellung der Thrombozyten-Suspension und der

Thrombozyten-Releasates

Je nach Versuchsaufbau wurden Thrombozyten-Suspensionen oder -Releasates, also die
Uberstinde aktivierter Thrombozyten, verwendet. Die Préiparation dieser Zellsysteme
wird nachfolgend beschrieben. Durch die Verwendung von Thrombozyten-Suspensionen
in Thrombozytenpuffer wurde eine ungewollte Fibrinbildung als Folge der Koagulation
vermieden. Zur Herstellung der beiden Systeme wurden die Thrombozyten entsprechend
den Ausfithrungen in Abschnitt 4.3.1 isoliert. Es wurde stets auf eine sachte Handhabung
und die Verwendung von Pipetten mit einem moglichst breiten Auslass geachtet, um
eine durch Scherstress-induzierte Aktivierung der Thrombozyten zu verhindern. Durch
die Verwendung des calciumfreien Thrombozytenpuffers war die hergestellte Suspension
fiir einige Stunden stabil. Die isolierten Thrombozyten wurden je nach Versuch auf
eine Zellkonzentration von 4 x 10%/mL oder 1,25 x 10°/mL (immunologische Versuche)
eingestellt. Zur Ermoglichung der Aktivierung wurde in den Suspensionen, durch die
Zugabe einer CaCl,-Losung, eine Ca?t Konzentration von 1 mM eingestellt. Je nach Versuch
wurden die so hergestellten Suspensionen direkt fiir die Co-Inkubation verwendet oder fiir
30 min mit den in Tabelle 9 aufgefiithrten Testsubstanzen bei adaptierten therapeutischen
Konzentrationen behandelt. Zur Untersuchung der Effekte loslicher Mediatoren, die bei
einer Aktivierung durch Thrombozyten sezerniert werden, wurden in einem weiteren

Schritt die benétigten Thrombozyten-Releasates hergestellt. Dazu wurden die vorbereiteten
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Thrombozyten-Suspensionen durch die Zugabe von 1 x 10* MDA-MB-231 Zellen pro
Milliliter aktiviert. Fiir die erhohte Thrombozytenzahl wahrend der immunologischen
Versuche, wurde die MDA-MB-231 Zellzahl der Thrombozytenkonzentration angepasst
(z.B. Faktor 3,125 fiir 1,25 x 10° Thrombozyten). Nach einer 20-miniitigen Inkubation
wurden die zellularen Bestandteile bei 10.000 x g fiir 10 min pelletiert. Die Releasates
wurden entnommen und in ein neues Probengefafl verbracht. Bis zur Verwendung in
den entsprechenden Versuchen wurden die Releasates bei -80°C gelagert. Zur Herstellung
Thrombozytenreichen Plasmas (PRP) wurde analog den obigen Ausfithrungen vorgegangen.
Abweichend wurde das finale Zellpellet nicht in Thrombozytenpuffer, sondern in Plasma
resuspendiert. Die Recalcifizierung erfolgte anschlieBend wéhrend der Durchfithrung der

Versuche zur Thrombingenerierung.

Tabelle 9: Verwendete Konzentrationen der eingesetzten Substanzen

Substanz ‘ Konzentration pro 4 x 10® Thrombozyten Konzentration pro 1,25 x 109 Thrombozyten
UFH 1LE. 3,125 LE.
Enoxaparin 1 LE. 3,125 LLE.
Fondaparinux 775 ng 2441,25 ng
Heparin-Mimetika 50 pg 156,25 pg

4.5 Thrombingenerierungs-Assay

Zur Beurteilung der antikoagulatorischen Aktivitdt der untersuchten Heparin-mimetischen
Polymere wurden diese, unter Verwendung eines Thrombingenerierungs-Assays, mit dem
inhibitorischen Potential der kommerziellen Antikoagulanzien UFH, Enoxaparin und
Fondaparinux in einem Tumorzell-aktivierten System verglichen.

Thrombozytenreiches Plasma wurde entsprechend den Angaben in Abschnitt 4.4 prapariert.
Unverziiglich, wurde das PRP in neuen Reagiergefafie mit 50 ng/mL Corn Trypsin Inhibitor
(CTI) versetzt. Durch den Einsatz des spezifischen Faktor XII Inhibitors CTI kann
der Einfluss der intrinsischen Gerinnung auf die Messung eliminiert werden, sodass das
Messergebnis lediglich ein durch TF tragende Tumorzellen generiertes Signal darstellt. Nach
einer 10-miniitigen Inkubation mit CTI wurde das PRP aliquotiert und die Proben mit den
entsprechenden Testsubstanzen versetzt und fiir weitere 30 Minuten inkubiert. Die fiir die
Untersuchung eingesetzten Konzentrationen sind in Tabelle 9 aufgefiihrt. Wéhrend dieser
Zeit wurden die zur Aktivierung der extrinsischen Gerinnung verwendeten Tumorzellen
vorbereitet. Dazu wurden die Zellen einer konfluenten Kulturflasche unter Verwendung von
EDTA /DPBS-Losung abgelost. Somit blieben relevante Oberflichenstrukturen der Zelle
erhalten. Die Zellen wurden mit DPBS heruntergespiilt und in ein Zentrifugenréhrchen
iiberfiihrt. Die Zellzahl wurde entsprechend den Ausfithrungen in Abschnitt 4.2.3 bestimmt
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und die Suspension bei 450 x g und 4°C fiir 4 Minuten zentrifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde in DPBS resuspendiert und eine Zellkonzentration von 30.303 Zellen/mL
eingestellt. Nach der erfolgten Inkubation der Proben mit den untersuchten Testsubstanzen,
wurden diese in die entsprechenden Kavitaten einer 96F Non-Treated Black Microwell SH
Platte tiberfithrt. Je nach Probe wurden die angegebenen Mengen Tumorzellsuspension,
DPBS oder tissue factor Reagenz hinzugefiigt (vgl. Tabelle 10).

Tabelle 10: Pipettierschema der Versuchsansétze der Thrombingenerierung

Reagenz
Probe Plasma [pL] DPBS [uL] Tumorzellen [pL] | TF-Reagenz [pL] Substrat [pL]
Nullwert 17 33 — — 50
pos. Kontrolle 34 6 — 10 50
Proben 17 — 33 — 50

Entstandene Luftblasen wurden vor der Messung entfernt. Unmittelbar vor Beginn der Mes-
sung wurden die Proben mit 50 pL. der Substrat-Losung versetzt, wodurch gleichzeitig die
fiir die Messung notige Recalcifizierung der Proben erfolgte. Als Substrat diente ein Peptid-
gekoppeltes Derivat des 7-Amino-4-Methylcoumarins (AMC), welches nach der Abspaltung
des Peptidrestes zur Fluroeszenz befahigt ist. Die Kinetik der Thrombin-vermittelten
AMC-Freisetzung konnte mittels eines Fluoreszenz-Readers verfolgt werden. Die Anderung
des Fluoreszenzsignals der Proben wurde iiber einen Zeitraum von 90 Minuten im Abstand
von je einer Minute bestimmt. Um einen Riickschluss auf die in-vitro Thrombinaktivitat
zu erlangen, wurde vor den Messungen eine Kalibrierung durchgefithrt, wodurch die ge-
messene Fluoreszenzintensitat mit der Thrombinaktivitat korreliert werden konnte. Zur
Kalibrierung wurde das Kalibrator-Set Technothrombin® TGA CAL verwendet. Die seitens
des Herstellers empfohlene Herstellung der Kalibrierlésungen ist in Tabelle 11 erlautert.
Diese Kalibrierlosungen enthalten unterschiedliche Mengen Thrombin und setzen mit
konstanter Geschwindigkeit das fluorogene AMC aus dem Substrat frei. Als Nullwert
wurde die Aktivitdt von DPBS bestimmt. Pro Well wurden 40 pl. der Kalibrierlosung
verwendet und die Umsetzung durch die Zugabe von 50 pL. Substrat-Losung gestartet.
Die Entstehung der Fluoreszenz wurde in einem Abstand von 30 Sekunden iiber einen
Gesamtzeitraum von 10 Minuten verfolgt. Die Messungen der Fluoreszenzentwicklung
erfolgten in einem Fluoreszenz-Reader bei einer konstanten Temperatur von 37°C. Als
Positivkontrolle fungierte in diesem Versuch eine Plasmaprobe, welche durch den Zusatz
von TF angereicherten Phospholipid-Mizellen (TGA RC high) aktiviert wurde. Die Akti-
vierung des extrinsischen Gerinnungssystems tiber tissue factor diente somit als Kontrolle
der Aktivierbarkeit des verwendeten Plasmas. Die Auswertung der generierten Messwerte
erfolgte durch die von der Technoclone GmbH bereitgestellte Software, sowie GraphPad

Prism.
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Tabelle 11: Pipettierschema der Kalibrierung des TGA

Verdiinnung V(Thrombin) V(Puffer)

Verdiinnung 1 (1:2) 200 pL Stammlésung 200 nL TGA Puffer
Verdiinnung 2 (1:4) 100 pL Verdiinnung 1 100 pL TGA Puffer
Verdiinnung 3 (1:20) 20 pL, Stammldsung 380 uL TGA Puffer
Verdiinnung 4 (1:200) 20 pL. Verdiinnung 3 180 uL. TGA Puffer

4.6 Lichttransmissionsaggregometrie

Das Testsystem zur Beurteilung einer Thrombozytenaggregation basiert auf dem Prinzip

der Lichttransmissionsaggregometrie. Das Messprinzip ist in Abbildung 10 illustriert.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Messprinzips der Lichttransmissionsaggregometrie einer
Suspension der isolierter Thrombozyten

Inaktive Thrombozyten bedingen eine starke Triibung der Probenlésung, welche bei der
photometrischen Messung deutlich mit dem eingebrachten Lichtstrahl interferiert. Die
Lichttransmission ist gering. Bei einer Aktivierung der Thrombozyten lagern sich diese
zusammen. Durch die Aggregation stehen weniger einzelne Zellen fiir die photometrische
Interferenz zur Verfiigung und kénnen den eingebrachten Lichtstrahl weniger reflektieren,
beugen oder brechen. Die Probenlosung verliert ihre Triibung. Die Lichttransmission steigt
an und kann mit dem Maf} der Aggregatbildung korreliert werden [390, 391].

Die analog der Ausfiihrungen in Abschnitt 4.4 hergestellte Thrombozyten-Suspension
wurde aliquotiert und mit den entsprechenden Testsubstanzen fiir 30 Minuten inkubiert.
Die eingesetzten Konzentrationen der untersuchten Substanzen sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.
Zuséatzlich zu den Testansatzen wurde stets ein Ansatz ohne beigefligte Substanzen als
Negativkontrolle mitgefithrt. Wahrend der 30-miniitigen Inkubation der Thrombozyten
wurden die verwendeten Tumorzellen entsprechend den Ausfithrungen in Abschnitt 4.2.4
abgelost und die Zellzahl analog des Abschnitts 4.2.3 bestimmt. Das generierte Tumor-
zellpellet wurde in DPBS resuspendiert und auf eine Zellkonzentration von 1 x 10°/mL
eingestellt. Im Vorfeld der Messung wurde das Aggregometer APACT 4004 auf 37°C tempe-

riert. Zu Beginn eines Versuchs wurde der Vergleichswert der maximalen Lichttransmission,
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welcher eine Aggregation von 100 % darstellt, durch das Vermessen einer reinen Losung des
eingesetzten Puffers kalibriert. Vor jeder Probe musste der Vergleichswert der minimalen
Lichttransmission, also einer Aggregation von 0% separat erfasst werden. Dazu wurde
eine Messkiivette mit 200 pLL der entsprechenden Probe befiillt und die Transmission vor
der Zugabe des Aktivators vermessen. Zur Aktivierung der Thrombozyten wurden 20 pL
der vorbereiteten Tumorzellsuspension in die Kiivette pipettiert. Unter einer konstanten
Riihrgeschwindigkeit von 1.000 rpm wurde die Anderung der Lichttransmission konti-
nuierlich bestimmt. Zur Priiffung der Funktionsfdhigkeit der eingesetzten Thrombozyten
wurde eine Vergleichsprobe mit dem spezifischen PAR-1 Agonisten TRAP-6 bei einer
Konzentration von 41 pM stimuliert. Die Daten der photometrischen Messung wurden
exportiert und mittels GraphPad Prism ausgewertet. Zur Darstellung der Messergebnisse

wurde der prozentuale Wert der Aggregation gegen die Messzeit aufgetragen.

4.7 ATP Freisetzungs-Assay

ATP wird in Thrombozyten in den dichten Granula gespeichert. Im Zuge einer Aktivierung
der Thrombozyten und einer nachfolgenden Sezernierung dieser Granula kann das freige-
setzte thrombozytiare ATP an den, auf der Oberfliche von Thrombozyten lokalisierten,
ATP-Rezeptor P2X1 binden und durch nachgeschaltete Signalwege eine weitere Freisetzung
der Granula und eine verstiarkte Aggregation bedingen [392].

In diesem Versuch wird die etablierte Methode der ATP Bestimmung zur Messung ei-
ner Thrombozytenaktivierung angewendet. Das Testsystem basiert auf der Umsetzung
von D-Luciferin zu Oxyluciferin. Diese Reaktion wird in Gegenwart von Sauerstoff ATP-
abhéangig durch das Enzym Firefly Luciferase katalysiert. Als Folge der Katalyse wird ein
Biolumineszenzsignal generiert, das sich proportional zur freien Menge ATP in der unter-
suchten Probe verhalt. Die Praparation der Thrombozyten-Suspension erfolgte entspre-
chend den Ausfithrungen in Abschnitt 4.4. Folgend wurde die Thrombozyten-Suspension
aliquotiert und mit den untersuchten Substanzen fiir 30 Minuten inkubiert. Die verwende-
ten Konzentrationen konnen der Tabelle 9 entnommen werden. Wahrend der Inkubation
wurden die MDA-MB-231 Zellen entsprechend den Angaben in den Abschnitten 4.2.4
und 4.2.3 aufgearbeitet und gezéhlt. Nach einer Zentrifugation bei 4°C und 450 x g
fiir 4 Minuten wurde das Zellpellet zu einer Konzentration von 1 x 10°/mL in DPBS
resuspendiert. Zur Aktivierung der Thrombozyten wurden diese nach Ablauf der Inku-
bationszeit mit der Tumorzellsuspension versetzt, sodass eine finale Konzentration von
1 x 10* MDA-MB-231 Zellen pro Milliliter resultierte. Zusétzlich wurde eine der Proben
mit 41 pM TRAP-6 aktiviert und als Positivkontrolle gefiihrt. Als Negativkontrolle dienten
Thrombozyten, welchen kein Aktivator hinzugefiigt wurde bzw. MDA-MB-231 Zellen in

Thrombozytenpuffer. Wahrend der Aktivierungszeit von 15 Minuten wurde analog den
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Herstellerangaben des verwendeten ATP Determination Kits eine ausreichende Menge Re-
aktionslosung hergestellt (vgl. Tabelle Losungen und Puffer). Alle Arbeitsschritte erfolgten
nachgehend unter grofftmoglichem Lichtausschluss.

Zur Quantifizierung wurden 50 pLL der aktivierten Probenlésungen in eine weifle Nunc™
F96 MicroWell™ Polystyrolplatte pipettiert und anschlieBend mit jeweils 40 L. der Reak-
tionslosung versetzt. Das entstehende Lumineszenzsignal wurde unverziiglich an einem

Plattenleser bei 560 nm vermessen.

Firefly Luciferase

s s HO s s
\CEN/>_<\NJI40 \C[N/>_<\Nj\\o

HO

HO
_ ATP PPi o
D-Luciferin 0> AMP Oxyluciferin
CO2

Abbildung 11: ATP-abhéngige Umsetzung des D-Luciferins durch die Firefly Luciferase zu Oxyluciferin
unter Lumineszenz Emission

4.8 Olink Proximity Extension-Assay

Zur Bestimmung der, im Zuge einer Thrombozytenaktivierung, aus den a-Granula sezernier-
ten Mediatoren wurde eine, den Angaben in Abschnitt 4.4 entsprechende, Thrombozyten-
Suspension hergestellt. Diese wurde aliquotiert und mit den zu testenden Inhibitoren
fiir 30 Minuten inkubiert. Die entsprechenden Inhibitor Konzentrationen kénnen der
Tabelle 9 entnommen werden. Wahrend der Inkubation wurden analog des Abschnitts 4.2.4
MDA-MB-231 Brustkrebszellen abgelost und fiir den Versuch vorbereitet. Die hergestell-
te Tumorzellsuspension wurde auf eine Konzentration von 1 x 10°/mL eingestellt. Zur
Aktivierung der Thrombozyten wurden diese so versetzt, dass eine finale Tumorzellkonzen-
tration von 1 x 10 Zellen/mL resultierte. Als Positivkontrolle wurden Thrombozyten mit
41 pM TRAP-6 aktiviert. Nach einer Aktivierungszeit von 20 Minuten wurden die Proben
bei 10.000 x g und 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert um jegliche Zellen abzutrennen. Der
Uberstand wurde in neue Eppendorf-ReagiergefiBe iiberfiithrt und bei -80°C gelagert.

Die Bestimmung der in den Proben enthaltenen Mediatoren wurde durch die Firma Olink
Bioscience in Uppsala, Schweden, durchgefiihrt. Fiir die Untersuchung der hier verwendeten
Proben wurde das Panel Inflammation herangezogen, welches 92 Entziindungs-assoziierte

Protein-Biomarker simultan bestimmt. Das Prinzip der Messung basiert auf dem Proximity
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Extension-Assay (PEA). Hierbei kommen fiir jeden Biomarker Antikorper zum Einsatz,
wobei jeder AntikOrper je eines von zwei aufeinander abgestimmten DNA-Tags tragt. Ist
ein Analyt in der Probe enthalten, werden die DNA-Tags durch die Antikérper-vermittelte
Bindung in eine rdumliche Nahe zueinander gebracht und es kommt zur Hybridisierung
der aufeinander abgestimmten DNA Abschnitte. Ausgehend vom hybridisierten Abschnitt
werden die DNA Strénge verldngert. Die relative Quantifizierung der einzelnen Analyten
zueinander erfolgt durch eine nachgeschaltete, standardisierte qPCR. Durch diese relative
Quantifizierung kénnen Aussagen iiber die Variation eines Biomarkers in verschiedenen
Proben, jedoch keine Aussagen tiber das Verhéltnis verschiedener Biomarker in einer Probe

getroffen werden.

4.9 Surface Acoustic Wave Biosensorik

Eine unmittelbare Betrachtung eines Bindungsereignisses zwischen zwei Bindungspartnern,
wie etwa Liganden und Rezeptoren bzw. wie in dieser Arbeit die Bindung zwischen einem
potentiellen Inhibitor und einem Oberflachenprotein, lasst sich durch die Verwendung eines
SSurface Acoustic Wave“-Biosensors vermessen. Der in dieser Arbeit verwendete Sam5 Blue
SAW Biosensor ermoglicht es, geringste Masseauflagerungen auf den mit Gold bedampften
Quarz Sensorchips zu detektieren. Zur Detektion werden auf dem Quarz Oberflachenwellen
induziert, welche sich in Form einer horizontal polarisierten Scherwelle, der sogenannten
Love-Welle, ausbreiten. In Folge einer Massenauflagerung kann eine Verdanderung der Phase

sowie der Amplitude der Love-Welle registriert werden [393, 394].

4.9.1 Reinigung der Biosensor Quarze

Die verwendeten Quarze miissen vor der Verwendung gereinigt werden, um mogliche
Verunreinigungen und restliches 1-Hexadecanthiol aus vorherigen Messungen von der Gold-
oberflache zu entfernen. Durch die Vermengung von einem Teil 30 %igem Wasserstoffperoxid
mit drei Teilen 96 %iger Schwefelsaure, wurde unter Kithlung Peroxomonoschwefelsaure
frisch hergestellt. Die Quarzoberfliche wurde fiir zwei Minuten mit der Peroxomonoschwefel-
sdure benetzt und anschliefend mit demineralisiertem Wasser gespiilt. Dieser Waschschritt
wurde insgesamt dreimal durchgefithrt. Bei der zweiten Wiederholung wurden die Quarze
nach der Reinigung mit Wasser zuséatzlich mit Aceton und Ethanol gespiilt. Bei der finalen
Wiederholung wurde der Quarz abschlieBend mit Ethanol gespiilt und unter einem leichten
Druckluftstrom getrocknet. Die gereinigten Quarze konnten bis zur nachsten Verwendung

vor Feuchtigkeit und Staub geschiitzt gelagert werden.
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4.9.2 Beschichtung der Biosensor Quarze mit einer Modellmembran

Der Vorgang der Immobilisierung einer Modellmembran auf den Quarz-Sensoren ist in
Abbildung 12 schematisch illustriert. Im Vorfeld der Membraniibertragung wurde der
Quarz fiir 12 Stunden in einer 10 mM 1-Hexadecanthiol Losung in Chloroform eingelegt.
Durch die Reaktion des Thiols an der mit Gold bedampften Oberfliche des Quarzes formte
sich ein sogenannter ,self assambled monolayer* (SAM), wodurch die Goldoberfliche
hydrophobisiert wurde. Unmittelbar vor der Beschichtung mit der Modellmembran wurde
der Quarz aus der 1-Hexadecanthiol Lésung entnommen, mit Ethanol gespiilt und unter
einem schwachen Luftstrom getrocknet. Zur Beschichtung des hydrophobisierten Quarzes
fand eine Langmuir-Blodgett Filmwaage Anwendung. Zu Beginn wurde der Teflon Trog
der Waage mit destilliertem Wasser befiillt. Als Modellmembran wurde ein Gemisch aus
den Lipiden DPPC (80 %) und DGS-NTA(Ni) (20 %) verwendet. Dafiir wurden die Lipide
zu einer Gesamtkonzentration von 37,5mmol/L in Chloroform gelést. 10 pL dieser Losung
wurden mit einer Hamilton-Spritze auf die Wasseroberfliche aufgebracht. Nach einer
Wartezeit von 10 Minuten, in der das vorhandene Chloroform abdampfte, die Lipide sich
entsprechend ihrer Polaritdt mit den hydrophilen Kopfgruppen in Richtung des Wassers
ausrichteten und sich eine homogene Verteilung der Lipide einstellte, wurde der Lipidfilm
auf der Oberfliche des Wassers durch die Bewegung eines Schiebers komprimiert. Mit
einer, bei steigendem Druck abnehmenden, Geschwindigkeit verdichtete der Schieber
den Lipidfilm bis der Druckaufnehmer einen Transferdruck von 42,5 mN/m registrierte.
Dies entspricht Zweidrittel des Kollapsdruckes des Lipidgemisches. Bei einem konstanten
Transferdruck wurde der Quarz mit einer Geschwindigkeit von 170 um/s senkrecht durch
die Lipidmembran gesenkt und in einen Auffangbehélter abgeworfen. Dabei kommt es durch
die hydrophoben Wechselwirkungen zur Anlagerung der Lipide an den 1-Hexadecanthiol
SAM und zur Ausbildung der Modellmembran auf der Goldoberfliche des Sensorquarzes
(vgl. Abbildung 12). Das restliche Lipidgemisch wurde mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe
von der Oberfliche der Waage entfernt. Der Quarz wurde mitsamt dem Auffangbehéltnis
aus der Langmuir-Blodgett Filmwaage entnommen und das enthaltene Wasser durch eine
1,66 pM Trehalose-Losung ersetzt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min wurde der Quarz
entnommen und mit etwas Trehalose-Losung tiberschichtet. Durch die Assoziation der
Trehalose an die hydrophilen Kopfgruppen der Lipide wurde ein Bruch der Modellmembran
wahrend des Trocknens unterbunden. Nachdem die Quarze bei Raumtemperatur vollstandig
getrocknet waren, konnten diese fiir die Messungen im Samb Blue SAW Biosensor verwendet

werden.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Prozesses einer Beschichtung des SAW-Biosensor Quarzes
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4.9.3 Immobilisierung eines Proteins an der Modellmembran

Der trockene Sensor Quarz wurde in die Messkammer des Biosensors eingebaut. Zur
Rekonstitution der Modellmembran wurde der Quarz mit Aqua dest. bei einer Flussge-
schwindigkeit von 300 pL/min tiberspiilt, wodurch die aufgelagerte Trehalose und etwaige
Luftblasen entfernt wurden. Nach einer ausreichenden Spiilzeit wurde das Aqua dest. gegen
den Immobilisierungspuffer (1 mM Ca?™ und Mg?*, 0,5 mM Mn?" in Aqua dest.) ausge-
tauscht. Zur Priifung der Integritit und der Funktionsfahigkeit des eingebauten Quarzes
wurden Spektren der Phasen- und Amplitudenverschiebung iiber einen Frequenzbereich
von 144 — 152 MHz aufgezeichnet. Bei einem gleichmafBiigen Schwingungsverhalten der fiinf
Messkanéle des Quarzes konnte der Quarz fir die Messung verwendet werden. Fiir die
Messung wurden zwei Messfrequenzen bestimmt. Zum einen die Optimalfrequenz, zum
anderen eine Frequenz, welche eine Phasendifferenz von 180° zur Optimalfrequenz aufweist
(vgl. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Darstellung der Aufzeichnung von Phasen- und Amplitudensignalen eines intakten Sensor
Quarzes

Zur Immobilisierung der verwendeten, rekombinanten Proteine Integrin a4f1 (VLA-4),
P-Selectin, E-Selectin und PF4 (CXCL4) wurden diese in Immobilisierungspuffer verdinnt.

Durch den integrierten Autosampler wurden 2pg bzw. 2,5ng des jeweiligen Proteins
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injiziert und bei einer Flussgeschwindigkeit von 20 pL/min durch die Messzelle geleitet.
Die verwendeten Proteine zeichnen sich durch mehrere, am C-Terminus befindliche, end-
standige Histidine aus. Diese sogenannten His-Tags binden durch Komplexierung an das
Nickel-Atom des DGS-NTA(Ni), wodurch das untersuchte Protein in einer definierten
Richtung in die Membran inkorporiert werden kann. Die Auflagerung des Proteins auf die
artifizielle Membran wurde als erhebliche Massenauflagerung durch den SAW-Biosensor
detektiert und duBert sich durch eine Anderung des Phasenwinkels (vgl. Abbildung 14).
Nach der Immobilisation des Proteins folgte eine Equilibrierung des Systems bei einer
Flussgeschwindigkeit von 40 pL/min, bis die Verschiebung der Phase einen konstanten
Wert erreicht hatte um die Verfilschung der Messung durch die Ablésung von ineffizient

gebundenen Proteinen auszuschliefen.

Tabelle 12: Immobilisierungsbedingungen und Mengen der untersuchten Proteine

Protein Immobilisierungspuffer Konzentration [pg/mL] | Immobilisationsmenge [pg]
VLA-4 1 mM CaCl> 12,5 2
1 mM MgClz

0,5 mM MnCly
in Aqua Purificata

P-Selectin 1 mM CaCls 12,5 2
1 mM MgCly

0,5 mM MnCly

in Aqua Purificata

E-Selectin 1 mM CaClsy 12,5 2
1 mM MgClz

0,5 mM MnClg

in Aqua Purificata

PF4 DPBS 15,625 2,5

4.9.4 Vermessung der Testsubstanzen

Fiir die Detektion der Bindungsereignisse zwischen den untersuchten Testsubstanzen und
den auf der Modellmembran immobilisierten Proteinen wurden Verdiinnungsreihen zwi-
schen den folgenden minimalen und maximalen Konzentrationen erstellt. Die Vermessung
der Testsubstanzen erfolgte nach ansteigender Konzentration bei einer Flussgeschwindig-
keit von 40 pL/min. Zundchst wurden 120 pL. der Verdiinnung durch den Autosampler
injiziert. Nach Beendigung der Injektion folgte eine Wartezeit von 10 min. Anschlieend
wurden 120 pL. (80 pL bei PF4) einer 2M NaCl (4 M bei PF4) Losung injiziert um die
gebundenen Heparin-Derivate bzw. Heparin-mimetischen Polymere vom immobilisierten
Protein herunterzuwaschen. Nach dieser Rekonstitution der Proteine wurde die nachst

hohere Konzentration der Testsubstanzen vermessen.
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Tabelle 13: Verdiinnungsreihen der untersuchten Substanzen fiir die Bindung an die analysierten Proteine

VLA-4 P-Selectin
Substanz Cmin [M] Cmax [M] Substanz Cmin [M] Cmax |[M]
UFH 5,20 x 1010 5,20 x 1077 UFH 1,04 x 1078 4,16 x 1076
Enoxaparin 1,1 x 108 2,22 x 106 Enoxaparin 1,04 x 1078 3,12 x 106
Fondaparinux 1,04 x 107 8,32 x 1076 Fondaparinux 5,20 x 107 6,76 x 1076
Heparin-Mimetika 1,04 x 1078 3,12 x 106 Heparin-Mimetika 1,04 x 108 3,12 x 10
E-Selectin PF4
Substanz Cmin [M] Cmax [M] Substanz Cmin [M] Cmax [M]
UFH 5,20 x 1010 5,20 x 1077 UFH 1,04 x 10712 1,04 x 107
Enoxaparin 5,20 x 1079 5,20 x 1076 Enoxaparin 1,04 x 10711 7,80 x 10710
Fondaparinux 5,20 x 10710 5,20 x 1077 Fondaparinux 1,04 x 10711 1,04 x 107
Heparin-Mimetika 5,20 x 1079 2,60 x 1076 Heparin-Mimetika 1,04 x 107 5,20 x 1077
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Abbildung 14: Schematische Darstellung des Injektionsablaufs der Probenlésungen und Waschschritte
einer SAW Messung

4.9.5 Auswertung der Bindungskinetik

Mittels der Software FitMaster® wurden die Parameter Kp, ko, sowie kog aus den auf-
gezeichneten Phasenverschiebungen extrahiert. Dazu wurden die Phasendnderungen im
Bereich von 200 s vor und 600 s nach der Injektion eines Verdiinnungsschrittes betrachtet.
Mittels eines 1:1 Bindungsmodells und unter der Annahme einer verbleibenden Restbin-
dung wurde eine Kurvenanpassung dieser Graphen durchgefiithrt (vgl. Abbildung 15). Die

Gleichungen fiir die Assoziation und die Dissoziation sind in Formel 1 und 2 aufgefiihrt.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Kurvenanpassung des ausgewéihlten Bindungsmodells mit
relevanten Parametern

Assoziation;t < tge, 1 A(t) = Aeg X [1 — e(~Hobs X0)] (1)

Dissoziation;t > tsep 1 A(t) = Aves + [A(tstop) — Ares] X e(~Raiss X (t=Lstop)) (2)

Aus der Kurvenanpassung wurde nun fiir jede injizierte Konzentration der k., Wert
bestimmt. Durch die Auftragung des ks Wertes gegen die Konzentration konnte eine
lineare Regression durchgefithrt werden. Anhand der Formel 3 konnten nun die Parameter
kon und k.g bestimmt werden. Weiterfilhrend wurde mittels Formel 4 der Kp Wert

errechnet.

kobs = kon X c—+ koff (3)
ko
Kp =3 (4)

82



Material und Methoden

4.10 VLA-4/VCAM-1 Adhésions-Assay

Zur Evaluation der funktionellen Konsequenz einer Bindung des Integrins VLA-4 durch
die Heparin-mimetischen Polymere und die kommerziellen Heparin-Derivate UFH, En-
oxaparin sowie Fondaparinux, wurde die Adhéasionskapazitit der VLA-4 exprimierenden
Melanomzelllinie MV3 an den komplementaren Liganden VCAM-1 bestimmt. Dazu wurde
ein Apparaturaufbau verwendet, welcher in Abbildung 16 schematisch skizziert ist und die

Untersuchung der Zelladhésion unter physiologischen Flussbedingungen erlaubt.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des Aufbaus der Flusskammer zur Bestimmung der Adhésion
von MV3 Melanomzellen an immobilisiertes VCAM-1

4.10.1 Apparaturaufbau

Die Apparatur der Flusskammer besteht aus einem Vorratsgefaf, dessen Hohe zur Regula-
tion des hydrostatischen Drucks und somit der Flussgeschwindigkeit des Puffers, adjustiert
werden kann. Uber einen Dreiwegehahn kann der Pufferfluss zur Montage des Glasplitt-
chens oder der Zellinjektion unterbrochen werden. Folgend ist eine Blasenfalle zwischen
dem Dreiwegehahn und der eigentlichen Flusskammer installiert. Diese dient zum einen

dazu, etwaige im Puffer mitgetragenen Luftblasen am Eintritt in die Flusszelle zu hindern,
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zum anderen konnen die untersuchten Zellen iiber die Blasenfalle in den Pufferstrom
injiziert werden. Die Flusskammer besteht aus einem Polyacrylatblock. An der Unterseite
wurde eine Aussparung der Mafle 12 mm x 6 mm X 0,45 mm eingefrast, welche, durch an
der Oberseite eingebrachte Kapillaren, mit Puffer durchstromt wird. An der Unterseite der
Flusskammer wird ein Glasplattchen mit einem Durchmesser von 18 mm und einer Dicke
von 0,3 mm mittels einer Gummidichtung und eines Metallrings angeschraubt. Hinter der
Flusskammer befindet sich ein weiterer Dreiwegehahn zur Regulierung des Pufferflusses,

welcher anschlielend in ein Auffanggefafl geleitet wird.

4.10.2 Reinigung und Beschichtung der Glasplattchen

Vor der Immobilisation eines Proteins auf der Glasoberfliche miissen die Glasplattchen
griindlich gereinigt werden. Fiir den ersten Schritt dieser Reinigung wurden die Glasplétt-
chen in einer Mischung aus 15mL 30 %igem Wasserstoffperoxid und 35 mL konzentrierter
Schwefelsédure (Reinigungslosung 1) fir 30 Minuten im Ultraschallbad auf 80°C erhitzt.
Anschlieend wurden die Glasplattchen zehnmal mit demineralisiertem Wasser gewaschen.
In einem zweiten Reinigungsschritt wurden die gespiilten Glasplattchen in einer Losung
aus 10 mL 30 %igem Wasserstoffperoxid, 10 mL 26 %igem Ammoniak und 50 mL deminera-
lisiertem Wasser (Reinigungslosung 2) bei 80°C fiir weitere 30 Minuten im Ultraschallbad
gereinigt und im Nachgang erneut zehnmal mit demineralisiertem Wasser gespiilt. Die
Glasplédttchen wurden nun bei 80°C im Trockenschrank getrocknet.

Zur Immobilisation von Proteinen auf einer Glasoberfliche muss diese zunachst aktiviert
werden. Dies geschieht durch die Verwendung von Cyanurchlorid (vgl. Abbildung 17). In
wasserfreiem Chloroform wurde eine Spatelspitze Cyanurchlorid gelost und auf die gerei-
nigten Glasplattchen gegeben. Durch die Reaktion bei Raumtemperatur im Ultraschallbad
wurde eine kovalente Bindung zwischen den Silanolgruppen der Glasoberfliche und dem
eingesetzten Cyanurchlorid ausgebildet. Nach einer Reaktionszeit von 30 min wurden die
Glasplattchen im Ultraschallbad mit wasserfreiem Chloroform fiir 20 min gespult und
anschlieBend im Trockenschrank bei 80°C getrocknet. Die so aktivierten Glasplédttchen
konnten unter trockenen Bedingungen fiir zwei Monate gelagert werden.

Fir die Beschichtung der Glasplattchen mit 0,211g VCAM-1 wurde eine Mischung aus
10 pL einer 4 %igen BSA Losung, 60 uL. Boratpuffer sowie 10 pL einer 0,02 ng/nL konzen-
trierten VCAM-1 Losung hergestellt. Die Mischung wurde auf ein aktiviertes Glasplattchen
iibertragen. Nach einer Reaktionszeit von 12 h bei 4°C konnte das Glasplattchen in der

Flusskammer montiert und fiir die Zellversuche verwendet werden.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Immobilisation eines Proteins durch einen Cyanur-Linker an
einer Glasoberfliche

4.10.3 Durchfithrung der Messung

Die fiir die Versuche verwendeten Zellen wurden wie in Abschnitt 4.2.4 beschrieben vorbe-
reitet und zu einer Konzentration von 1 x 10%/100 pL in FKS-freiem Medium resuspendiert.
Nachdem das mit VCAM-1 beschichtete Glaspléttchen in korrekter Orientierung in die
Zellkammer eingebaut war, wurde die Apparatur mit DPBS &quilibriert. Die Flusskammer
wurde auf dem verwendeten Axiovert 200 Lichtmikroskop der Firma Carl Zeiss Microscopy
GmbH arretiert. Durch die Variation der Aufhédngungshohe des Vorratsgeféfies konnte
eine Flussgeschwindigkeit von 1 Tropfen pro 3 Sekunden eingestellt werden, wodurch
innerhalb der Flusskammer eine Scherrate von etwa 200 s resultiert, welche somit anné-
hernd der Scherrate in venésen Kapillaren entspricht [395]. Um eine Bindung zwischen
dem immobilisierten VCAM-1 und dem zellsténdigen VLA-4 zu ermoglichen, miissen die
Zellen vor dem Versuch fiir 5 Minuten durch den Zusatz von Mn?* Ionen in einer finalen
Konzentration von 1 mM aktiviert werden. Wéhrend dieser VLA-4 Aktivierung konnten die
Zellen ebenfalls mit den untersuchten Testsubstanzen inkubiert werden. Die eingesetzten

Konzentrationen sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Verwendete Konzentrationen der eingesetzten Substanzen

Substanz ‘ Menge pro 1 x 106 MV3 Zellen Konzentration
UFH 0,1 IL.LE. 1 L.E./mL
Enoxaparin 0,1 LE. 1 1L.E./mL
Fondaparinux 77,5 ng 775 ng/mL
Heparin-Mimetika 5,0 ng 50 pg/mL

Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen in die Blasenfalle injiziert. Durch das Offnen
der Dreiwegehdhne wurden die Zellen durch die Flusskammer geleitet. Sind die Zellen in

der Flusskammer angelangt, werden die Dreiwegehéhne verschlossen und der Pufferstrom
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somit gestoppt. Den Zellen war es so ermoglicht, iiber einen Zeitraum von 5 Minuten zum
Boden der Flusskammer zu sedimentieren und mit VCAM-1 zu interagieren. Eine Videose-
quenz von 15 Sekunden wurde gestartet und erfasste so die Interaktion der Zellen mit den
beschichteten Glasplittchen bei erneuter Offnung der Dreiwegehihne. Nach Beendigung
einer Messung konnten residuale Zellen durch die gezielte Injektion einer Luftblase von
der Oberflache des Glasplattchens entfernt werden, wodurch das Plattchen fiir die nachste
Zellinjektion rekonstituiert war.

Zur Auswertung der VLA-4/VCAM-1 Interaktion wurden die aufgezeichneten Videose-
quenzen alle drei Sekunden auf die Anzahl adhérenter Zellen untersucht, wobei der erste
Zeitpunkt unmittelbar vor Beginn des Pufferstroms liegt und fiir die Normalisierung der
Ergebnisse als 100 % Wert fungiert. Die normalisierten Werte der adhédrenten Zellen werden

in einem Graphen gegen die Zeit dargestellt.

4.11 Artifizieller Endothel Adhasions-Assay

Zur Evaluierung des Einflusses der Heparin-Mimetika und Heparin-Derivate auf die Ad-
héasion von MV3 Melanomzellen an die Endothelbarriere, wurden diese in einem System
untersucht, welches sowohl die endotheliale Barriere als auch den physiologischen Blut-
fluss simuliert. Dieser Versuch wurde freundlicherweise durch Dr. Christian Gorzelanny
am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Zur Vorbereitung des Ver-
suchs wurden 5 x 10° HUVEC Zellen auf Gelatine-beschichtete p-slides 0,2 Luer der
Firma Ibidi GmbH ausgesat. Die Zellen wurden fiir 48h in einem Medium, bestehend aus
Zweidrittel M199 Medium, einem Drittel EGM-2 Medium, 10 % FKS und 1% Penicil-
lin/Streptomycin, bei 37°C und 5% COsq kultiviert. Anschlieend wurden die Zellen iiber
4h mit 10ng/mL TNF-« stimuliert und das Oberfléichenprotein CD31 mit Alexa Fluor
647 markiert. Des Weiteren wurde humanes Hirudin-Blut mit 1 x 10° GFP-gelabelten
und Mn?** (1mM) aktivierten MV3 Zellen versetzt. Die Proben zur Untersuchung der
Testsubstanzen wurden im Voraus mit den in Tabelle 14 aufgefithrten Konzentrationen
inkubiert. Nach Abschluss der Vorbereitungen wurden die aktivierten HUVEC Zellen tiber
einen Zeitraum von 30 Minuten bei einem Scherstress von 2 Dyn/cm? mit dem MV3 Zellen
enthaltenen Blut tiberspiilt. Die Anzahl adhédrenter MV3 Zellen wurde fluoreszenzmikrosko-
pisch bestimmt. Zur Auswertung der relativen Hemmwirkung der Testsubstanzen wurde
die Zahl der adharenten Zellen auf die Ergebnisse der lediglich mit MnCl, behandelten

Proben normalisiert.
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4.12 IL-10 ELISA

Zur ersten Einschatzung eines immunmodulatorsichen Effektes von Thrombozyten und
deren Releasates, wurde das Zytokin Interleukin-10 mittels eines Enzyme-linked immuno-
sorbent Assays in den Uberstinden einer PBMC/Thrombozyten Co-Kultur bestimmt.

Unter variierenden Bedingungen und fiir unterschiedliche Zeiten wurden die in Abschnitt
4.3.2 isolierten PBMCs mit den nach Abschnitt 4.3.1 gewonnenen Thrombozyten oder
deren Releasates co-kultiviert. In einem Gesamtvolumen von 3,0 mL wurden 3,8 x 10°
PBMCs mit Thrombozyten bzw. deren entsprechende Releasates in einem Verhaltnis
von 1:250 versetzt. Je nach Ansatz wurden zusétzlich 100 I.E./mL IL-2 oder 95 pL des
T-Zellen stimulierenden Antikérper-Mix ImmunoCult™ Human CD3/CD28/CD2 T Cell
Activator beigemengt. Die Kultivierung dieser Proben erfolgte in 12-Well Platten. Je nach
Versuchsaufbau wurden die Uberstéinde nach einer Inkubationszeit von 48 h entnommen
oder die Anséitze mit einem zweiten Thrombozyten bzw. Releasate Stimulus versetzt und
fiir weitere 48 h inkubiert. Zur Gewinnung der Uberstinde wurden die Proben zentrifu-
giert um die restlichen Zellen abzutrennen. AnschlieBend wurden die Ubersténde in neue
Eppendorf-Gefafle verbracht und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Fir die Detektion des Zytokins wurde das Human IL-10 Mini ABTS ELISA Development
Kit der Firma PeproTech Inc. verwendet. Zunéchst wurde der sogenannte Capture Antibody
iiber sein Fe-Fragment in einer F96 Maxisorb Nunc-Immuno Platte immobilisiert. Hierzu
wurden 100 pL einer 0,25 pg/mL konzentrierten Antikorper-Losung in die Kavitaten der
Platte verbracht und tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am néchsten Tag wurde
die Platte, entsprechend der Herstellerangaben, viermal mit Waschpuffer gewaschen. Um
die Verfalschung der Messung durch unspezifische Bindungen des Analyten an die Platte zu
unterbinden, wurden diese durch eine Inkubation mit einer Blockierungslosung abgeséttigt.
Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur erfolgten erneut vier Waschschritte.
Anschlieend wurden jeweils 100 pL. der entsprechenden Probe oder des, nach Angaben
des Herstellers angefertigten, Standards in die Kavitéiten der Platte pipettiert. Wahrend
einer zweistiindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur binden die Analyt-Molekiile an
die spezifischen Fab-Fragmente des Capture Antibody. Nach einem weiteren Waschvorgang
wurde jedes Well mit 100 pL einer 1,0 pg/mL konzentrierten Detektionslosung versetzt
und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Das Fab-Fragment des biotinylierten
Detektionsantikorpers bindet an ein, zum Capture Antibody unterschiedliches Epitop,
wodurch eine zweite Antikorper Bindung des Analyten ermdoglicht ist. Folgend wurde die
Platte erneut gewaschen und bei Raumtemperatur mit 100 pL. einer Avidin-HRP Losung
inkubiert. Durch die Bindung zwischen Biotin und Avidin wurde die Meerrettich-Peroxidase
(HRP) an den Analyt-Antikérper-Komplex gebunden. Nach einer 30-mintitigen Inkubation

bei Raumtemperatur wurde abermals gewaschen. Der ELISA wurde durch die Zugabe von
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100 pL 1 Step®Ultra TMB ELISA Substrat Losung entwickelt. Durch die Umsetzung des
Substrates 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) durch die HRP entwickelte sich, unter
simultanem Wasserstoffperoxid Verbrauch, eine dem Analytgehalt proportionale Blaufér-
bung. Bei ausreichender Entwicklung wurde die Reaktion durch den Zusatz von 50 pL
einer 2M Schwefelsdure gestoppt. Es erfolgte ein Farbumschlag von blau zu gelb. Die
Intensitit der entstandenen Farbung wurde mittels des Multiskan® EX Plattenlesers bei
450 nm detektiert. Die gemessenen Absorptionswerte wurden um das Hintergrundsignal bei
590 nm sowie die Absorption des Nullwertes bzw. Diluents korrigiert. Anhand der vermes-
senen Standards konnten die Gehéalter der Proben mittels einer 4-Parameter logistischen

Regression ermittelt werden.
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Abbildung 18: Umsetzung des Substrats TMB zur Detektion des IL-10 ELISA

4.13 Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie erlaubt es, anhand einzelzellbasierter Messungen,
nicht nur zwischen verschiedenen Zellpopulationen eines Zellgemenges zu unterscheiden,
sondern ermoglicht ebenso Einblicke in den Expressionsstatus bestimmter Zielproteine
innerhalb einer Zellpopulation. Zur Erfassung einzelzellbasierter Daten wird die zu ver-
messende Zellsuspension durch eine Kapillare angesaugt und die separierten Zellen an
einem Laser vorbei geleitet. Beim Passieren der Zelle durch den monochromatischen Strahl
des Lasers konnen, durch eine komplexe Filter- und Detektoranordnung, verschiedene
Signale registriert werden. Dies umfasst zum einen den Forward Scatter (FSC) sowie den
Side Scatter (SSC), welcher in einem 90° Winkel zum Strahlengang des Lasers detektiert
wird. Hierbei spiegelt der FSC die Groflie der durchtretenden Zelle wider, wohingegen
der SSC mit der Granularitét der Zelle korreliert. Die Gegentiberstellung dieser beiden
Parameter in Form eines Dot-Plots erlaubt eine Differenzierung verschiedener Zellpopu-
lationen anhand ihrer morphologischen Unterschiede. Weiterhin ist es moglich, mithilfe
Fluorophor-gekoppelter Antikorper die Expression eines Antigens zu bestimmen. Durch die
Nutzung mehrerer Exzitationsquellen z.B. eines roten und eines blauen Lasers sowie der

Verwendung diverser Bandpassfilter ist es moglich mit verschiedenen Fluorophoren eine
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Abbildung 19: (a) Darstellung der Notwendigkeit einer Kompensation bei der Verwendung mehrerer
Fluorophore zur Elimination falsch-positiver Signale. (b) IHlustration der Verwendung
einer FMO Kontrolle zur Verhinderung der Detektion falsch-positiver Zellen. Somit kann
beispielsweise eine Verschiebung von nur mit FITC gefarbten Zellen in den PE-Kanal
(Mitte) beriicksichtigt werden. Eine Ausrichtung des Gates an einer génzlich ungefarbten
Kontrolle (links) wiirde zum Einschluss falsch-positiver Zellen fiithren und das Messergebnis
einer vollstandig gefirbten Probe (rechts) um den Betrag zwischen den beiden horizontalen
Markierungen verzerren

Vielzahl an Zielstrukturen simultan zu detektieren. Das hierbei vermessene Emissionslicht
wird dhnlich dem SSC in einem Winkel von 90° registriert.

Neben einer Detektion von Antigenen, welche auf der Oberfliche einer Zelle exprimiert
sind, konnen durch eine Fixierung und Permeabilisierung der Zelle zytosolische sowie
nukledre Antigene fiir die Untersuchung zuganglich gemacht werden. Die Darstellung der
detektierten Signale kann sowohl als Histogramm, welches die Fluoreszenzintensitat gegen
die Ereignishaufigkeit auftragt, sowie als Dot-Plot zur simultanen Darstellung von zwei ver-
schiedenen Antigenen erfolgen. Zur Ermoéglichung einer tiefergehenden Analyse der Proben
kénnen durch Verwendung von Auswahlbereichen, sogenannten Gates, weitere Antigen-
positive Subpopulationen wie CD8' Zellen oder dreifachpositive CD4+tCD25"FoxP3"

Zellen selektiert und untersucht werden. Besonders bei der Verwendung mehrerer Fluoro-
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phore zur simultanen Determinierung verschiedener Antigene kénnen stérende Nebeneffekte
auftreten. Einer dieser Effekte ist das Phianomen des Spillovers. Dieses entsteht dadurch,
dass das Fluoreszenzspektrum eines Farbstoffes nicht nur einen Detektionskanal abdeckt,
sondern auch von einem oder mehreren weiteren Detektionsfiltern erfasst wird. Das gidngige
Fluorophor Fluoresceinisothiocyanat (FITC) wird primér im griinen Wellenldngenbereich
detektiert, strahlt jedoch auch deutlich in den gelben Detektionsbereich. So wird bei der
Detektion von Phycoerythrin (PE) nicht nur die Fluoreszenz dieses Farbstoffes, sondern ein
additives Signal aus FITC und PE registriert. Durch die Verwendung von einzelgeféarbten
Proben, den Kompensationskontrollen, konnen diese Spillover-Effekte errechnet und die
Signale entsprechend bereinigt werden (vgl. Abbildung 19 a). Wie in Abbildung 19 b
dargestellt, konnen trotz erfolgter Kompensation die Signale fiir Proben, welche keine PE
markierten Antigene exprimieren, durch die Farbstoffe der anderen Antigene in den PE
Detektionskanal verschoben sein. Zur Korrektur dieses Phiénomens werden sogenannte
fluorescence-minus-one Kontrollen (FMO) herangezogen. In diesen FMO Kontrollen wird
jeweils ein Farbstoff aus dem Multicolour-Experiment ausgelassen. Die FMO Kontrollen
sind von besonderer Bedeutung bei der korrekten Ausrichtung der Gates, welche positive

Subpopulationen definieren, um eine falsch-positive Erfassung der Zellen auszuschlielen.

4.13.1 Differenzierung regulatorischer T-Zellen

Regulatorische T-Zellen stellen eine immunsuppressive Subpopulation der CD4" T-Zellen
dar und tragen zur Immuntoleranz gegeniiber malignen Zellen bei. Der Effekt von iso-
lierten Thrombozyten bzw. deren Releasates unter Einfluss von Heparin-Mimetika und
Heparin-Derivaten auf die Differenzierung regulatorischer T-Zellen soll in folgendem Ver-
such bestimmt werden. Zur Identifizierung werden die a-Untereinheit des I1L-2 Rezeptors
(CD25) sowie der Transkriptionsfaktor FoxP3 als etablierte T\.,-Marker herangezogen.

Die in diesem Versuch verwendeten Thrombozyten-Suspensionen bzw. Thrombozyten-
Releasates wurden entsprechend der Angaben in Abschnitt 4.4 zubereitet. Zur Induktion
einer Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen wurden die nach Abschnitt 4.3.3 isolierten
CD4" T-Zellen zu einer Konzentration von 5 x 10% Zellen/mL resuspendiert. Folgend
wurden 7,5 x 105 CD4% Zellen (150 uL) in die Kavitéten einer 12-Well Platte verbracht. Die
Zellen wurden entweder mit 150 pl. Thrombozyten-Puffer, Thrombozyten-Suspension oder
den entsprechenden Releasates versetzt, sodass ein Verhéltnis von 1:250 zwischen CD4*
Zellen und Thrombozyten resultierte. In den Fallen einer Antikorper-basierten Stimulation
der CD4™ Zellen wurden 25 pL des Reagenzes ImmunoCult™ Human CD3/CD28/CD2 T
Cell Activator hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 48 h erfolgte eine erneute
Zugabe von Thrombozyten-Puffer bzw. der entsprechenden Suspensionen oder Releasates.

Eine weitere Inkubation von 48 h folgte.
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Zur Untersuchung der Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen wurden je 2,5 x 10°
Zellen aus den Proben entnommen und bei 6.000 x g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert.
Die Zellen wurden durch Suspendieren in 150 pL. FACS-Puffer und erneutes Zentrifugieren
gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Zellen fiir 15 min
in 100 pLi einer Blockierungslosung inkubiert. Die Markierung des IL-2 Rezeptorproteins
als Teil der T,c; Anfarbung, erfolgte durch die Zugabe von 125ng des entsprechenden
anti-hCD25 Antikérpers. Die Proben wurden fiir 30 Minuten inkubiert und anschlieend
einmal mit FACS-Puffer gewaschen. Zur Fixierung der Zellen wurden diese in 150 pL
Fixierungspuffer resuspendiert und fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Es folgte ein Wasch-
schritt mit 150 pL. Permeabilisierungspuffer. Zur Permeabilisierung der Zellmembranen
wurden die Proben bei 4°C in 75 pl. Permeabilisierungspuffer inkubiert. Nach 30 Minuten
wurden 100 ng des anti-hFoxP3 Antikérpers zu 25 pLL in DPBS verdinnt und je 25 pL
dieser Mischung den Proben beigemengt. Nach weiteren 30 Minuten Inkubation bei 4°C
wurden die Zellen zweimal mit Permeabilisierungspuffer (150 pL) gewaschen und final in
einem Volumen von 500 nL. FACS-Puffer aufgenommen. Je 200 pL. wurden in die Kavitéten
einer 96-Well Platte verbracht und am Durchflusszytometer Guava EasyCyte 11HT ver-
messen. Eine Kompensation der verwendeten Fluorophore FITC und PerCP/Cyanine5.5
erfolgte unter Verwendung von anti-mouse Igx MACS® Comp Beads. Die durchgefiihrte
Gating-Strategie ist in Abbildung 20 skizziert. Durch die Auftragung der Fliche gegen
die Hohe des Signals des Forward Scatter werden lediglich Einzellzellereignisse in die
Auswertung aufgenommen. AnschlieBend werden Zelltriimmer sowie Thrombozyten, durch
die Auftragung des Side Scatter gegen den Forward Scatter, aus der untersuchten Popula-
tion exkludiert. Die folgende Identifizierung der CD25/FoxP3 doppelpositiven Population
erfolgte durch die Anlegung der Quadranten an den entsprechenden FMO Kontrollen.

FSC-A
SSC-H
CD25

FSC-H FSC-H FoxP3

Abbildung 20: Gezeigt ist die Gating-Strategie zur Bestimmung von FoxP3/CD25 doppelpositiven CD4™
T-Lymphozyten an einer Probe stimulierter CD4" Zellen nach Koinkubation mit Throm-
bozyten
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4.13.2 CD8* T-Zell Aktivierungsstatus

Als Teil des adaptiven Immunsystems stellen zytotoxische CD8" T-Zellen eine wichtige
Komponente in der antitumoralen Immunitat dar. Durch die Bestimmung des Aktivie-
rungsstatus der CD8' T-Zellen soll ein immunmodulatorischer Effekt von Thrombozyten
bzw. den korrespondierenden Releasates untersucht werden. Als Marker einer Aktivierung
dienen der frithe Aktivierungsmarker CD69 sowie das spéter, jedoch langer an der Zell-
oberflache préasentierte Protein CD25.

Die Inkubation der CD8" T-Zellen mit Thrombozyten bzw. Thrombozyten-Releasates
entspricht dem Vorgehen in Abschnitt 4.13.1. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
je 2,5 x 10° Zellen aus den Proben entnommen und bei 6.000 x g und 4°C fiir 5 min
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 300 pl. DPBS resuspendiert und je
150 plL als Duplikat in die Kavitéaten einer 96-Well V-Platte pipettiert. Die Platte wurde
bei 600 x g und 4°C fir 5 min zentrifugiert. Nachfolgend wurden die Proben in einer
1:1.000 DPBS Verdiinnung des Viabilitéitsfarbstoffes Zombie Aqua™ resuspendiert. Ledig-
lich fiir die entsprechende FMO Kontrolle und eine ungefarbte Probe wurde reines DPBS
verwendet. Bei Raumtemperatur folgte eine 20-miniitige Inkubation unter Lichtausschluss.
Anschliefend wurden die Proben mit 50 pL FACS-Puffer versetzt, erneut zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Zur Abséittigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die
Zellen in 100 nLL Blockierungslosung resuspendiert und fiir 15 min inkubiert. Nach Ablauf
der Blockierung wurden die Proben und Kontrollen mit den entsprechenden Antikérpern
versetzt. Dabei wurden 125ng des Pacific Blue anti-human CD8a Antikorpers, 62,5 ng
des FITC anti-human CD69 Antikérpers und 62,5 ng des PerCP/Cyanine5.5 anti-human
CD25 Antikorpers verwendet. Es folgte eine 20-mintitige Inkubation bei 4°C in Dunkelheit.
Die Proben wurden bei 600 x g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand entfernt
und die Proben in 100 pL. FACS-Puffer resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde ein
zweites Mal wiederholt. Final wurden die Proben in 200 pL. FACS-Puffer resuspendiert und
am Guava EasyCyte 11HT vermessen. Eine Kompensation der verwendeten Fluorophore
Pacific Blue, FITC und PerCP/Cyanine5.5 erfolgte unter Verwendung von anti-mouse Igx
MACS® Comp Beads. Zur Kompensation des Viabilititsfarbstoffes Zombie Aqua™ wurde
eine 1:1 Mischung aus lebendigen CD8" T-Zellen und getoteten CD8' T-Zellen verwendet.
Die Abtotung erfolgte fiir 12 Minuten bei 70°C und einer anschlieBenden, 5-minititigen
Inkubation auf Eis. Die angewendete Gating-Strategie ist in Abbildung 21 dargestellt. Zu
Beginn wurden lediglich Einzelzellen berticksichtigt und anschliefend Zelltriimmer aus
dem Datensatz exkludiert. Es folgte eine Identifizierung der CD8« positiven Zellen. Durch
die weitere Auswahl Zombie Aqua™ negativer Zellen wurden lediglich lebendige Zellen
in die Auswertung aufgenommen. Diese Population wurde weiter auf die Expression von

CD25 bzw. CD69 analysiert. Die Auswahl der Gate-Grenzen zur Identifizierung positiv
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markierter Zellen erfolgte unter Berticksichtigung der entsprechenden FMO Kontrolle.
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Abbildung 21: Dargestellt ist die Gating-Strategie zur Detektion der Aktivierungsmarker CD25 und CD69
auf CD8" T-Lymphozyten anhand einer Releasate inkubierten Probe stimulierter CD8"
T-Zellen

4.13.3 NK-Zell Zytotoxizitat

NK-Zellen sind eine wichtige Komponente der angeborenen Immunitat und spielen eine
bedeutende Rolle in der antitumoralen Immunantwort. Ein Effekt des Thrombozyten-
Releasates auf die lytische Aktivitat der natiirlichen Killerzellen, sowie der Einfluss von

Heparinen und Heparin-Mimetika in diesem System wurden in folgendem Versuch unter-
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sucht.

Die in diesem Versuch verwendeten Thrombozyten-Releasates wurden analog den Angaben
in Abschnitt 4.4 hergestellt. Entsprechend den Angaben in Abschnitt 4.3.2 wurden PBMCs
durch Dichtezentrifugation aus einem Buffy Coat isoliert. Die isolierten Zellen wurden
fiir 18 Stunden in Medium gelagert. Am néchsten Morgen wurden 2,5 x 10° Zellen in
2mL in die Kativtiten einer 12-Well Platte pipettiert und mit 500 pL. des entsprechenden
Releasates versetzt. Nach 24 h wurden zunédchst K562 Zellen als Zielzellen vorbereitet.
Dazu wurden 1 x 10° Zellen der Kulturflasche entnommen, bei 450 x g und 4°C fiir
5 Minuten zentrifugiert und in 1mL eines Mediums mit 1% FKS resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde mit 1 mL CFSE Arbeitslosung (10 pM) vermengt und fiir 15 min
bei 37°C in der Dunkelheit inkubiert, um so die Zielzellen in der spateren Analyse von
den Effektorzellen unterscheiden zu kénnen. Durch die Zugabe von 5mlL Vollmedium
wurde die Reaktion gequencht. Die Zellen wurden nun erneut zentrifugiert. Nach Auf-
nahme in 1 mL Vollmedium, wurde die Zellzahl bestimmt und eine Konzentration von
1 x 105 /mL eingestellt. Parallel wurden die vorinkubierten PBMC Proben gezihlt und
mit Vollmedium auf eine Konzentration von 5 x 105 /mL eingestellt. In einer 96-Well U
Platte wurden fiir jede Probe die in Tabelle 15 aufgefiihrten Ansétze pipettiert. Dabei
wurde die Tween-Arbeitslosung eingesetzt, um eine Kontrolle zu generieren, in welcher die
Zielzellen abgetotet werden. Die IL-2 Arbeitslosung diente als Kontrolle einer Aktivierung
der NK-Zellen.

Tabelle 15: Pipettierschema der vermessenen Ansétze

Ansatz PBMC Medium Tween-20 IL-2 K562
ET 50:1 + IL-2 100 L — — 30 uL 100 uL
ET 50:1 100 pLL — — — 100 pL.
T only — 100 pLL — — —
E only 100 nL 100 nLL — — —
T + Tween — — 100 pLL — 100 pL.

Die Platte wurde fiir 2min bei 120 x g zentrifugiert und anschliefend fiir 4 h bei 37°C
und 5% COy inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurden alle Ansdtze mit 5ulL
(entspricht 0,25 pg 7-AAD) der 7-AAD Viability Staining Solution versetzt, resuspendiert
und fiir 10 Minuten inkubiert. Da der Farbstoff lediglich die Membran apoptotischer Zellen
iiberwinden kann, werden somit ausschliellich abgetotete Zellen durch DNA Interkalation
angefarbt. Folgend wurden die Proben in eine 96-Well Flat Bottom Microtiter Platte
iiberfithrt und am Guava EasyCyte 11HT vermessen. Die Gating-Strategie des Versuchs
wird in Abbildung 22 skizziert. Die verwendeten K562 Zielzellen wurden zunéchst als CFSE
positive Population identifiziert und tote Zellen durch den Viabilitatsfarbstoff 7-AAD
definiert.
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Abbildung 22: Gating-Strategie zur Quantifizierung toter K562 Zielzellen anhand ihrer positiven Farbung
fiir CFSE und 7-AAD

4.14 Multiplex Protein Analyse

Zur weitergehenden Untersuchung einer Aktivierung zytotoxischer CD8% T-Zellen wurden
die Level verschiedener zytolytischer und pro-inflammatorischer Zytokine und Enzyme
in den Zellkulturiberstdnden bestimmt. Verwendet wurde das LEGENDplex™ Human
CD8/NK Panel der Firma BioLegend Inc.. Die Detektion basierte auf dem Prinzip einer
Multiplex Analyse, welches die simultane Bestimmung von 13 Proteinen erméglichte. Dabei
werden Beads verwendet, die durch ihre intrinsische Fluoreszenz differenziert werden kon-
nen und Antikorper auf ihrer Oberflache tragen, welche spezifisch eines der untersuchten
Proteine immobilisieren. Durch nachfolgende Kopplung der immobilisierten Zielproteine
mit einem biotinylierten Antikérper und fluoreszenzmarkierten Streptavidin konnen die
Gehalte anhand einer Standardkurve quantifiziert werden. Zur Generierung des Proben-
materials wurde analog den Angaben in Abschnitt 4.13.2 verfahren. Jedoch wurde nach
der ersten Zentrifugation der Proben der Zellkulturiiberstand nicht verworfen, sondern
in ein neues Eppendorf-Reagiergefafl tiberfithrt und bis zur Analyse bei -80°C gelagert.
Die Probenaufbereitung durch die Bindung und Fluoreszenzmarkierung der Proteine
wurde entsprechend den Herstellerangaben in einer 96-Well V Platte durchgefiihrt. Zur
Vermessung der Proben wurde ein CytoFLEX Durchflusszytometer der Firma Beckman
Coulter Inc. verwendet. Die Auswertung der Messdaten wurde mit der bereitgestellten
LEGENDplex™ Cloud-Based Software und GraphPad Prism durchgefiihrt.
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4.15 Zellviabilitatsanalyse

Eine Moglichkeit zur Untersuchung des zelltoxischen Effekts einer Testsubstanz auf die
untersuchte Zelllinie bietet der MTT-Assay. Dieser Test basiert auf der mitochondrialen Re-
duktion des Tetrazolium-Farbstoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium
Bromid (MTT) zum entsprechenden Formazan-Derivat. Die mitochondriale Gesamtakti-
vitdt steht in linearem Zusammenhang mit der Anzahl lebendiger Zellen. Folglich kann
durch die Messung der optischen Dichte des gebildeten Formazans auf die Differenz der
lebendigen Zellen zwischen verschiedenen Behandlungen geschlossen werden [396].

Zur Bestimmung des toxischen Effekts der Heparin-mimetischen Polymere auf die endothe-
liale Zelllinie EA.hy926 wurden die Zellen entsprechend den Ausfithrungen in Abschnitt
4.2.4 abgelost und die Zellzahl analog zu Abschnitt 4.2.3 bestimmt. Die generierte Zellsus-
pension wurde mit FKS-haltigem Nahrmedium auf eine Konzentration von 16.000 Zellen
pro 90 nL eingestellt. In jede Kavitit einer 96-Well Platte wurden 16.000 Zellen ausgesét.
Am néchsten Tag erfolgte eine Zugabe von je 10 pL. der entsprechenden Verdiinnung einer
Behandlung (vgl. Tabelle 16). Die Proben wurden nun bei 37°C und 5% COs fiir 721 in-
kubiert. Zur Herstellung des MTT-Reagenzes wurden 5 mg/mL MTT-Salz in DPBS gelost.
Nach Ablauf der Inkubation wurden 20 pL. des MTT-Reagenzes in jede Kavitat pipettiert
und die Proben fiir eine weitere Stunde inkubiert, um die Umsetzung zu Formazan zu er-
moglichen. Folgend wurde die Kulturplatte auf Zellstoff ausgeschlagen und die adharenten
Zellen mit 100 pL. DMSO pro Kavitét lysiert. Die Messung der optischen Dichte der Proben
erfolgte unverziiglich bei 570 nm und 690 nm. Nach Subtraktion des Hintergrundsignals
(690 nm) wurde die Absorption der Proben auf den Wert der Negativkontrolle normalisiert

und gibt so die Viabilitdt der Probe in Prozent wieder.

Tabelle 16: Behandlungen zur Bestimmung der Zelltoxizitdt der Heparin-mimetischen Polymere.

Verdiinnung Konzentration [pg/mL] Endkonzentration [pg/mL)]
Stammlésung 60.000 —

Verdiinnung 1 2.500 250

Verdiinnung 2 1.000 100

Verdiinnung 3 500 50

Verdiinnung 4 250 25

Verdiinnung 5 100 10

Verdiinnung 6 50 5

neg. Kontrolle DPBS DPBS
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4.16 Statistik

Alle statistischen Untersuchungen wurden unter Verwendung der Software GraphPad
Prism durchgefiihrt. Im Falle des Vergleichs zweier Proben wurde der Student’s T-Test
herangezogen. In Versuchen, welche den Vergleich mehrerer Behandlungen auf eine Refe-
renzprobe benétigten, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (One-Way ANOVA) sowie
ein nachfolgender Dunnett bzw. Tukey Post-hoc Test verwendet. Bei der Bestimmung
des Effekts verschiedener Behandlungen auf mehrere Untersuchungsmarker wurde eine
zweifaktorielle ANOVA mit anschliefendem Tukey Post-hoc Test durchgefiithrt. Nahere
Angaben zu den in den jeweiligen Versuchen durchgefiihrten Tests konnen den entspre-
chenden Abbildungslegenden entnommen werden. Die Ergebnisse der statistischen Tests
werden durch Asteriken indiziert. Dabei gilt: *:p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0.001 und ns:
nicht signifikant.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Antikoagulatorischer Einfluss Heparin-mimetischer Polymere auf

die Tumorzell/ Thrombozyten Interaktion

Nicht nur aufgrund der erhohten Inzidenz thromboembolischer Ereignisse im Verlauf einer
malignen Erkrankung ist eine effektive Antikoagulation durch die klinisch eingesetzten
Antikoagulantien essentiell. Ferner bieten sie das Potential, in die Thrombin-vermittelte
Thrombozytenaktivierung einzugreifen und so die prometastatischen Effekte der Tumor-
zell/Thrombozyten Interaktion zu beeintrachtigen.

Um eine antikoagulationsbedingte Interferenz der Interaktion zwischen Tumorzellen und
Thrombozyten zu evaluieren, wurden die klinisch verwendeten Antikoagulantien und die,
unter Abschnitt 2.7.4 vorgestellten, potentiell Heparin-mimetischen Polymere in verschiede-
nen in-vitro Experimenten untersucht. So sollen nicht nur die Nachteile der natiirlichen He-
parine umgangen werden, sondern ebenso Einblicke in die Struktur-Wirkungs-Beziehungen
der Heparin-Mimetika erlangt werden. Als Tumormodell wurde in dieser Arbeit die
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 verwendet, welche aus vorherigen Studien aufgrund
ihrer starken tissue factor Expression als ein zuverlassiger Induktor der Thrombingene-
rierung und Thrombozytenaggregation bekannt ist [351]. Zur ersten Abschéitzung der
Kapazitaten der Heparin-mimetischen Polymere, die koagulationsbasierte Interaktion der
MDA-MB-231 Zellen mit isolierten Thrombozyten zu inhibieren, wurden diese hinsichtlich
der Aggregationshemmung mittels der Lichttransmissionaggregometrie analysiert. Die
initial verwendete Konzentration der Heparin-Mimetika wurde anhand der therapeutischen
Blutspiegel einer Enoxaparin-Therapie gewéhlt [397]. Hier entspricht die im Plasma erreich-
te Konzentration von 11.E./mL unter der Beriicksichtigung eines Molekulargewichts von
4,5kDa einer Stoffmengenkonzentration von 2,2 nmol/mL. Eine adaptive Konzentration
der Heparin-mimetischen Polymere wurde auf 50 pg/mL festgesetzt. Dies entspricht bei
einem Molekulargewicht von 20 kDa einer molaren Konzentration von 2,5 nmol/mL.

Die Ergebnisse des LTA Screenings sind in Abbildung 23 als Aggregogramme dargestellt,
welche das Ausmafl der thrombozytiaren Aggregation gegen die Messzeit auftragen. Vorhe-
rige Erkenntnisse bestitigend lasst sich beobachten, dass eine Zugabe von MDA-MB-231
Brustkrebszellen zur Thrombozyten-Suspension zu einer vollstdndigen Aggregation der
Thrombozyten fiihrt. Bei der Betrachtung der Homopolymere (Abbildung 23 a) zeigt sich,
dass weder die Polymerisation der Acrylsdure (AA), noch der aliphatischen Sulfonate
(SPA, SPM, AMPS) zu Polymeren fiihrten, die eine Tumorzell-induzierte Thrombozy-
tenaggregation effektiv unterdriicken. Gleichwohl sind die Mimetika poly(SPM) 20kDa
und poly(AMPS) 20kDa in der Lage die Aggregation geringfiigig hinauszuzogern. Eine
effektive Inhibition der Aggregation vermittelt jedoch lediglich das Styren-basierte Polymer
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Abbildung 23: Aggregogramme der LTA Messungen der Tumorzell-induzierten Thrombozytenaggregation
unter dem Einfluss einer 30-miniitigen Prainkubation der Thrombozyten mit 50 pg/mL der
Heparin-mimetischen Polymere
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poly(SSS) 20kDa. Bei der Untersuchung der aus Acrylsidure bzw. aliphatischen Sulfonaten
kombinierten Heteropolymere lisst sich erkennen (Abbildung 23 b - k), dass zwar auch
hier einige Copolymere eine Verzogerung der Aggregation vermitteln, jedoch scheint dieser
Effekt nicht die Inhibition der Homopolymere der entsprechenden Bausteine zu iibersteigen.
Wie in Abbildung 23 b, f, g und h zu sehen, unterdriicken auch die verschiedenen Copoly-
mere des SSS-Bausteins die MDA-MB-231-vermittelte Aggregation. So scheint es, dass
die Prasenz des Styrensulfonats essentiell fiir die inhibitorische Kapazitéit ist, jedoch eine
Verminderung seines Anteils wie etwa bei poly(SSS-co-SPA)-1:4 20kDa (Abbildung 23 f)
sich nicht nachteilig auf die Auspriagung des Effekts auswirkt.

Entgegen allen Anderen, spiegeln die Copolymere der poly(SSS-co-AA) Serie nicht nur die
negative Ladung des Heparins durch Sulfonate wider, sondern enthalten die ebenfalls im
Heparin vertretenen Carboxylgruppen. Aufgrund dessen wurden in weiteren Versuchen
Verdiinnungsreihen der repriasentativen Polymere poly(SSS) 20kDa, poly(SSS-co-AA)-1:1
20kDa sowie der kleineren Variante poly(SSS-co-AA)-1:1 10kDa vermessen, um eine even-
tuelle Anpassung der verwendeten Konzentration vorzunehmen. Dariiber hinaus wurde
das nicht aktive Copolymer poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa in diese Untersuchungen einbe-
zogen. Die beobachteten Ergebnisse der Konzentrationsreihen sind in Abbildung 24 als

Aggregogramme dargestellt.
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Abbildung 24: Gezeigt sind reprisentative Aggregogramme der Konzentrationsreihen ausgewéhlter
Heparin-mimetischer Polymere nach einer MDA-MB-231-vermittelten Thrombozytenakti-
vierung
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Anhand der mitgefithrten Kontrollen lasst sich in allen Aggregogrammen erkennen, dass
es zu keiner spontanen Aggregation nicht aktivierter Thrombozyten kam (Plts). Durch die
Aktivierung der Thrombozyten mittels des PAR-1 Agonisten TRAP-6 (Plts + TRAP-6)
konnte eine funktionelle Integritidt der préaparierten Thrombozyten bestitigt werden.
Deutlich zu erkennen ist eine konzentrationsabhéngige Abnahme der durch poly(SSS)
20kDa vermittelten Hemmung (Abbildung 24 a). So fithrt die Reduktion der Dosis auf
25 pg/mL nur noch zu einer ca. 60 %igen Inhibition und bei 2,5 pg/mkL ist schlussendlich
keine Hemmung mehr zu verzeichnen. Interessanterweise kann beobachtet werden, dass
die Kurven der Aggregogramme aktiver poly(SSS) 20kDa Konzentrationen bereits vor
dem Auftreten der MDA-MB-231-vermittelten Aggregation ansteigen. Dies konnte einen
moglichen Hinweis auf eine Interaktion zwischen dem Homopolymer und den Thrombozyten
darstellen. Auch die beiden Grofienvarianten des aktiven Copolymers poly(SSS-co-AA)-1:1,
vgl. Abbildung 24 b und c, zeigen eine konzentrationsabhangige Blockade der Aggregation,
wobei das groflere Polymer seine inhibitorische Kapazitit unterhalb von 5pg/mL verliert,
wéhrend das Derivat mit einer kleineren molekularen Grofle bereits ab 10 pg/mL keine
Inhibition mehr vermittelt. Dies stellt einen ersten Hinweis auf eine Gréfenabhéangigkeit der
inhibitorischen Aktivitat der Polymere dar. Bei der Betrachtung des inaktiven Polymers
poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa erbrachte auch eine Verdoppelung der Konzentration keine
Unterdriickung der MDA-MB-231-induzierten Thrombozytenaggregation. Aufgrund der
verminderten Hemmung geringerer Konzentrationen des Homopolymers poly(SSS) 20kDa,
dem Verlust der Aktivitat des 10kDa groflen Copolymers ab einer Konzentration von
10 pg/mL und der vergleichbaren Stoffmengenkonzentration zur therapeutisch applizierten
Dosis des Enoxaparins wurden die initial untersuchten 50 pg/mL als Standardkonzentration
beibehalten.

5.1.1 Inhibition der Tumorzell-induzierten Thrombinbildung

Wie bereits in verschiedenen Abschnitten dieser Arbeit dargelegt, ist die Serinprotease
Thrombin nicht nur essentiell an der Vermittlung der Blutgerinnung und der Thrombozy-
tenaktivierung durch das Schneiden des PAR-1 N-Terminus beteiligt, sondern vermittelt
auch eine breite Vielfalt prometastatischer Effekte. Folglich ist eine effiziente Unter-
bindung der Entstehung bzw. Aktivitdt des Thrombins eine substantielle Eigenschaft
Heparin-mimetischer Entitdten. Zur Bestimmung der Inhibition einer durch TF expri-
mierende Tumorzellen induzierten Thrombinbildung bzw. —aktivitat wurde die Kinetik
der enzymatischen Aktivitdt des Thrombins anhand der Freisetzung des fluorogenen
Substrats AMC vermessen. Aus Erfahrungen vorangegangener Studien ist die Inhibition
einer Tumorzell-induzierten Thrombingenerierung anspruchsvoller als die Hemmung der

Thrombingenerierung, welche durch einen rekombinanten humanen tissue factor (rhTF)
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vermittelt wurde [351]. Auch wurden einige der betrachteten Polymere bereits durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Vito Ferro hinsichtlich einer Hemmung der rhTF-induzierten
Thrombingenerierung evaluiert, wobei eine effektive Inhibition zumeist ab einer Konzentra-
tion von 600 pg/mL erreicht wurde. Aufgrund dessen wurde auch in dieser Arbeit bei den
Versuchen zur Untersuchung der Thrombingenerierung eine Konzentration von 600 pg/mL
eingestellt [398]. Als Beitrag zur Gewinnung weiterer Einblicke in die Struktur-Wirkungs-
Beziehungen wurden das Homopolymer poly(SSS) und das Copolymer poly(SSS-co-AA)
untersucht, wobei Variationen der Polymere in 5kDa, 10kDa, 20 kDa bzw. 50 kDa evaluiert
wurden. Des Weiteren wurde das Verhaltnis der Monomere des Copolymers zwischen
1:1, 2:1 und 4:1 alterniert. Zur verbesserten Einordnung der detektierten Effekte wur-
den ebenfalls die kommerziellen Antikoagulantien UFH, Enoxaparin sowie Fondaparinux
hinsichtlich der Hemmung einer Tumorzell-induzierten Thrombingenerierung vermessen.
Représentative Ergebnisse dieser Untersuchungen sowie der mitgefithrten Kontrollen sind
als Thrombogramme, die die gebildete Thrombinmenge gegen die Zeit auftragen, in den
Abbildungen 25 und 26 illustriert.

300+ )
Negativkontrolle
= — rhTF
£, 200 MDA-MB-231
£
8
£
£ 100-
- m
0 T T 1 | E—|
0 20 40 60 80 100
Zeit [min]

Abbildung 25: Dargestellt sind reprasentative Thrombogramme der mitgefithrten Kontrollen, welche die
funktionelle Integritat der durchgefithrten Versuchswiederholung des Thrombingenerierungs-
Assays sichern

Wie in Abbildung 25 gezeigt, konnte keine Thrombingenerierung in den Proben detektiert
werden, denen kein aktivierendes Agens hinzugefiigt wurde. Bestédtigend zu vorherigen
Beobachtungen wurde auch hier eine deutlich stérkere Induktion der Thrombingenerierung
durch den Zusatz von MDA-MB-231 Zellen erreicht, als durch die Aktivierung mit rh'TF.
Dies kénnte durch die hohe TF Expression der MDA-MB-231 Brustkrebszellen bedingt
sein. So ist es denkbar, dass durch die Priasenz der Tumorzellen die absolute Quantitét
des verfiigharen TF die des Kontrollreagenzes iibersteigt. Andererseits konnte dies aber
auch darauf hinweisen, dass der direkte Kontakt von Tumorzellen und Thrombozyten als
ein zusétzlicher Aktivierungsfaktor agiert.

Repréasentative Thrombogramme der kommerziellen Antikoagulantien sind in Abbil-
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dung 26 a gezeigt. Aufféllig ist hier eine scheinbare Grofienabhéngigkeit des hemmenden
Effektes. So vermag es das synthetische Pentasaccharid Fondaparinux kaum die Tumorzell-
induzierte Generierung des Thrombins zu mindern, auch wenn es in vorherigen Versuchen
die Thrombingenerierung nach einer rhTF Zugabe effektiv unterdriickte [351]. Eine leicht
gesteigerte Inhibition lasst sich fiir das etwa 2,6-fach groflere Enoxaparin beobachten.
Jedoch ist auch hier keine konsequente Unterdriickung der Thrombinbildung zu errei-
chen. Hingegen fiithrt eine Prainkubation mit unfraktioniertem Heparin zu einer effektiven
Hemmung. So ist etwa die sogenannte ,lag time®, also die Zeit bis zum Beginn der
Thrombinbildung, deutlich verlangert und das Maximum des Thrombogramms merklich
vermindert.

Entgegen den kommerziellen Antikoagulantien ist eine klare Groflenabhéangigkeit des
Hemmeffektes der Heparin-mimetischen Polymere nicht aus den repréisentativen Throm-
bogrammen (Abbildung 26 b — e) zu entnehmen. Dennoch lésst sich erkennen, dass die
Verkiirzung der Polymere auf eine molekulare Grofie von 5kDa zur Reduktion der inhi-
bitorischen Kapazitat fiihrt. Bemerkenswerterweise scheint die Prainkubation durch die
5kDa grofien Varianten der Copolymere poly(SSS-co-AA)-1:1, poly(SSS-co-AA)-2:1 und
poly(SSS-co-AA)-4:1 eine Verkiirzung der lag time und somit einen friheren Einsatz der
Thrombingenerierung zu vermitteln.

Zur tbersichtlicheren Darstellung und einer erleichterten Beurteilung der kumulierten
Ergebnisse der experimentellen Wiederholungen wurde das endogenous thrombin potential
(ETP) sowie die Hohe des Peaks betrachtet. Das ETP spiegelt dabei die insgesamt tiber
den Betrachtungszeitraum geleistete enzymatische Arbeit des Thrombins wider und wird
als die area under the curve (AUC) bestimmt. Die prozentuale Verdnderung der Parameter,
bezogen auf die Thrombingenerierung durch MDA-MB-231 Zellen, sind fiir die ETP in
Abbildung 27 und fiir die Hohe des Peaks in Abbildung 28 dargestellt. Grundsétzlich
korrelieren die Effekte der untersuchten Substanzen auf das ETP gut mit der Verminderung
der Peakhohe des detektierten Thrombogramms.

Besonders fiir die kommerziellen Antikoagulantien lésst sich eine klare Abstufung der
Hemmeffekte entsprechend der molekularen Grofie erkennen. Das Homopolymer poly(SSS)
scheint in den durchgefiithrten Experimenten den geringsten Einfluss auf die Aktivitdat und
Bildung des Thrombins zu nehmen. Eine gewisse Abhéngigkeit dieses Effektes von der
Molekiilgrofe ldsst sich jedoch auch fir poly(SSS) verzeichnen (vgl. Abbildung 27 a und b).
So ergibt sich fiir das 5 kDa grofle Polymer die geringste Hemmung. Es sei jedoch bemerkt,
dass eine weitere Steigerung des molekularen Gewichts auf 50 kDa, im Vergleich zu 20 kDa,
keine Steigerung der inhibitorischen Kapazitat bedingt. Diese Beobachtung wird ebenfalls
durch das Copolymer poly(SSS-co-AA)-1:1 unterstiitzt. Auch hier vermittelt das 5kDa
Polymer den geringsten Hemmeffekt. Ahnlich den Ergebnissen fiir poly(SSS) wirkt sich die
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Abbildung 26: Dargestellt sind repréisentative Thrombogramme, welche die grofenabhéngige Hemmung der
Tumorzell-induzierten Thrombingenerierung fiir die kommerziellen Antikoagulantien (a),
das Homopolymer poly(SSS) (b) sowie die Copolymer poly(SSS-co-AA)-1:1 (¢), poly(SSS-
co-AA)-2:1 (d) und poly(SSS-co-AA)-4:1 (e) zeigen

Steigerung der Grofle auf 50 kDa eher nachteilig aus. Die Groflenabhéngigkeit der Inhibition
ist jedoch fir die weiteren Polymere poly(SSS-co-AA)-2:1 sowie poly(SSS-co-AA)-4:1 kaum
bis gar nicht zu detektieren. Grundlegend scheint allerdings die Kombination des SSS-
Monomers mit der Acrylsdure einen deutlichen Vorteil gegeniiber dem reinen SSS-Polymer

zu erbringen. Dabei zeigt sich, dass die Steigerung des SSS-Anteils im Polymer zu einer
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Abbildung 27: Dargestellt sind die normalisierten Werte des ETP der untersuchten Antikoagulantien und
Heparin-Mimetika. Die Ergebnisse geben den Mittelwert sowie die Standardabweichung
dreier unabhéngiger Experimente (N=3) wieder. Die Signifikanz wurde mittels einer One-
Way ANOVA und eines Dunnett Post-hoc Tests bestimmt. ns: nicht signifikant; *: p<0,05;
**: p<0,01; ***: p<0,001

Abnahme der Aktivitat fiihrt und sich, entsprechend der gesteigerten SSS-Prisenz, der
geringeren Inhibition des Homopolymers annéhert. Die Hemmeffekte der 10 bzw. 20 kDa
groflen Varianten der Heteropolymere prasentieren sich jedoch als besonders effektiv und
dréangen das ETP sowie die Peakhohe auf das Niveau der Negativkontrolle PRP zurtick.
Restmieren lésst sich, dass besonders bei den therapeutisch verwendeten Antikoagulantien
eine deutliche Gréflenabhéangigkeit des Hemmeffektes besteht. Eine mogliche Erklarung
bietet dabei die Betrachtung des Wirkmechanismus der unterschiedlichen Derivate. Dabei
stellt Fondaparinux einen selektiven FXa-Inhibitor dar und ist lediglich indirekt zur
Hemmung der Thrombinaktivitat, durch die Blockade seiner Bildung befédhigt. Das etwas
aktiviere LMWH Enoxaparin besitzt ein anti-FXa/anti-FIla Verhaltnis von 3,9 und wirkt
somit zwar vornehmlich durch die Blockade der FXa-vermittelten Thrombinbildung, ist
allerdings auch in der Lage zu kleinen Teilen die Aktivitdt des Thrombins direkt iiber

Antithrombin III zu unterdriicken. Deutlicher wird dies bei der Betrachtung des UFH,
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Abbildung 28: Gezeigt sind die normalisierten Werte der Peakhohe fiir die untersuchten Antikoagulantien
und Heparin-Mimetika. Die Ergebnisse geben den Mittelwert sowie die Standardabweichung
dreier unabhangiger Experimente (N=3) wieder. Die Signifikanz wurde mittels einer One-
Way ANOVA und eines Dunnett Post-hoc Tests bestimmt. ns: nicht signifikant; *: p<0,05;
**: p<0,01; ***: p<0,001

welches mit einem anti-FXa/anti-FIIa Verhaltnis von 1 gleichermaflen die Aktivitét des
FXa und des Thrombins blockiert [399]. Somit konnte es sein, dass Tumorzellen eine so
starke Induktion der Blutgerinnungskaskade vermitteln, dass eine reine Hemmung des
FXa der Gerinnungsaktivierung nicht standhalten kann und ein zuséatzlicher, direkter
Hemmeffekt auf die Thrombinaktivitdt benotigt wird. Bemerkenswert in Bezug auf die
Heparin-mimetischen Polymere ist, dass poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa, fiir welches zuvor
eine anti-FIla-Aktivitdt durch Nahain et al. gezeigt wurde, die Thrombinbildung am
effektivsten unterdriickt. Jedoch weist auch poly(SSS) eine gewisse inhibitorische Kapazitét
auf, obwohl weder eine anti-FXa noch eine anti-FIla Aktivitdt detektiert wurde [398]. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Heparin-mimetischen Polymere ihre inhibitorische
Kompetenz iiber weitere Interferenzpunkte in der Gerinnungskaskade der Tumorzell-

induzierten Thrombingenerierung vermitteln.
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5.1.2 Inhibition der Tumorzell-vermittelten Thrombozytenaktivierung

Zwar ist die Induktion der Blutgerinnung ein wichtiger Schritt im Verlauf der metastati-
schen Kaskade und das damit einhergehend formierte Thrombin ein relevanter Vermittler
prometastatischer bzw. protumorigener Effekte, jedoch spielt, wie in den vorherigen
Abschnitten dieser Arbeit erldutert, die Aktivierung der Thrombozyten ebenfalls eine
essentielle Rolle in der Ausformung metastatischer Herde (vgl. Abschnitt 2.1 und 2.5.2).
Folglich wurden die zuvor selektierten Polymere poly(SSS) und poly(SSS-co-AA) in den
molekularen Groflen 5kDa, 10 kDa, 20 kDa bzw. 50 kDa und den entsprechenden Monomer-
verhéltnissen hinsichtlich ihrer Kapazitat zur Unterdriickung der Thrombozytenaktivierung
untersucht. Dabei wurde methodisch zum einen auf die Thrombozytenaggregation und
zum anderen wurde die Aktivierung der Thrombozyten fokussiert. Als Parameter der
Thrombozytenaktivierung wurde die Freisetzung von ATP aus dichten Granula bzw. die

Sekretion verschiedener Botenstoffe aus den thrombozytaren a-Granula vermessen.

5.1.2.1 Blockade der Thrombozytenaggregation Wie bereits bei der initialen Ein-
schatzung der Heparin-Mimetika wird die Methode der Lichttransmissionsaggregometrie
genutzt, um das Ausmaf} einer Tumorzell-induzierten Thrombozytenaggregation unter
Einfluss der selektierten Polymere sowie der kommerziellen Antikoagulantien zu verfolgen.

Représentative Aggregogramme sind in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Veranschaulicht sind reprasentative Aggregogramme der untersuchten Heparin-Mimetika
(a-d) sowie der therapeutischen Antikoagulantien (e) nach Stimulation der Thrombozyten
mit MDA-MB-231 Brustkrebszellen
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Die Betrachtung der Aggregogramme kommerzieller Antikoagulantien in Abbildung 29 e
zeigt deutlich, dass Fondaparinux entgegen den beiden Heparinen UFH und Enoxaparin
nicht zur Unterdriickung der Thrombozytenaggregation beféhigt ist.

Ahnlich den Aggregogrammen der verschiedenen Konzentrationen des Homopolymers
poly(SSS) 20kDa, scheint auch eine Steigerung der Molekiilgrofle auf 50kDa bei der
gleichbleibenden Konzentration von 50 ng/mL eine unerwiinschte Aggregation der Throm-
bozyten zu vermitteln, da die detektierte Kurve bereits vor der MDA-MB-231-vermittelten
Aggregation ansteigt (vgl. Abbildung 29 a). Die Reduktion der molekularen Grofe ist
jedoch nicht wie bei der Thrombingenerierung mit einer Verminderung des Hemmeffektes
assoziiert. Unabhéngig von den Verhéltnissen der SSS- bzw. AA-Monomerverteilung in
den untersuchten poly(SSS-co-AA) Verbindungen inhibieren die evaluierten Molekiilgréfien
von 5 bis 50 kDa die Tumorzell-vermittelte Thrombozytenaggregation effektiv. Jedoch sind
auch hier die Copolymere mit 50 kDa jene, die einen schwécheren Hemmeffekt ausiiben
und, wie in Abbildung 29 ¢ zu sehen, die Thrombozytenaggregation vor einer Induktion
durch MDA-MB-231 Zellen auslosen. Zusammen mit den weiteren, bis hierhin vorgestellten
Daten lédsst sich postulieren, dass das Ubersteigen einer kritischen molekularen Groe
bzw. das Unterschreiten einer kritischen Konzentration bei der Gréfle von 20 kDa zu einer
ungewollten Quervernetzung oder Aktivierung der Thrombozyten fithren kénnte. Grund-
sétzlich wird die Thrombozytenaggregation in den vermessenen Suspensionen durch die
Homo- und Heteropolymere mit einem Gewicht < 20kDa effektiv unterdriickt. Sie kénnen
somit hinsichtlich dieses Assays als dquivalent zu den Heparinen UFH und Enoxaparin

betrachtet werden.

5.1.2.2 Bestimmung der ATP Freisetzung aus dichten Granula Wie bereits in den
Abschnitten 2.4.1 und 2.5.1 beschrieben, ist ATP unter anderem an der Modulation der
antitumoralen Immunantwort beteiligt. Innerhalb der Thrombozyten wird es in den dich-
ten Granula gespeichert. Die Detektion seiner Freisetzung durch das Luciferin/Luciferase
System stellt einen etablierten Surrogatparameter zur Bestimmung der Thrombozytenak-
tivierung in der Forschung dar [400, 401]. Zur weiteren Evaluation der Heparin-Mimetika
konnte so nicht nur die Aggregationshemmung, sondern auch die Inhibition der funktionell
relevanten Ausschiittung thrombozytirer Mediatorstoffe bestimmt werden. Die Ergebnisse
der Tumorzell-induzierten ATP Freisetzung sind in Abbildung 30 veranschaulicht. Zur
erleichterten Einordnung der gemessenen Werte wurden diese auf die Probe einer TRAP-6
Aktivierung normalisiert, welche als Referenz einer vollstandigen Thrombozytenaktivierung
dient.

Die Inkubation der Thrombozyten mit MDA-MB-231 Brustkrebszellen fithrte im Vergleich
zu TRAP-6 lediglich zu einer ATP Freisetzung von 67 %. Somit scheinen die hier ein-
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Abbildung 30: Dargestellt ist die ATP Freisetzung aus Thrombozyten im Zuge einer Aktivierung durch
MDA-MB-231 Zellen und einer Behandlung mit den untersuchten Antikoagulantien und
Heparin-mimetischen Polymeren. Eine Vollaktivierung der Thrombozyten durch den PAR-1
Agonisten TRAP-6 diente als Referenz der maximal induzierbaren Freisetzung. Dargestellt
sind die Ergebnisse dreier unabhéngiger Messungen (N=3) als Mittelwert + Standardab-
weichung. Die Priifung der Signifikanz erfolgte mittels der One-Way ANOVA und eines
Dunnett Post-hoc Tests mit **: p<0,01 und ***: p<0,001

gesetzten Tumorzellen nicht in der Lage eine restlose Sekretion der dichten Granula zu
induzieren, auch wenn sie eine vollstdndige Aggregation der behandelten Thrombozyten
vermitteln (vgl. Abbildung 29 und 30). Unter Beriicksichtigung der im folgenden Abschnitt
vorgestellten Daten zur Untersuchung der Sekretion der a-Granula erscheint dies jedoch
unwahrscheinlich, auch wenn die genauen Regulationen der Freisetzung thrombozyta-
rer Granula bis heute nicht abschlieend geklart und Gegenstand der wissenschaftlichen
Debatte sind [402]. Ein Baustein zur Erklarung dieser Diskrepanz der ATP Freisetzung

durch TRAP-6 und Tumorzellen kénnte die Expression von Ectonucleotidasen seitens der
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MDA-MB-231 Zellen sein. So kann das freigesetzte ATP bereits wiahrend der Koinkubation
der Thrombozyten mit den MDA-MB-231 Zellen degradiert werden und steht nicht mehr
zur Detektion durch die Luciferase zur Verfiigung [403].

Generell kann beobachtet werden, dass alle untersuchten Substanzen die Detektion des
ATPs hoch signifikant unterdriicken. Beim Vergleich der kommerziellen Antikoagulantien
senken sowohl UFH als auch Enoxaparin die ATP Freisetzung auf das Niveau der Negativ-
kontrolle nicht-aktivierter Thrombozyten (20-25%). Obwohl es eine deutliche Reduktion
gegeniiber der Plts + MDA Probe (67 %) vermittelt, prasentiert sich Fondaparinux mit
einer Senkung auf 45 % vergleichsweise schlecht.

Besonders das Copolymer poly(SSS-co-AA)-1:1 zeigt eine effektive Hemmung der ATP Frei-
setzung und somit der Thrombozytenaktivierung, welche durch alle vier Gréflenvariationen
auf das Basalniveau der Negativkontrolle reduziert wird. Dies ist im Einklang mit den
zuvor erhobenen Daten der Thrombozytenaggregation. Bei einer ndheren Betrachtung der
Daten des Homopolymers féllt auf, dass die scheinbare ATP Freisetzung weit unter das Ba-
salniveau auf etwa 0% reduziert wird. Auch die 2:1 und 4:1 Derivate des poly(SSS-co-AA)
reduzieren die detektierte Menge des ATPs unter das Level nicht-aktivierter Thrombozyten,
wobei die Reduktion umso stéirker ausfillt, je hoher der Anteil des Monomers SSS gewéhlt
wird. Dies deutet auf eine Storung des Detektionsystems durch die Struktur des SSS hin,
da eine Reduktion unter das Basalniveau unwahrscheinlich erscheint und in ihrem Ausmafl
mit dem SSS-Gehalt korreliert.

5.1.2.3 Untersuchung der Freisetzung thrombozytdrer a-Granula Neben der Freiset-
zung der dichten Granula wurde weiterhin die Sekretion verschiedener, immunmodulieren-
der bzw. tumorrelevanter Botenstoffe aus den thrombozytéiren a-Granula als Parameter
der Thrombozytenaktivierung bestimmt. Unter den detektierten Mediatoren befinden sich
sowohl immunsuppressive Botenstoffe wie CCL11, das eine T,e, Differenzierung induziert,
als auch CXCL11, welches mit einer Steigerung der TIL assoziiert werden kann [404, 405].
Bezogen auf protumorale Effekte konnen beispielhaft VEGF, HGF oder MMP-1 genannt
werden [406-408]. Neben den kommerziellen Antikoagulantien wurden in diesem Versuch,
auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse, poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa als vielversprechends-
ter Kandidat, poly(SSS) 20kDa als Referenz sowie das Copolymer poly(SPA-co-AA)-1:1
20kDa als eine bis dato inaktive Kontrolle mitgefiihrt. Die Ergebnisse der Quantifizierung
sind in Abbildung 31 illustriert.

Entgegen den Beobachtungen der ATP Freisetzung waren die MDA-MB-231 Zellen in
der Lage, die Sekretion der a-Granula in einem dhnlichen Ausmafl zu induzieren, wie
die Positivkontrolle des PAR-1 Agonisten TRAP-6. Die bisher registrierte Abstufung

der inhibitorischen Kapazitat der kommerziellen Antikoagulantien in den verschiedenen
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Abbildung 31: Dargestellt sind die relativen Gehélter unterschiedlicher, immunmodulierender bzw. tumor-
relevanter Mediatoren in Tumorzell-induzierten Thrombozyten-Releasates. N=1

Assaysystemen kann auch hier bestétigt werden. So reduziert UFH die Freisetzung aller
quantifizierten Mediatoren auf das Niveau nicht-aktivierter Thrombozyten, wahrend das
LMWH eine leicht schwéichere aber dennoch effektive Hemmung vermittelt. Erneut kann
keine Hemmung durch das Pentasaccharid Fondaparinux registriert werden.

Unabhéngig vom detektierten Botenstoff kann durch poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa eine

effiziente Reduktion der Freisetzung erreicht werden, sodass es seine Rolle als vielverspre-
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chendes Heparin-Mimetikum in Bezug auf seine antikoagulatorischen bzw. aktivierungs-
unterdriickenden Effekte weiter bestéatigt. Ein differenzierteres Bild ergibt sich aus der
Betrachtung des poly(SSS) 20kDa. Unter Einbeziehung aller Mediatoren zeichnet sich ein
Hemmeffekt der Thrombozytenaktivierung ab. Bei genauerer Betrachtung féllt jedoch auf,
dass sowohl CXCL11 als auch MCP-1 (Abbildung 31 ¢ und e) keiner Freisetzungshem-
mung durch poly(SSS) 20kDa zu unterliegen scheinen. Ebenso lasst sich eine lediglich
moderate Inhibition der VEGF und MCP-4 Freisetzung verzeichnen (Abbildung 31 a
und h). Ahnlich divergent prisentiert sich das in der Aggregometrie inaktive Copolymer
poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa. Abweichend tiberwiegen hier jedoch die Mediatoren, welche
nicht in ihren freigesetzten Mengen eingeschréankt werden. Eine moderate Hemmung lasst
sich dennoch fiir VEGF und HGF verzeichnen (Abbildung 31 a und b). Einer deutlichen
Inhibition unterliegen dagegen MCP-1 und TNFSF14 (Abbildung 31 e und 1i).

Aufgrund der Limitierung des Assays auf eine Einzelmessung (N=1), ist es nicht einfach die
Validitéit der Daten einzuschétzen. Zwar fiigen sich die detektierten Effekte des Copolymers
poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa gut in die bisherigen Beobachtungen ein, jedoch kénnte die
Divergenz innerhalb der Releasates, welche mit poly(SSS) 20kDa bzw. poly(SPA-co-AA)-
1:1 20kDa prainkubiert wurden, auch aus der Ungenauigkeit einer einzelnen Messung
herrtiihren. Wie bereits in Abschnitt 5.1.2.2 angedeutet ist die Prasenz unterschiedlich
gepackter bzw. differenziert sezernierter a-Granula Gegenstand der aktuellen wissenschaft-
lichen Debatte [402]. Durch Battinelli et al. konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten
nach einer Stimulation mit ADP bzw. MCF-7 Zellen durch die Sezernierung von VEGF
proangigogenetisch agieren, wahrend sie nach einer Stimulation mit TxA2 vermehrt das
antiangiogenetische Endostatin freisetzten [409]. Entgegen diesen Beobachtungen, die eine
kontextabhangige Freisetzung verschiedener Subtypen der a-Granula vermuten lasst, steht
die Studie von Jonnalagadda und Kollegen. In ihren Experimenten untersuchten sie die
zeitabhéngige Freisetzung verschiedener a-granuldrer Mediatoren nach der Stimulation
mit unterschiedlichen Thrombozytenaktivatoren. Sie konnten zwar einen Unterschied in
der Freisetzungsrate verzeichnen, eine kontextabhéngige Sekretion konnten sie jedoch nicht
bestétigen [410]. Auch diese kontrovers debattierte Frage nach der Sekretion differenzierter
Subtypen der a-Granula kénnte zur Diskrepanz der beschriebenen Daten beitragen, da
nicht nur eine aktivatorspezifische Freisetzung, sondern auch eine inhibitorspezifische

Hemmung denkbar ist.
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5.1.3 Zwischenfazit der antikoagulatorischen Eigenschaften

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen der koagulationsabhéngigen Testsysteme,
dass die TF exprimierende Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 zu einer massiven Induktion
der Thrombingenerierung befahigt ist. Dariiber hinaus werden Thrombozyten in einem
Ausmaf} aktiviert, welches mit der Vollaktivierung durch den PAR-1 Agonisten TRAP-6
erzielt wird, was in einer Bildung stabiler Heteroaggregate aus Tumorzellen und Thrombo-
zyten, sowie der Sezernierung der in dichten bzw. a-Granula gespeicherten Mediatoren
resultiert. Aufgrund der literaturbekannten Effekte der verschiedenen Mediatorstoffe und
der Aggregatbildung kann eine weitreichende Beeinflussung der Metastasierung und eine
Modulation der antitumoralen Immunantwort durch die Tumorzell-vermittelte Thrombo-
zytenaktivierung vermutet werden.

Hinsichtlich der Inhibition durch die kommerziellen Heparin-Derivate lasst sich eine deutli-
che Groflenabhangigkeit erkennen, in der die grofleren Substanzen UFH und das LMWH
dem essentiellen Pentasaccharid der Antithrombin-Bindungsdoméne Fondaparinux deutlich
iiberlegen sind. Sie iiberzeugten in allen durchgefiithrten Assays durch ihre umfassende
Hemmung der Tumorzell-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Lediglich in der Inhibiti-
on der MDA-MB-231-vermittelten Thrombingenerierung sind fiir das LMWH Enoxaparin
Abstriche zu verzeichnen, welche die erhohten Anforderungen an Molekiile verdeutlichen,
die in die Interaktion zwischen TF exprimierenden Tumorzellen und der Gerinnungskaska-
de eingreifen.

Bei der Betrachtung des breiten Spektrums der potentiellen Heparin-Mimetika présentiert
sich das Monomer SSS als essentieller Baustein, der zur Einflussnahme auf das Wechsel-
spiel der Tumorzellen mit der Gerinnungskaskade bzw. Thrombozytenaktivierung benotigt
wird. Jedoch ist ein zu hoher Anteil an der Komposition der Polymere mit nachteiligen,
unerwiinschten Interferenzen behaftet. Im Einklang damit kristallisieren sich die acrylsaure-
basierten Copolymere poly(SSS-co-AA)-1:1 in den Groflen von 10 bzw. 20 kDa als potente
Mimetika der heparinoiden Wirkung heraus. Wéahrenddessen ist das als Negativkontrolle
mitgefithrte Copolymer poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa entsprechend den Erwartungen nach
dem initialen screening in den darauffolgenden koagulationsabhéngigen Assays als inaktiv
zu bewerten.

Fiir weitere Untersuchungen potentieller antimetastatsicher Effekte der Heparin-Mimetika
wurden die Substanzen poly(SSS) 20kDa, poly(SSS-co-AA)-1:1 10kDa, poly(SSS-co-AA)-
1:1 20kDa sowie poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa ausgewéhlt.
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5.2 Bindung und Blockade metastasierungsassoziierter

Adhadsionssysteme

Neben der Interaktion mit den Thrombozyten und der Blutgerinnungskaskade sind auch
verschiedene Adhésionsmolekiile essentiell fiir die erfolgreiche Etablierung metastatischer
Herde. So nutzen Tumorzellen diese in der metastatischen Kaskade zur Anlagerung und
dem anschliefenden Arrest am Endothel, um eine Extravasation am Ort der Dissemination
zu ermoglichen. Wie in Abschnitt 2.7.2 beschrieben, stellen die verschiedenen Adhésionssys-
teme mogliche Ziele eines Eingriffs durch UFH und LMWHs innerhalb der Metastasierung
dar und tragen zu einem potentiellen antimetastatischen Effekt bei. Entsprechend wurden
die kommerziellen Antikoagulantien und synthetischen Polymere hinsichtlich des Ausmafles
ihrer Bindung an P-Selectin, E-Selectin und VLA-4 mittels der SAW-Biosensorik evaluiert.
Weitergehend wurde die Adhésion der Melanomzelllinie MV3 an isoliertem VCAM-1 bzw.

einem artifiziellen Endothel unter dem Einfluss der verschiedenen Substanzen untersucht.

5.2.1 Bindungskinetiken an P-Selectin

Das durch P-Selectin vermittelte Rollen entlang des Endothels stellt den initialen Schritt in
der Auswanderung von Leukozyten aus den Blutgefaflen dar, ist aber ebenso essentiell fiir
die Extravasation maligner Zellen im metastatischen Geschehen. Zur ersten Abschiatzung
eines moglichen Hemmeffektes durch die Heparin-mimetischen Polymere wurden ihre

Bindungsparameter an P-Selectin bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tabelle 17: Biosensorische Bestimmung der Bindungsaffinitdten kommerzieller Heparine und Heparin-
mimetischer Polymere an P-Selectin (N=3)

Substanz Kp [M] kon [M1s71] kot [s7Y]

UFH 2,35 x 1078 £ 0,39 x 108 3,15 x 10° 4 0,42 x 10° 7,64 x 1073 £ 220 x 1073
Enoxaparin 2,27 x 1077 £ 0,32 x 1077 9,97 x 10* + 2,04 x 10* 1,86 x 1072 4 0,21 x 1072
Fondaparinux n.d. n.d. n.d.

Poly(SSS) 2,50 x 107 £ 0,17 x 10~7 4,56 x 10* £ 0,55 x 10% 8,30 x 1073 £ 3,60 x 103
20kDa

Poly(SSS-co-AA)-1:1 3,86 x 1077 + 1,69 x 107 5,08 x 10* + 1,49 x 104 1,80 x 1072 + 0,48 x 102
10kDa

Poly(SSS-co-AA)-1:1 2,19 x 10=7 £ 0,51 x 10~7 6,27 x 10* 4+ 0,61 x 10* 1,33 x 1072 4 0,19 x 10~2
20kDa

Poly(SPA-co-AA)-1:1 5,70 x 107 £ 1,77 x 10~7 5,34 x 10* + 2,19 x 10* 2,95 x 1072 4 1,02 x 10~2
20kDa
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Die starkste Bindungsaffinitéat zu P-Selectin konnte fiir das unfraktionierte Heparin de-
tektiert werden. Mit einem Kp Wert von 2,35 4 0,39 x 1078 M liegt dieser leicht unter
einem Vergleichswert von 1,16 £ 0,05 x 10~" M, welcher durch Wang et al. angegeben
wird [328]. Eine etwas geringere Bindungsaffinitat wird fiir das LMWH registriert, welche
dennoch im nanomolaren Bereich detektierbar ist. Im Einklang mit den Daten von Ludwig
und Kollegen, die nur einen marginalen Einfluss des Pentasaccharids Fondaparinux auf
die Aktivitat und Metastasierungsvermittlung des P-Selectins verzeichneten, konnte in
den SAW-Biosensor Messungen keine Bindung des Fondaparinux an P-Selectin detektiert
werden [411]. Zwar wird durch Nelson et al. beschrieben, dass bereits ein Tetrasaccharid
zur Bindung des P-Selectins befahigt ist, jedoch unterscheidet sich das beschriebene Tetra-
saccharid im Sulfatierungsmuster zu Fondaparinux [331]. Dies konnte die Unterschiede in
der Bindungsdetektion bedingen, da besonders eine 2-O- bzw. 6-O-Sulfatierung fiir eine
effektive Bindung der Heparine an P-Selectin als wichtig beschrieben wird [84, 332].

Die Bindung der untersuchten Heparin-mimetischen Polymere liegt im Bereich der Bin-
dungsaffinitit des LMWH Enoxaparin. Mit einem Kp Wert von 2,19 £ 0,51 x 107" M
zeigt poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa die groite Bindungsaffinitat der Heparin-Mimetika. Eine
Reduktion der molaren Grofle auf 10 kDa reduziert die Bindung an P-Selectin leicht, wobei
kein signifikanter Unterschied detektiert werden kann. Da nicht nur die mitgefiihrte Ver-
gleichssubstanz poly(SSS) 20kDa, sondern auch das bis dato inaktive poly(SPA-co-AA)-1:1
20kDa an P-Selectin bindet, ist eine zwangslaufige Préasenz des Monomers SSS nicht zu
postulieren. Zwar ist der Kp Wert des Colpolymers poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa deutlich
erhoht, jedoch liegt auch dieser Wert noch im nanomolaren Bereich. So kéonnte im Fall
der Bindung Heparin-mimetischer Polymere, welche nicht auf einer Kohlenhydratstruk-
tur basieren, eine reine Anwesenheit multipler negativer Ladungen fiir eine Bindung an

P-Selectin ausreichend sein.

5.2.2 Bindungskinetiken an E-Selectin

Wie P-Selectin ist auch E-Selectin als endothelial exprimiertes Adhésionsmolekiil am initia-
len Rollen metastasierender Tumorzellen beteiligt und unterstiitzt somit den Arrest und die
Extravasation im Zuge der Ausformung einer metastatischen Léasion. Eine Beeintrachtigung
der Metastasierung durch eine Heparin-vermittelte E-Selectin Blockade konnte aufgrund
einer fehlenden Affinitdt des Heparins zu E-Selectin bis heute nicht beschrieben werden
[331, 332]. Im Falle einer Bindung der Heparin-mimetischen Polymere stellt dies einen
Vorteil gegeniiber dem natiirlichen Heparin in Bezug auf potentielle antimetastatische
Effekte dar. Die Ergebnisse der SAW-biosensorischen Untersuchung sind in Tabelle 18
aufgefiihrt.
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Tabelle 18: Biosensorische Bestimmung der Bindungsaffinitdten kommerzieller Heparine und Heparin-
mimetischer Polymere an E-Selectin (N=3)

Substanz Kp [M] kon [M1s1] kot [s71]

UFH 436 x 1077 + 1,59 x 107 2,08 x 10* + 0,82 x 10% 8,27 x 1073 4 3,94 x 103
Enoxaparin n.d. n.d. n.d
Fondaparinux n.d. n.d. n.d.

Poly(SSS) 4,71 x 1077 £ 2,51 x 10~7 3,83 x 10 4+ 1,81 x 104 8,27 x 1073 £ 3,94 x 1073
20kDa

Poly(SSS-co-AA)-1:1 n.d. n.d. n.d.

10kDa

Poly(SSS-co-AA)-1:1 4,59 x 10~7 4 0,50 x 10~7 5,29 x 10 £ 0,92 x 10% 2,33 x 1072 4 0,43 x 10~2
20kDa

Poly(SPA-co-AA)-1:1 411 x 1077 4+ 4,05 x 107 4,87 x 10 + 3,57 x 104 1,17 x 1072 £ 0,32 x 102
20kDa

Entgegen den bisherigen, in der Literatur beschriebenen Beobachtungen konnte in diesem
Assay eine Bindung des E-Selectins durch UFH registriert werden. Im Vergleich zur Bin-
dung an das verwandte P-Selectin ist der K Wert von 4,36 4 1,59 x 10~ M fiir E-Selectin
angehoben und spiegelt eine schwachere Bindung durch UFH wider. Eine Bindung des
LMWH Enoxaparin konnte fiir dieses Adhésionsmolekiil nicht mehr detektiert werden.
Wie bereits in der vorherigen Betrachtung des P-Selectins ist Fondaparinux nicht in der
Lage an das endothelial exprimierte E-Selectin zu binden.

Interessanterweise scheinen die Bindungsaffinitaten der Heparin-mimetischen Polymere po-
ly(SSS) 20kDa, poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa und poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa im Vergleich
zu den kommerziellen Heparinen nicht beeintrachtigt zu sein und befinden sich noch immer
im hoheren nanomolaren Bereich. Lediglich das kleinere Polymer poly(SSS-co-AA)-1:1
10kDa ist nicht befahigt E-Selectin zu binden. Bei Betrachtung der Daten ist auffillig,
dass mit der Reduktion der molekularen Grofie des SSS-basierten Heteropolymers ein
Verlust der Bindung einhergeht. Spekulativ kénnte die Bindung des E-Selectins also von
der Prasenz einer negativen Ladung sowie einer kritischen Mindestgrofie abhéngig sein,
da bei einer reinen Abhéngigkeit von einer negativen Ladung des Molekiils eine Bindung

durch poly(SSS-co-AA)-1:1 10kDa bzw. Enoxaparin zu erwarten wére.
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5.2.3 Bindungskinetiken an VLA-4

Entgegen den Selectinen ist das Integrin VLA-4 nicht nur am initialen Rollen der meta-
stasierenden Zellen entlang des Endothels beteiligt, sondern vermittelt in seiner aktiven
Konformation durch die Bindung an VCAM-1 den starkeren Arrest der Tumorzelle am Endo-
thel. Bereits durch Schlesinger et al. konnten Kp Werte von 4,61 bzw. 2,22 x 1075 M fiir
die niedermolekularen Heparine Tinzaparin und Enoxaparin detektiert werden [334, 412].
Dadurch erscheint auch eine Bindung der Heparin-Mimetika plausibel. Die Bindungspara-

meter der VLA-4 Bindungen sind in Tabelle 19 gezeigt.

Tabelle 19: Biosensorische Bestimmung der Bindungsaffinitdten kommerzieller Heparine und Heparin-
mimetischer Polymere an das Integrin VLA-4 (N=3)

Substanz Kp M] kon [M1s1] ko [s71]

UFH 1,09 x 1076 + 0,24 x 106 3,41 x 10* £ 1,15 x 104 321 x 1072 4+ 1,18 x 102
Enoxaparin n.d. n.d. n.d
Fondaparinux n.d. n.d. n.d.

Poly(SSS) 1,63 x 10~7 4 0,09 x 10~7 7,82 x 10* £ 0,19 x 10% 1,25 x 1072 4+ 0,11 x 10~2
20kDa

Poly(SSS-co-AA)-1:1 4,07 x 10~7 £ 0,48 x 10~7 6,73 x 10* £ 0,71 x 10* 2,47 x 1072 £ 0,19 x 10~2
10kDa

Poly(SSS-co-AA)-1:1 3,43 x 1077 £ 1,08 x 10~7 5,94 x 10* 4+ 1,56 x 10% 1,78 x 1072 4+ 0,13 x 10~2
20kDa

Poly(SPA-co-AA)-1:1 n.d. n.d. n.d

20kDa

Mit einem Kp Wert von 1,09 + 0,24 x 1075M liegt das unfraktionierte Heparin im
Bereich der zuvor durch Schlesinger et al. beschriebenen Bindungen der niedermolekularen
Heparine. Jedoch muss angemerkt werden, dass in diesen Untersuchungen keine Bindung
des VLA-4 durch Enoxaparin detektiert werden konnte. Selbiges gilt fiir das Pentasaccharid
Fondaparinux. Ahnlich wie fiir E-Selectin kann keine Bindung fiir das Copolymer poly(SPA-
co-AA)-1:1 20kDa verzeichnet werden. Die K Werte der Heparin-Mimetika poly(SSS)
20kDa, poly(SSS-co-AA)-1:1 10kDa und poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa unterschreiten den
des UFH und deuten somit auf eine stiarkere Wechselwirkung mit VLA-4 hin. Der Kp Wert
fiir poly(SSS) 20kDa konnte mit 1,63 £ 0,09 x 10" M bestimmt werden und représentiert
so die beste Bindungskapazitat. Somit kann auch bei diesem Zielprotein ein Vorteil durch
das Vorhandensein des SSS-Monomers beobachtet werden, wobei auch hier positive Effekte

durch die Anwesenheit des n-Elektronen-Systems postuliert werden kénnen.
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5.2.4 Einfluss der Heparin-Mimetika auf die Zellviabilitat

Essentiell fiir die Evaluation einer Substanz in in-vitro Modellen und fiir den potentiellen
Einsatz in einem in-vivo Testsystem oder gar der weiteren Entwicklung zum Arznei-
stoffkandidaten ist die Beurteilung ihrer Toxizitat gegentiber den Zellen des exponierten
Organismus. Zur Abschatzung der Zelltoxizitat der untersuchten Polymere wurde der
Effekt von Verdiinnungsreihen auf die Viabilitat der immortalisierten Endothelzelllinie
EA .hy926 vermessen. Die Auswahl einer Endothelzelllinie anstelle von Tumorzelllinien er-
folgte unter der Annahme, dass Endothelzellen als Barriere des Blutes die Zellen darstellen,
welche bei einer Applikation der Polymere iiber einen langeren Zeitraum einer potentiellen
Toxizitat der angewendeten Heparin-Mimetika ausgesetzt sind. Die Viabilitaten sind in
Abbildung 32 gezeigt.
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Abbildung 32: Illustriert ist die Viabilitit der Endothelzelllinie EA.hy926 nach einer Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen der vier selektierten Heparin-Mimetika. Die Daten
repréasentieren Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhédngigen Versuchswie-
derholungen. N=3

Anhand der vorliegenden Viabilitdtsdaten ist keine Zelltoxizitat fiir die in den verwendeten
Testsystemen, mit Ausnahme der Thrombingenerierung, vorliegenden Endkonzentrationen
zu erkennen. Auch die fiir die Prainkubation der Thrombozyten eingestellte Konzentration

von 50 pg/mL scheint keine ausgepréigte Zytotoxizitat zu besitzen.

5.2.5 Blockade der VLA-4-vermittelten Tumorzellbindung an immobilisiertes
VCAM-1

Basierend auf den zuvor mittels SAW-Biosensorik detektierten Bindungsparametern lasst
sich fiir UFH sowie die SSS enthaltenden Polymere eine Bindung an VLA-4 nachweisen.
Ein direkter Einfluss auf die VLA-4/VCAM-1 gestiitzte Zelladhésion wird daraus jedoch
nicht evident. Zur funktionellen Analyse der Bindungskonsequenz wurde die Adhésion

VLA-4 tragender MV3 Melanomzellen an immobilisiertes VCAM-1 unter simulierten,
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physiologischen Flussbedingungen bestimmt. Zur Validierung des Messsystems wurden
die Zellen sowohl ohne als auch mit einer vorherigen Mn?*-vermittelten Uberfiihrung
des VLA-4 in die aktive Konformation vermessen. Dariiber hinaus wurden die durch
Dr. Piva etablierten MV3-ITGB1kd Zellen, welche durch den Mangel an Integrin g1
stark in ihrer VLA-4 Expression beeintréichtigt sind, sowie die korrespondierende MV3
scramble Kontrolle vermessen [384]. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 33
dargestellt. Aufgetragen ist der Anteil adhérenter Zellen an VCAM-1 als Mittelwerte +
Standardabweichung dreier unabhédngiger Versuchswiederholungen gegen die Zeit nach

Beginn des Pufferstroms.

unaktivierte MV3 wt
unaktivierte MV3-ITGB1kd
unaktivierte MV3 scramble
aktivierte MV3 wt
aktivierte MV3-ITGB1kd
aktivierte MV3 scramble

adharente Zellen [%]
SRR

Zeit [s]

Abbildung 33: Dargestellt ist der Anteil adhérenter Zellen an immobilisiertem VCAM-1 gegen die Zeit
nach Beginn des Pufferstroms. Zur Validierung des Messsystems wurden die Melanomzellen
ohne oder mit einer Aktivierung des VLA-4 durch Mn?* vermessen. Untersucht wurden
MV3 Wildtypzellen, MV3 Zellen mit reduzierter VLA-4 Expression (MV3 ITGB1kd) sowie
die entsprechende Vektorkontrolle (MV3 scramble). Die Daten werden als Mittelwerte +
Standardabweichung aus drei (MV3-ITGB1kd), fiinf (MV3 wt) bzw. sechs (MV3 scramble)
unabhéngigen Versuchswiederholungen gezeigt

Wie in Abbildung 33 zu erkennen, ermdglicht die Uberfiihrung des VLA-4 in die aktive
Konformation eine effiziente Bindung der Zellen an das immobilisierte VCAM-1. Im Ver-
gleich dazu ist die terminale Adhdrenz unaktivierter MV3 wt Zellen von 77 % auf lediglich
20 % reduziert. Eine massive unspezifische Bindung der aktivierten MV3 wt Zellen an
die Glasoberflache, auf welcher VCAM-1 immobilisiert ist, kann durch die Verwendung
Mn?*-aktivierter MV3-ITGB1kd Zellen (13 %) ausgeschlossen werden. Ein geringfiigiges
Auftreten unspezifischer Bindungen kann jedoch nicht vollends ausgeschlossen werden, da
auch die unaktivierten Knockdown-Zellen eine terminale Adhésion von 4 % zeigen. Eine
Storung des Versuchs durch den verwendeten lentiviralen Vektor kann durch den Vergleich
der terminalen Adhésionsraten der MV3 wt Zellen (77 % aktiviert, 20 % unaktiviert) und
der MV3 scramble Kontrolle (71 % aktiviert, 18 % unaktiviert) ausgeschlossen werden.

Zur Ermoglichung eines Vergleichs der Priainkubation Mn?*-aktivierter Tumorzellen mit

den untersuchten Testsubstanzen und einem Knockdown des Integrins 51 werden in den
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nachfolgenden Untersuchungen MV3 scramble Zellen verwendet. Die Ergebnisse der Inhi-
bitionsuntersuchung der kommerziellen Antikoagulantien sind in Abbildung 34 a gezeigt.
Wie aufgrund der nicht detektierbaren Bindungsparameter in den Biosensormessungen
zu erwarten, vermag es das synthetische Pentasaccharid Fondaparinux nicht die Bindung
der MV3 scramble Zellen iiber die VLA-4/VCAM-1 Achse zu inhibieren. Die Bindung des
VLA-4 durch UFH resultiert in einer Verminderung der Zelladhésion auf 54 %. Bemerkens-
werterweise fiihrt die Prainkubation mit Enoxaparin, welches zuvor nicht an VLA-4 binden
konnte, zur starksten Reduktion der Zellbindung innerhalb der betrachteten kommerziellen
Antikoagulantien (36 %).
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Abbildung 34: Illustriert sind die Anteile adhirenter, Mn?T-aktivierter MV3 scramble Zellen unter dem
Einfluss einer Prainkubation mit kommerziellen Antikoagulantien (a) oder den ausgewéhlten
Heparin-mimetischen Polymeren (b). Die Daten werden als Mittelwerte + Standardabwei-
chung dreier unabhéngiger Versuchswiederholungen gezeigt. (N=3)

Ubereinstimmend mit den detektierten Bindungsparametern iibersteigen die inhibitorischen
Kapazitaten der SSS-basierten Polymere mit Adhésionsraten von 15 % fir poly(SSS) 20kDa,
31 % fur poly(SSS-co-AA)-1:1 10kDa und 28 % fiir poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa die des
unfraktionierten Heparins. Auffallig ist, dass auch hier eine Hemmung fiir das zuvor nicht

bindende Polymer poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa zu verzeichnen ist. Mit einer residualen
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Adhéasion von 43 % liegt es in einem dhnlichen Inhibitionsbereich wie bereits Enoxaparin.
Grundlegend zeigen diese Ergebnisse, dass die Bindung des VLA-4 durch die kommerziellen
Antikoagulantien und Heparin-mimetischen Polymere ebenfalls zu einer funktionellen
Beeintrachtigung der von Tumorzellen genutzten VLA-4/VCAM-1 Adhésionsachse fiihrt.
Dariiber hinaus scheint es, dass auch Enoxaparin und poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa zur
Interferenz beféhigt sind, obwohl keine Bindung an VLA-4 detektiert werden konnte. Eine
Bindung der Substanzen an VCAM-1 erscheint durch den hohen Verdiinnungseffekt im
Pufferstrom unwahrscheinlich. Ohne nédhere Untersuchungen der Bindungsaffinitdt und
tumoralen Expression wéire an dieser Stelle die Blockade des Integrins 437 als VCAM-1
Bindungspartner spekulativ, sodass der Hintergrund des Hemmeffektes von Enoxaparin
und poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa nicht abschlieBend aufgeklart werden kann.

5.2.6 Inhibition der Tumorzellbindung am artifiziellen Endothel

Nach der Betrachtung des isolierten Bindungssystems VLA-4/VCAM-1 wurde in einem
weitergehenden artifiziellen Versuch, der die physiologischen Gegebenheiten realer abbildet,
die MV3 Bindung an einem Endothelmonolayer betrachtet. In den, von Dr. Christian
Gorzelanny am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefithrten, Versuchen wur-
de die Bindung der Mn?*-aktivierten MV3 Zellen an TNF-a-aktivierte Endothelzellen
unter einem simulierten kapillaren Scherstrom in Vollblut untersucht. Somit konnte der
kumulierte Hemmeffekt der P-Selectin, E-Selectin und VLA-4 Bindung betrachtet und
auch weitergehende Stromungseffekte anderer Blutbestandteile beriicksichtigt werden.
Verglichen wurden die inhibitorischen Kapazitaten der selektierten Testsubstanzen En-
oxaparin, poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa sowie poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sind in Abbildung 35 als représentative mikroskopische Aufnahmen
sowie als Mittelwerte + Standardabweichungen der Adhésionsrate dargestellt.

Deutlich zu erkennen ist, dass jede der untersuchten Substanzen eine starke Reduktion
der Adhasion GFP-markierter MV3 Zellen an das aktivierte Endothel vermittelt. So ist
eine Adhésion von lediglich rund 10 % gegeniiber der unbehandelten Vergleichskontrolle zu
verzeichnen. Besonders poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa, welches mit P-Selectin, E-Selectin
und VLA-4 alle drei Adhésionsmolekiile bindet, prasentiert sich so als potenter Inhibitor,
welcher nicht nur den Arrest der Zellen tiber VLA-4/VCAM-1 unterdriickt, sondern
ebenfalls das Potential mitbringt, das durch Selectine vermittelte Zellrollen zu unterbinden.
Ebenso bestatigen sich die Beobachtungen, dass Enoxaparin und das Copolymer poly(SPA-
co-AA)-1:1 20kDa trotz einer fehlenden VLA-4 Bindung die Adhésion der MV3 Zellen
inhibieren. Durch ihre Bindung des P-Selectins bieten auch sie das Potential bereits vor
der Ausformung eines festen Arrests das initiale Zellrollen zu unterbinden, und so in einem

Synergismus den zuvor am isolierten VCAM-1 detektierten Effekt zu potenzieren.
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Abbildung 35: Gezeigt sind reprisentative Aufnahmen der Adhésion Mn?*-aktivierter, GFP-markierter
MV3 Zellen (griin) an aktivierterm, CD31-markiertem Endothel (rot) sowie die Mittelwerte
+ Standardabweichungen der adhérenten Zellen unter Einfluss selektierter Inhibitoren. Zur
Normalisierung dienten unbehandelte MV3 Melanomzellen. (N=3)

5.2.7 Blockade der prometastatischen Heparanase-Aktivitat

Als ein wichtiges Enzym ist die Heparanase in den Prozess der Metastasierung und der
Tumorprogression involviert. Eine Adressierung durch Heparine stellt somit einen weiteren
Interferenzpunkt dar, der zur potentiellen antimetastatischen Aktivitdt der Heparine
beitragen kann und ebenso wie die Blockade der Adhésionssysteme mit der Extravasation
und Kolonisation metastasierender Zellen assoziiert wird. Im Zuge des internationalen
Kooperationsprojektes, dessen Teil diese Arbeit ist, wurde durch die Arbeitsgruppe von
Prof. Jin-ping Li an der Universitat Uppsala die Inhibition der Heparanase durch die
synthetischen Polymere bestimmt. Dazu nutzten sie einen homogeneous time resolved
fluorescence (HTRF) Assay und verglichen die inhibitorische Kapazitat der Polymere
mit Enoxaparin und dem Heparanase-Inhibitor PG545 (Pixatimod) [413]. Die Ergebnisse
dieser Analyse sind in Abbildung 36 dargestellt.

Ubereinstimmend mit der Literatur (vgl. Abschnitt 2.7.2), zeigt das niedermolekulare
Heparin Enoxaparin einen inhibitorischen Effekt gegeniiber der Heparanase, sodass ein
I[C59 Wert von 367,6 nM bestimmt werden kann. Entsprechend den Erwartungen zeigt
der klinisch getestete Heparanase-Inhibitor PG545 eine gesteigerte Potenz mit einem
IC59 Wert von 187,3nM. Der Blick auf die Heparin-mimetischen Polymere offenbart, dass
alle getesteten Heparin-Mimetika eine potente Inhibition der Heparanase vermitteln. Mit

IC50 Werten im Bereich von 19,6 bis 26,6 nM besitzen sie eine untereinander vergleichbare
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Aktivitat, welche jedoch die des Enoxaparins und des Heparanase-Inhibitors PG545 deutlich
iibersteigt. Somit kann die Hemmung der Heparanase als Beitrag zu einer potentiellen
antimetastatischen Wirkung der Heparine und Heparin-Mimetika postuliert werden, welcher

in zukinftigen in-vivo Experimenten am Mausmodell weiterer Bestitigung bedarf.

100+
754

50

Heparanase activity (%)

25+

0+ [}

10 13 16 19 22 25 28 31 34 37
Log[concentration (nM)]

-o- Poly(SSS) 20kDa ICg =26.6 nM
-a- Poly(SSS-co-AA)-1:1 10kDa ICgy =26.2 1M
=+ Poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa ICsp =19.6 nM
-+ Poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa ICsy =21.9nM
—— PG545 ICgy =187.3 M
-6~ Enoxaparin ICy, = 367.6 "M

Abbildung 36: Dargestellt sind die Konzentrations-Inhibitions-Kurven sowie die bestimmten 1C5q Werte

der Heparanase-Inhibition fiir die untersuchten Polymere und die Referenzen Enoxaparin
und PG545
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5.2.8 Zwischenfazit antiadhasive Eigenschaften

Zusammenfassend lédsst sich folgern, dass die Heparin-mimetischen Polymere, welche den
SSS-Baustein enthalten, in besonderem Mafle zur Bindung der drei untersuchten Ad-
hisionsmolekiile P-Selectin, E-Selectin und VLA-4 befihigt sind. Ahnlich verhalt sich
UFH, wobei es eine potentere Bindung zu P-Selectin aufweist, jedoch E-Selectin und
VLA-4 schwécher bindet. Die inhibitorische Kapazitdt der Heparine bzw. deren Mimetika
durch die Bindung und Blockade der Adhésionsmolekiile finden in der Unterdriickung
der MV3 Zelladhésion am isolierten VCAM-1 und dem artifiziellen Endothelmonolayer
Bestétigung. Mit Blick auf Enoxaparin und poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa lésst sich lediglich
eine Bindungsaffinitét gegentiber P-Selectin nachweisen. In den Adhésionsuntersuchungen
entfalteten sie jedoch ihren potenten inhibitorischen Effekt, welcher sich allerdings nicht
eindeutig auf die Bindung des VLA-4 zuriickfithren lasst. Den Erwartungen entsprechend,
konnte keine Bindung der Adhésionsmolekiile durch Fondaparinux verzeichnet werden,
was sich ebenso in der Abwesenheit einer Unterdriickung der Zelladhédsion an isoliertem
VCAM-1 widerspiegelt.

Mit Blick auf die Blockade des metastasierungsassoziierten Enzyms Heparanase prasentie-
ren sich die hier untersuchten Heparin-Mimetika als potente Inhibitoren und tibertreffen
sowohl das LMWH Enoxaparin als auch den klinisch getesteten Heparanase-Inhibitor
PG545.

Schlussfolgern lasst sich, dass die untersuchten Substanzen durch die Bindung und Blocka-
de der Adhéasionsmolekiile bzw. im Falle von Enoxaparin und poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa,
durch teils unbekannte Mechanismen in der Lage sind den Tumorzellarrest in einer in-vitro
Umgebung zu unterdriicken. Folglich stellen die Interferenz mit der Tumorzelladhésion
und die Blockade der prometastatischen Heparanase Eingriffspunkte in die hamatogene
Metastasierung dar, welche zu einem potentiellen antimetastatischen Effekt des Einsatzes
der Heparine beitragen konnen. Beide Interferenzpunkte werden gleichermaflen bzw. teils
effektiver durch die Heparin-Mimetika angesprochen. Mit Blick auf die strukturellen Anfor-
derungen einer Blockade des P-Selectins scheint die reine Présenz einer negativen Ladung
des Molekiils und eine minimale Grofle von 10 kDa ausreichend. Hingegen erfordert die
Blockade von E-Selectin und VLA-4 weitere strukturelle Voraussetzungen. So ist die reine
Préasenz der negativen Ladung nicht mehr ausreichend und scheint an eine molekulare
Mindestgrofle oder die entsprechende Verteilung bzw. die Prasenz eines aromatischen

n-Elektronen-Systems gekoppelt zu sein.
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5.3 Immunmodulatorische Eigenschaften Tumorzell-induzierter
Thrombozyten-Releasates und der Einfluss durch
Heparine/Heparin-Mimetika

Wie eingehend in den Abschnitten 2.5.2 und 2.6 dieser Arbeit erlédutert, riicken Thrombozy-
ten zunehmend als immunkompetente Zellen in den Fokus der Forschung und Entwicklung.
Zur Abschétzung eines pro- bzw. antimetastatischen Potentials der Thrombozyten und
ihrer Tumorzell-induzierten Releasates werden verschiedene zelluldre Komponenten des
angeborenen und adaptiven Immunsystems nach einer Koinkubation untersucht. Im Fokus
der Untersuchung steht dabei die Beeinflussung der CD41 und CD8*" T-Zellen sowie die
Aktivitat natiirlicher Killerzellen. Dartiber hinaus wird das Potential der kommerziellen
Antikoagulantien und Heparin-mimetischen Polymere bestimmt, durch die Interferenz in
der Tumorzell/Thrombozyten Kommunikation, die immunmodulatorische Kapazitit der

Releasates therapeutisch zu beeinflussen.

5.3.1 Thrombozyten verstarkte Sekretion des immunsuppressiven IL-10 aus PBMCs

Eine initiale Abschitzung der Beeinflussung des Immunsystems erfolgte durch die Inkuba-
tion antikorperstimulierter PBMCs mit Thrombozyten bzw. mit Tumorzell-induzierten
Thrombozyten-Releasates. Da nach aktuellem Wissensstand IL-2 nicht durch aktivierte
Thrombozyten freigesetzt wird, wurde ebenfalls der Einfluss einer externen Zugabe dieses
essentiellen T-Zell Wachstumsfaktors bestimmt. Als Marker der Immunmodulation wurde
die Freisetzung des immunsuppressiven IL-10 nach variierenden Stimuli mittels eines ELISA
quantifiziert. Die Ergebnisse der IL-10 Konzentrationsbestimmungen sind in Abbildung 37
dargestellt.

Anhand der Abbildung 37 a lasst sich erkennen, dass weder Thrombozyten (Plts) bzw.
PBMC:s alleine, noch die Kombination beider eine erhéhte Menge des IL-10 freisetzt. Da
die Adressierung des TCR essentiell fir die Aktivierung der T-Zellen ist, kann erst nach
der Behandlung der PBMCs mit CD3/CD28/CD2 stimulierenden Antikoérpern eine leicht
gesteigerte Freisetzung von IL-10 verzeichnet werden. Die externe IL-2 Zugabe beeinflusste
diese Behandlung jedoch nicht. Eine deutliche Steigerung der IL-10 Freisetzung gegeniiber
der reinen Antikorperstimulation (423 pg/mL) erbringt die kombinierte Koinkubation
mit stimulierenden Antikérpern und Thrombozyten (1125 pg/mlL). Eine Tendenz zur
weiteren Steigerung auf 1430 pg/mL zeigt hier die Zugabe von IL-2, erreicht jedoch keine
Signifikanz.

Bei Betrachtung der IL-10 Freisetzung nach einer Inkubation mit Tumorzell-induzierten
Thrombozyten-Releasates (Abbildung 37 b) zeigen sich dhnliche Effekt. Eine basale Frei-
setzung konnte jedoch fiir PBMCs und deren Behandlung mit Releasates nicht detektiert
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Abbildung 37: Dargestellt sind die IL-10 Konzentrationen in Uberstinden unterschiedlich inkubierter
PBMCs. Die Behandlung erfolgte entweder durch ganze Thrombozyten (a) oder durch
Tumorzell-induzierte Thrombozyten-Releasates (b). Die Daten représentieren die Mittelwer-
te + Standardabweichungen. N=3. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA
und eines Tukey Post-hoc Tests bestimmt. n.d.: nicht detektierbar; ns: nicht signifikant; **:
p<0,01; ***: p<0,001

werden. Ubereinstimmend konnte auch hier erst die Antikorperstimulation eine vermehrte
Freisetzung des IL-10 induzieren. Entgegen der vorherigen Beobachtung erbrachte der
Zusatz von IL-2 eine leichte Steigerung. Die hochsten Effekte werden erneut durch die
Inkubation der PMBCs mit stimulierenden Antikérpern, Releasates und IL-2 erreicht. Zwar
ist bei Betrachtung der Einzelmessungen eine deutliche Steigerung zu erkennen, aufgrund
der Streuung zwischen den Messungen erreichen die freisetzungssteigernden Effekte jedoch
keine Signifikanz.

Restimieren lésst sich, dass die alleinige Inkubation der PBMCs mit Thrombozyten oder
deren Releasates nicht zu einer Modulation der I1.-10 Freisetzung fiihrt. Erst bei der Koinku-
bation mit aktivierten PBMCs entfalten die Thrombozyten und Thrombozyten-Releasates
ihre modulatorische Kapazitiat und verschieben das Zytokinmilieu durch die Induktion
der IL-10 Freisetzung in Richtung einer Immunsuppression. Aufgrund der heterogenen
Zellpopulationen innerhalb der PBMCs lasst sich die Verdnderung der IL-10 Sekretion
nicht der Modulation einer definierten Leukozytenpopulation zuordnen. Zwar stellt I1L-10
ein essentielles Effektorprotein regulatorischer T-Zellen dar; es kann jedoch auch aus
weiteren Leukozyten sezerniert werden. So zeigten etwa Linke et al., dass thrombozytéares
PGE2 eine IL-10 Freisetzung aus Monozyten induzieren kann [414]. Erwdahnt sei auch, das
aufgrund der enormen Komplexitiat der Zusammensetzung der Thrombozyten-Releasates
verschiedene Mediatoren diskutiert werden, welche zur Sezernierung des IL-10 aus PBMCs
beitragen konnten. Etwa beschreiben Gerdes und Kollegen eine verstarkte Freisetzung
des IL-10 aus CD4*" T-Zellen durch die Aktivierung mit RANTES oder PF4, jedoch
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konnten Liu et al. keine IL-10 Sekretion nach einer Inkubation von CD4*CD25% Zellen mit
PF4 beobachten [415, 416]. Dies zeigt den Bedarf weiterer, zukiinftiger Untersuchungen
zur Identifikation potentieller Schliisselmediatoren auf diesem Gebiet, was jedoch nicht
Gegenstand dieser Arbeit ist.

Beziiglich einer externen IL-2 Zugabe lasst sich kein einheitlicher bzw. deutlicher Vorteil
feststellen, sodass auf einen weiteren Zusatz von IL-2 in den nachfolgenden Testsystemen

verzichtet wird.

5.3.2 Beeinflussung der CD4*1 T-Zell Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen

IL-10 stellt eines der essentiellen Effektorproteine regulatorischer T-Zellen dar, welche im
Kontext eines Krebsleidens eine besondere Rolle in der Unterdriickung des Immunsystems
innehaben (vgl. Abschnitte 2.4.1 und 2.5.1). Basierend auf den Daten der IL-10 Freisetzung
wurde der Effekt der Thrombozyten und Thrombozyten-Releasates auf die Differenzierung
isolierter CD4% T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen bestimmt. Diese wurden in der
Durchflusszytometrie als CD25 und FoxP3 doppelpositive CD4" T-Zellen definiert. Die
Anteile der regulatorischen T-Zellen nach einer Koinkubation der isolierten CD41 T-Zellen
mit Thrombozyten oder Tumorzell-induzierten Thrombozyten-Releasates sind in Abbildung
38 dargestellt.

Anhand der Daten aus Abbildung 38 a und c lésst sich erkennen, dass auch hier die reine
Inkubation der CD4" T-Zellen mit Thrombozyten keinen Einfluss auf die Differenzierung zu
regulatorischen T-Zellen entfaltet, und das Basallevel der T,ees somit unter 0,5 % liegt. Wie
bereits zuvor bedarf es der Stimulation durch CD3/CD28/CD2 aktivierende Antikorper um
eine T,y Differenzierung einzuleiten. Durch die Inkubation mit Thrombozyten kann der
Anteil von 8,9 % auf 18,7 % mehr als verdoppelt werden. Dabei scheint es, dass die Préasenz
der Thrombozyten selbst zwar die Induktion der T,e, Differenzierung verstarkt, jedoch nicht
essentiell ist, da auch die Behandlung mit Releasates die Differenzierung stimulierter CD4™
T-Zellen von 9,0 % signifikant auf 13,2 % steigert. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
den Experimenten von Gerdes und Kollegen, welche ebenfalls einen T,eo-differenzierenden
Effekt der Thrombozyten zeigen konnten [415]. Mit Blick auf die Forderung des Tyeg-
Anteils durch Thrombozyten werden diese Ergebnisse auch durch Rossaint et al. bestétigt.
Jedoch konnten sie in ihrer Studie keine Differenzierung regulatorischer T-Zellen und eine
damit einhergehende IL-10 Sekretion durch sCD40L aktivierte Thrombzyten-Releasates
verzeichnen. Eine Divergenz zwischen den hier prasentierten Daten und den Ausfiihrungen
von Rossaint et al. scheint aber vor dem Hintergrund einer méglichen, differenzierten
Granula-Sezernierung und der unterschiedlichen, fiir die Aktivierung der Thrombozyten
genutzten Stimuli nicht unplausibel [299].

Um eine Inhibition der T, Differenzierung als funktionelle Konsequenz der Interfe-
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Abbildung 38: Abgebildet sind reprisentative Dotplots der Identifikation regulatorischer T-Zellen als
CD25%FoxP3* doppelpositive Events unter dem Einfluss von Thrombozyten (a) und
Tumorzell-induzierten Thrombozyten-Releasates (b). Die kumulierten Daten sind fiir
Thrombozyten (c) und Releasates (d) als Mittelwerte + Standardabweichungen aufgetragen.
N=3. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA und einem Tukey Post-hoc
Test bestimmt. ns: nicht signifikant; **: p<0,01; ***: p<0,001

renz kommerzieller Antikoagulantien und Heparin-mimetischer Polymere in der Tumor-

zell/Thrombozyten Kommunikation zu bestimmen, wurden die entsprechend préparierten

Releasates zur Induktion der Differenzierung verwendet. Wie in Abbildung 39 b zu erken-

nen, vermogen es die Heparine UFH und Enoxaparin die Generierung Tumorzell-induzierter

Releasates soweit zurtickzudrangen, dass diese ihren stimulierenden Effekt nicht entfalten

konnen. Trotz einer fehlenden Signifikanz der Ergebnisse zeigt sich ein klarer Effekt der

Heparine zur Abschwéachung der Immunsuppression. Im Gegensatz dazu lésst sich aber

erkennen, dass das Pentasaccharid Fondaparinux kaum zur Reduktion der Effekte des

Releasates befdhigt ist. Die inhibitorische Kapazitit des Homopolymers poly(SSS) 20kDa,

liegt auf einem vergleichbaren Niveau wie das von UFH und Enoxaparin. Eine leicht
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Abbildung 39: Dargestellt sind Einfliisse der unter Priasenz Heparin-mimetischer Polymere bzw. Antiko-
agulantien hergestellten Thrombozyten-Releasates auf die Tyeg-Anteile in isolierten CD4™
T-Zellkulturen. Gezeigt sind représentative Dotplots zur Identifikation regulatorischer
T-Zellen anhand der Marker CD25 und FoxP3 (a) sowie die Mittelwerte + Standardab-
weichungen (b). N=3. Die Signifikanzen wurden mittels der One-Way ANOVA und eines
Dunnett Post-hoc Tests bestimmt. ns: nicht signifikant; *: p<0,05; ***: p<0,001

starkere Reduktion des Releasate-Effektes durch die poly(SSS-co-AA)-1:1 Copolymere in
den GroBlen 10kDa und 20 kDa fithrt zu einer Signifikanz der Ergebnisse. Interessanter-
weise zeigt auch das Heparin-Mimetikum poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa eine signifikante
Reduktion des Tie.-Anteils an der CD4* Zellkultur, obwohl seine inhibitorische Kapazitét
in den initialen Untersuchungen zur Aktivierung der Thrombozyten kaum ausgepriagt war.
Aufgrund der nicht klar definierten Mediatoren des Effektes der Tumorzell-induzierten
Thrombozyten-Releasates und der starken negativen Ladung der Heparine bzw. Heparin-
Mimetika ist es denkbar, dass sie auch bei einer Freisetzung der relevanten Mediatoren wie
etwa RANTES, diese in Manier eines scavengers binden und ihrer funktionellen Aktivitéit

berauben. Diese These bedarf einer ndhergehenden Untersuchung in kiinftigen Arbeiten.

5.3.3 Diametrale Effekte auf die Aktivitit zytotoxischer CD8" T-Zellen

CD8* T-Zellen stellen die Hauptkomponente der antitumoralen Antwort des adaptiven
Immunsystems dar und nehmen so mafigeblich Einfluss auf den Verlauf einer malignen

Erkrankung. Um die Auswirkungen einer Interaktion mit Thrombozyten bzw. deren Re-
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leasates zu evaluieren, wurde die Aktivitat der CD8" T-Zellen anhand der Expression der
Aktivierungsmarker CD25 und CD69 auf der Zelloberfliche bestimmt.

Die Ergebnisse des initialen Versuchs, aktivierte CD8" T-Zellen als CD25TCD69" doppel-
positive Zellen zu definieren, sind in Abbildung 40 dargestellt. Deutlich zu erkennen ist,
dass mit einem Anteil von etwa 1 % kaum aktivierte CD8" T-Zellen in einer unstimulierten
Zellkultur prasent sind. Wie bereits bei CD41 T-Zellen detektiert, wird dies nicht durch
die alleinige Zugabe von Thrombozyten bzw. den Tumorzell-induzierten Thrombozyten-
Releasates beeinflusst. Eine Stimulation mit den T-Zell-aktivierenden Antikérpern hingegen
filhrt erwartungsgeméf zu einem starken Anstieg der doppelpositiven Zellen auf einen
Anteil von 27%. Weder die Inkubation der antikorperstimulierten CD8% T-Zellen mit
Thrombozyten (29 %) noch mit den Tumorzell-induzierten Releasates (27 %) beeinflusst die
Aktivierung der untersuchten Zellkulturen. Dementsprechend zeigt auch die Verwendung
der unter Einfluss der Antikoagulantien bzw. Mimetika hergestellten Releasates kaum
differenzierbare Effekte.
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Abbildung 40: Dargestellt ist der Anteil CD25 und CD69 doppelpositiver CD8' T-Zellen in isolierten
Zellkulturen nach der Aktivierung mit stimulierenden Antikérpern und einer Koinkubation
mit Thrombozyten bzw. den entsprechenden Releasates. Die Daten reprasentieren Mittel-
werte + Standardabweichungen dreier unabhéngiger Versuchswiederholungen (N=3)

Bei einer nahergehenden Betrachtung der Daten zur Identifikation der doppelpositiven
CD8*" T-Zellen zeigte sich aber, dass innerhalb der Dotplots ein deutlicher Anstieg
CD25 positiver Zellen erkennbar ist (vgl. Abbildung 41). Aufgrund dessen wurden die
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Daten anhand der in Abschnitt 4.13.2 beschriebenen Gating-Strategie analysiert, um die
Expression von CD25 und CDG69 separiert zu betrachten und ein differenzierteres Bild der
CD8* Aktivierung zu erlangen. Die Ergebnisse der differenzierten Betrachtung der CD25
und CD69 Expression sind in den Abbildungen 42 und 43 dargestellt.

+ Stim.Abs. + Stim.Abs. + Rel.

CD25

Y

CD69

Abbildung 41: Reprisentative Darstellung der Dotplots zur Identifikation CD25TCD69T CTL, welche die
Zunahme des Anteils CD25 positiver Zellen veranschaulichen

Wie in Abbildung 42 ¢ zu erkennen, ist auch bei einer separaten Analyse der beiden
Aktivierungsmarker CD25 und CD69 keine signifikante Steigerung der Expression durch
die alleinige Koinkubation mit Thrombozyten detektierbar. Ein signifikanter Anstieg ist
nach einer Aktivierung der CD8" T-Zellkultur mit den stimulierenden Antikérpern zu
beobachten und resultiert in einem Anteil von 46 % positiven Zellen fiir CD25 und 44 % fiir
CD69. Durch die gleichzeitige Inkubation mit Thrombozyten kann bei der differenzierten
Betrachtung der Aktivierungsmarker ein signifikanter Anstieg der CD25 Expression auf
75 % verzeichnet werden, wohingegen der Anteil CD69 positiver Zellen nicht signifikant auf
36 % reduziert wird. Ein sehr dhnliches Bild ergibt sich fir die Inkubation mit Tumorzell-
induzierten Thrombozyten-Releasates mit leicht abweichenden Anteilen von 65 % fir CD25
bzw. 35 % fiur CDG69. Somit scheint es, dass es zu einer gegenldufigen Beeinflussung der
beiden Aktivierungsmarker kommt.

Bei Betrachtung der Einfliisse der verschiedenen Releasates in Abbildung 43 zeigt sich,
dass keines der kommerziellen Antikoagulantien einen Einfluss auf die durch Tumorzell-
induzierte Releasates vermittelte Modulation der CD25 Expression nimmt. Lediglich
fiir die Heparin-mimetischen Polymere, welche das SSS-Monomer enthalten, kann eine
Tendenz einer Inhibition des Releasate-vermittelten Effektes verzeichnet werden. Die

einzige, moderat signifikante Reduktion der CD25 Expression wird durch den Einsatz
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Abbildung 42: Gezeigt sind repréisentative Dotplots der Anteile CD25 (a) und CD69 (b) positiver Zellen.
Die kumulierten Daten aus drei unabhéngigen Experimenten sind als Mittelwerte + Stan-
dardabweichung fiir die Inkubation mit Thrombozyten (c) und Thrombozyten-Releasates
(d) angegeben. Die Signifikanz wurde mittels einer Two-Way ANOVA und eines Tukey
Post-hoc Test bestimmt. ns: nicht signifikant; **: p<0,01; ***: p<0,001

von poly(SSS-co-AA)-1:1 in der Grofle von 10kDa erreicht. Hinsichtlich des frithen Akti-
vierungsmarkers CD69 bestétigt sich die geminderte Expression unter dem Einfluss der
Tumorzell-induzierten Thrombozyten-Releasates. Allerdings kann hier durch keine der
untersuchten Testsubstanzen eine Verminderung des Releasate-vermittelten Effektes ver-

zeichnet werden. Entsprechend lésst sich auf der Grundlage der durchflusszytometrischen
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Untersuchungen keine klare Aussage treffen, ob Thrombozyten bzw. deren Releasates einen

aktivierenden oder leicht inhibierenden Charakter gegeniiber den CD8% T-Zellen besitzen.
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Abbildung 43: Tllustriert sind die prozentualen Anteile CD25 bzw. CD69 exprimierender CD8' T-Zellen
nach einer Inkubation mit den unter Einfluss von Antikoagulantien bzw. Heparin-Mimetika
hergestellten Releasates. Die Daten représentieren die Mittelwerte + Standardabweichungen
dreier unabhéngiger Versuche (N=3). Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels einer
One-Way ANOVA mit nachfolgendem Dunnett Post-hoc Test bestimmt. ns: nicht signifikant;
*: p<0,05

Als eine Moglichkeit zur Erkldrung der gegensétzlichen Verhaltensweisen der beiden Akti-
vierungsmarker wurden die unterschiedlichen Expressionskinetiken in Betracht gezogen.
Dabei wird CD69 generell als ein frither Aktivierungsmarker angesehen [417]. Zur Ein-
ordnung dieser Moglichkeit wurden CD8" T-Zellen 24h, 48 h und 96 h nach der initialen
Aktivierung der Zellen untersucht, wobei der Zeitpunkt der 96 h entsprechend 48 h nach
der zweiten Thrombozyten- bzw. Releasatezugabe lag. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind
in Abbildung 44 dargestellt.

Wie anhand der Abbildungen 44 a und b zu erkennen ist, kann bei nicht mit Antikor-
pern stimulierten CD8% T-Zellen lediglich fir die 24 h Probe der Releasates und die 96 h
Probe der Thrombozyten eine CD25 bzw. CD69 Expression registriert werden. Aufgrund
der umliegenden Expressionswerte dieser Proben erscheint aber eine Messabweichung
als Ursache des erhohten Signals eher plausibel. Bei Betrachtung der Proben stimulier-

ter CD8" T-Zellen zeigt sich, dass sowohl Thrombozyten als auch Tumorzell-induzierte
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Abbildung 44: Dargestellt ist die Untersuchung der CD25 (a) und CD69 (b) Expression nach Antikor-
perstimulation und Inkubation mit Thrombozyten bzw. Thrombozyten-Releasates an den
Zeitpunkten 24 h, 48 h und 96 h nach der initialen Aktivierung der CD8' T-Zellen. N=1

Thrombozyten-Releasates die frithe Expression der Marker nach 24 h inhibieren. Diese In-
hibition scheint 48 h nach der Aktivierung langsam nachzulassen. Bei der CD25 Expression
(Abbildung 44 a) fihrt die zweite Zugabe der Thrombozyten bzw. Releasates zu einem
starken Anstieg der CD25 Expression. Wahrend eine zweite Zugabe der Thrombozyten
die CD69 Expression antikorperstimulierter CD8" T-Zellen reduziert, bleibt diese durch
die Zugabe von Releasates unbeeinflusst, sodass keine eindeutige Modulation verzeichnet
werden kann. Da auch nach der zweiten Zugabe des reinen Thrombozyten-Puffers zur
-+ Stim. Abs. Probe eine gesteigerte CD69 Expression detektiert wird, scheint eine, im
Vergleich zu CD25 verminderte Expression des frithen Aktivierungsmarkers CD69 nicht
durch einen Unterschied in der Expressionskinetik erklarbar. Zusammenfassend ergibt sich
auf der Grundlage der durchflusszytometrischen Untersuchungen zur Quantifizierung der

membranstindigen Aktivierungsmarker kein eindeutiges Bild der CD8" T-Zell Modulation
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durch Thrombozyten bzw. die Tumorzell-induzierten Thrombozyten-Releasates. Um weite-
re Einblicke in die Modulation der CTL zu erlangen, wurde mittels einer Multiplex Analyse
die Aktivierung der CD8% T-Zellen anhand der Sekretion zytolytischer und proinflamma-
torischer Mediatoren bestimmt. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 45 fiir
Granulysin, Perforin, Granzym B, IFN-y, IL-17A sowie TNF-a dargestellt.
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Abbildung 45: Dargestellt sind die Konzentrationen der Zytokine Granulysin (a), Perforin (b), Granzym B
(), IFN-y (d), IL-17A (e) und TNF-a (f) in Uberstéinden der unterschiedlich stimulierten
CD8* T-Zellkulturen. Die Daten repriisentieren Mittelwerte £+ Standardabweichungen fiir
N=3. Die Signifikanz wurde mittels der One-Way ANOVA und eines Dunnett Post-hoc
Tests bestimmt. n.d.: nicht detektierbar; ns: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001

Grundsatzlich ldsst sich ein dhnliches Freisetzungsmuster fiir alle der sechs untersuch-
ten Mediatoren erkennen. So werden entsprechend der auf den bisherigen Ergebnissen
fuenden Erwartung keine bzw. nur marginale Mengen der Mediatoren durch die nicht
mit Antikorpern stimulierten Proben sezerniert. Mit Blick auf die Modulation durch
Thrombozyten bzw. Releasates werden divergente Effekte ersichtlich. Wahrend in allen
Proben, mit Ausnahme des Granzym B, die Koinkubation aktivierter CD8" T-Zellen mit
Thrombozyten zur Reduktion der Mediatorfreisetzung tendiert, wird durch den Einsatz der

Tumorzell-induzierten Thrombozyten-Releasates eine Verstarkung der Freisetzung vermit-
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telt. Die Inaktivitdt der kommerziellen Antikoagulantien zur Modulation der Expression
von CD25 und CDG69 spiegelt sich auch in der Freisetzung der zytolytischen und proinflam-
matorischen Mediatoren wider. Jedoch ist eine abschlieBende Bewertung aufgrund teils
hoher Standardabweichungen erschwert. Ein klareres Bild zeichnet sich bei der Betrachtung
der Heparin-mimetischen Polymere ab. Eine deutliche und teils signifikante Reduktion
der Mediatorfreisetzung kann durch die SSS-Monomer enthaltenden Polymere bewirkt
werden. Hingegen besitzt das nicht-antikoagulatorische Copolymer poly(SPA-co-AA)-1:1
20kDa keinen inhibitorischen Effekt auf die Releasate-vermittelte zytolytische Aktivitat
der CD8" T-Zellen. Der Vergleich zu Beobachtungen anderer Wissenschaftler verdeutlicht
die Komplexitit des Einflusses auf die Aktivitdat der CTL. Elzey et al. sowie Chapman
und Kollegen zeigten fiir Thrombozyten einen unterstiitzenden Effekt auf die zytolytische
Aktivitat von CD8' T-Zellen [293, 418|. Hingegen zeigten Guo et al. im Modell einer
Sepsis, dass Thrombozyten iiber MHC-I die Aktivitdt von CD8% T-Lymphozyten ver-
mindern [419]. Des Weiteren konnte in aktuellen Studien gezeigt werden, dass PD-L1%
Thrombozyten an der Regulation intratumoraler CD8" T-Zellen beteiligt sein und als
prognostischer Marker dienen konnen [269, 420]. Auch die hier préisentierten, divergenten
Daten zu den Effekten der Thrombozyten bzw. deren Releasates verdeutlichen, dass die
Thrombozyten/CD8" T-Zell Interaktion von vielen Einflussfaktoren, wie etwa der Prisenz
der Thrombozytenmembran oder den pathophysiologischen Umstanden getragen wird.

Eine generelle Definition des modulierenden Effektes scheint somit nahezu unmoglich.

5.3.4 Beeinflussung der zytolytischen Kapazitat natiirlicher Killerzellen

Da auf Grundlage der erhobenen Daten zur zytolytischen Aktivitdt der CD8% T-Zellen
kein klarer Effekt ableitbar war, sollen in den folgenden Versuchen auch die Effekte auf
natiirliche Killerzellen einbezogen werden. Als zytolytische Komponente der angeborenen
Immunabwehr sind natiirliche Killerzellen essentiell in der Erkennung und Elimination ma-
ligner Zellen. Wie bereits in Abschnitt 2.6.2 beschrieben, kann die Aktivitdt der NK-Zellen
iiber eine Reihe verschiedener Mechanismen durch Thrombozyten beeinflusst werden. Um
den Einfluss der immunmodulierenden Eigenschaft der Tumorzell-induzierten Releasates in
An- bzw. Abwesenheit der Antikoagulantien und Heparin-Mimetika zu evaluieren, wurden
PBMCs mit den entsprechenden Releasates préainkubiert und anschliefend hinsichtlich
ihrer Fahigkeit zum Angriff gegen Tumorzellen untersucht. Durch die Verwendung der
spezifisch durch NK-Zellen attackierten Zelllinie K562 konnte der Einfluss auf die zytolyti-
sche Kapazitat der natiirlichen Killerzellen bestimmt werden. Die Ergebnisse eines ersten
Vorversuchs sind in Abbildung 46 dargestellt.

Entsprechend den Erwartungen lasst die Zytolyse mit sinkendem Gehalt an PBMCs im E:T
Verhéltnis nach. Auch die Kontrollen zur Bestimmung der maximalen Zytolyse (50:1 + 11.2)
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Abbildung 46: Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Anteile durch PBMCs abge-
téteter Zielzellen aus zwei unabhingigen Versuchen. Zur Uberpriifung der Funktionalitét
des Assaysystems wurden unterschiedliche E:T Verhéltnisse sowie die Positivkontrolle 11.-2
aktivierter PBMCs und die Negativkontrolle reiner K562 Zielzellen vermessen

und des basalen Anteils toter K562 Zielzellen (0:1) liegen in plausiblen Bereichen. Das
Messsystem kann somit als valide betrachtet werden und kann entsprechend den Angaben
in Abschnitt 4.13.3 zur Bestimmung des Einflusses der Thrombozyten-Releasates auf die
zytolytische Aktivitdt der PBMCs und somit der NK-Zellen gegeniiber den untersuchten
Tumorzellen verwendet werden. Diese Einfliilsse der Tumorzell-induzierten Thrombozyten
Releasates sind in Abbildung 47 dargestellt.
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Abbildung 47: Gezeigt ist die Hemmung der zytolytischen Aktivitat natiirlicher Killerzellen durch die
Inkubation mit Thrombozyten-Releasates in An- bzw. Abwesenheit des stimulierenden
Zytokins IL-2. Die Daten représentieren Mittelwerte + Standardabweichungen aus N=8
Versuchen. Die Signifikanzen wurden mittels eines ungepaarten t-Tests bestimmt. **:
p<0,01
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Eine Pridinkubation der PBMCs mit Thrombozyten-Releasates, die einem PBMC zu
Thrombozyten Verhéltnis von 1:250 entsprechen, fiithrt zu einer signifikanten Reduktion
der zytolytischen Kapazitit. So werden IL-2 stimulierte PBMCs in ihrer Aktivitat von 32 %
auf 19 % reduziert, wahrend die Inkubation ohne IL-2 zur Reduktion von 32 % auf 21 %
fithrt. Entgegen dem initialen Vorversuch fiihrte die zusatzliche Inkubation mit IL-2 nicht
zu einer merklichen Steigerung der zytolytischen Aktivitéit, sodass diese in den folgenden
Untersuchungen zur inhibitorischen Kapazitat der kommerziellen Antikoagulantien und
der synthetischen Heparin-Mimetika nicht beriicksichtigt wurde. Die Ergebnisse der Modu-
lationen des Releasate Effektes durch die untersuchten Inhibitoren sind in Abbildung 48
gezeigt.
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Abbildung 48: Dargestellt ist der Einfluss der Antikoagulantien und Heparin-Mimetika auf die Hemmung
der zytolytischen Aktivitdt der NK-Zellen durch Thrombozyten-Releasates. Gezeigt sind
die Mittelwerte + Standardabweichungen fiir fiinf unabhéngige Versuchswiederholungen
(N=5). Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA und eines Dunnett Post-hoc
Tests analysiert. ns: nicht signifikant; *: p<0,05

Unter den kommerziellen Antikoagulantien lésst sich lediglich fiir UFH eine Tendenz
zur Inhibition des Releasate Effektes erkennen, welcher jedoch keine Signifikanz erreicht.
Aktivitaten des LMWH Enoxaparin und des FXa-Inhibitors Fondaparinux zeigen sich
nicht. Eine Besonderheit lasst sich bei Betrachtung der Heparin-mimetischen Polymere
erkennen. Wie bereits in vielen der zuvor untersuchten Testsysteme kann auch mit Sicht
auf die zytolytische Aktivitat der NK-Zellen kein Effekt des Copolymers poly(SPA-co-
AA)-1:1 20kDa erfasst werden. Entgegen der auf den bisherigen Beobachtungen beru-

henden Erwartung zeigten die SSS enthaltenden Polymere eine scheinbare Verstéarkung
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der Releasate-vermittelten Hemmung und reduzierten die zytolytische Aktivitat auf 14,5
bis 12,2 %. Da diese Polymere jedoch die Ausschiittung thrombozytérer Mediatoren als
Konsequenz einer Thrombozytenaktivierung unterbinden, scheint es unwahrscheinlich, dass
sie, wie fiir die Bindung von TGF-/ durch UFH beschrieben, die funktionelle Aktivitét
der Mediatorstoffe steigern [421]. Somit scheint die plausibelste Erklarung dieser Effekte
eine intrinsische Kapazitiat der Copolymere zur Hemmung der zytolytischen Aktivitat der
NK-Zellen zu sein, welche in zukiinftigen Versuchen adressiert werden muss. Als potentielle
Mechanismen dieser Hemmung sollten die Bindung und Alternierung der funktionellen
Aktivitdat von thrombozytiaren Mediatoren oder die sterische Hinderung der Ausformung
einer zytolytischen Synapse durch die Heparin-Mimetika in Betracht gezogen werden.
Die Integritit des Testsystems wurde anhand der mitgefithrten Kontrollen, die in Ab-
bildung 49 illustriert sind, bestétigt. Entsprechend den Angaben nach Kandarian et al.
liegen die Anteile toter Zellen in der unbehandelten Zielzellpopulation unter 15 % und in
reinen PBMCs unter 5 %. Des Weiteren zeigen PBMCs als Effektorzellen keine positiven
Ereignisse fiir CFSE, sodass eine sichere Identifikation der K562 Zielzellen gewahrleistet
ist. Die Effektivitdt der Féarbung toter Zellen mit 7-AAD kann anhand der durch Tween-20
getoteten Zielzellen bestitigt werden [422].
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Abbildung 49: Dargestellt sind die mitgefiihrten Kontrollen zur Uberpriifung der funktionellen Integritét
der Zellen (orange, griin) und der verwendeten Farbungen (blau, rot). Gezeigt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von fiinf unabhéngigen Versuchswiederholungen
(N=5) fiir jede der untersuchten Behandlungen
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5.3.5 Zwischenfazit immunmodulierender Eigenschaften

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse bestatigen die komplexen und teils divergen-
ten Effekte auf das Immunsystem, die durch Thrombozyten und ihre Releasates vermittelt
werden konnen. Dementsprechend kénnen auch die Einfliisse der Antikoagulantien und
Heparin-Mimetika wahrend der Tumorzell-vermittelten Thrombozytenstimulation nicht
klar als vorteilig oder nachteilig eingeordnet werden, sondern sind stark situationsabhéngig.
So kann hinsichtlich der Differenzierung CD4" T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen ein
deutlicher Vorteil der Prasenz von Antikoagulantien bzw. Heparin-Mimetika postuliert
werden. Sie reduzieren die Differenzierung zu T,e, deutlich, wodurch diese ihre immunsup-
pressiven Effekte, wie etwa die Ausschiittung des IL-10, nicht in vollem Ausmaf} entfalten
konnen. Dies birgt das Potential, dass das Immunsystem wieder effektiver zur antitumora-
len Antwort befahigt ist.

Hinsichtlich der Aktivitat der zytotoxischen CD8" T-Zellen zeigt sich ein differenziertes
Bild. Der direkte Kontakt zu Thrombozyten scheint nachteilig zu sein, da die Sekretion
zytolytischer und proinflammatorischer Zytokine reduziert wird und somit die antitumorale
Immunantwort beeintrachtigt ist. Der isolierte Effekt der ausgeschiitteten Mediatoren
aktivierter Thrombozyten fithrt hingegen zu einer Aktivierung der CD8% T-Zellen und
kann so einen vorteilhaften Effekt auf die Immunantwort vermitteln. Dieser wird nicht
durch die kommerziellen Antikoagulantien beeinflusst, jedoch durch die SSS enthaltenden
Heparin-mimetischen Polymere inhibiert. So prasentiert sich die scheinbare Inaktivitéit
der kommerziellen Heparine, mit Blick auf einen antimetastatischen Effekt, als ein Vorteil
gegeniiber den Heparin-Mimetika.

Auch mit Fokus auf die zytolytische Aktivitdt der nattirlichen Killerzellen kann festgestellt
werden, dass UFH den Heparin-Mimetika iiberlegen ist. Es reduziert die inhibitorische
Kapazitat des Tumorzell-induzierten Thrombozyten-Releasates und kann so unterstiitzend
auf die antitumorale Immunantwort einwirken. Hingegen muss fiir die Heparin-mimetischen
Polymere, welche auf dem 4-Styrensulfonat Monomer basieren, ein intrinsischer Hemmef-
fekt gegeniiber den NK-Zellen postuliert werden.

Dies verdeutlicht, dass der Eingriff in die Tumorzell-induzierte Thrombozytenaktivierung
durch kommerzielle Antikoagulantien und die synthetischen Heparin-Mimetika zu einer
komplexen und divergenten Modulation des Immunsystems fithrt. Auf Grundlage der hier
prasentierten Ergebnisse lasst sich sowohl fiir die Heparine als auch fiir die mimetischen
Polymere ein positiver Effekt auf die Immunantwort skizzieren. Eine abschlieSende Be-
urteilung der Uberlegenheit einer Substanzklasse und die Frage inwieweit welcher der
hier beschriebenen Effekte die tiberwiegende Relevanz besitzt, miissen kiinftige in-vivo

Analysen zeigen.
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5.4 Bindung an PF4 als Surrogatparameter einer HIT-II-Gefahr

Das Auftreten der HIT-II ist eine seltene, jedoch oft schwerwiegende und potentiell
letale Komplikation einer Heparin-Therapie, die insbesondere bei Anwendung von UFH
auftreten kann. Zugrunde liegt die Komplexierung des positiv geladenen PF4 durch das
grofe und stark anionische Heparin. Die Heparin-Mimetika prasentieren sich dhnlich
potent in der Hemmung des protumoralen Effekts der Thrombozyten. Besonders in der
Untersuchung der Bindungskinetiken erreichen sie ahnliche K, Werte wie UFH. Folglich
soll in einem Modellversuch ein direkter Vergleich der potentiellen HIT-II-Gefahr erfolgen.
Zur Abschéatzung dieser moglichen HIT-II-Gefahr wurde die Bindung der kommerziellen
Antikoagulantien und der Heparin-mimetischen Polymere an PF4 vermessen. Die Ergebnisse

dieser biosensorischen Analyse sind in Tabelle 20 aufgefiihrt.

Tabelle 20: Bindungsaffinitdten kommerzieller Heparine und Heparin-mimetischer Polymere an PF4

Substanz Kp [M] kon [M1s1] kot [s71]

UFH 5,83 x 1011 £ 3,05 x 10~11 3,45 x 108 + 0,12 x 108 1,71 x 1072 £ 0,26 x 102
Enoxaparin n.d. n.d. n.d
Fondaparinux n.d. n.d. n.d.

Poly(SSS) 9,82 x 1078 £ 0,29 x 10~8 3,98 x 10% & 2,53 x 10° 3,54 x 1072 £ 2,89 x 1072
20kDa,

Poly(SSS-co-AA)-1:1 n.d. n.d. n.d.

10kDa

Poly(SSS-co-AA)-1:1 1,40 x 1077 £ 1,38 x 10~7 7,93 x 10% & 3,41 x 10° 5,34 x 1072 £ 1,53 x 1072
20kDa

Poly(SPA-co-AA)-1:1 n.d. n.d. n.d

20kDa

Die zu erwartende Bindung des UFH an PF4 konnte bestétigt werden und besitzt einen
Kp Wert von 5,82 x 107 M. Diese beeindruckend hohe Bindungsaffinitit des UFH
spiegelt nicht nur das pathologisch relevante Auftreten der HIT-II unter einer Thera-
pie mit unfraktioniertem Heparin wider, sondern verdeutlicht auch das Potential der
SAW-Biosensorik zur Detektion hochstaffiner Bindungen. Entsprechend den klinischen
Beobachtungen eines reduzierten Auftretens bzw. einer Abwesenheit der HIT-II-Gefahr
bei der Anwendung eines LMWHs kann auch tatséchlich keine Bindung des LMWHs und
des Pentasaccharids Fondaparinux an PF4 detektiert werden. Hinsichtlich der Bindung
durch die Heparin-mimetischen Polymere scheint jedoch nicht nur die negative Ladung
relevant zu sein. So kann fiir die Polymere poly(SSS) 20kDa und poly(SSS-co-AA)-1:1
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20kDa der Kp Wert mit 9,82 x 107® bzw. 1,40 x 107" M bestimmt werden. Hingegen
kann fiir das kleinere Copolymer poly(SSS-co-AA)-1:1 10kDa keine Bindung an PF4
verzeichnet werden. Selbiges trifft fiir das 20kDa grofie Mimetikum poly(SPA-co-AA)-1:1
zu. Somit lasst sich postulieren, dass nicht nur die negative Ladung des Molekiils, sondern
auch eine kritische Grofe fiir die Bildung des Mimetikum /PF4 Komplexes wichtig ist.
Auch die Relevanz der Ladungsverteilung bzw. Struktur des Polymers kann als relevant
betrachtet werden, da die Prasenz des SPA-Monomers keine Bindung an PF4 vermittelt,
dies jedoch fir das SSS-Monomer der Fall zu sein scheint. Das Auftreten einer HIT-II im
Zuge einer Applikation dieser beiden nichtbindenden Heparin-Mimetika ist somit nicht
zu erwarten. Zwar kann fiir poly(SSS) 20kDa und poly(SSS-co-AA)-1:1 20kDa eine Bin-
dung registriert werden, diese liegt jedoch deutlich unter dem Wert des UFH. Aufgrund
der vorliegenden Ergebnisse lasst sich postulieren, dass die Bindung des PF4 von mehr
Faktoren als der reinen Présenz einer negativen Ladung und einer entsprechenden Grofie
des Molekiils abhéangt, da die Heparin-Mimetika, welche mit 20 kDa im Groéflenbereich
des Heparins liegen, weniger bis gar nicht an PF4 binden. Somit kénnten auch Faktoren
wie die dreidimensionelle Struktur der Mimetika und Heparine fiir eine Bindung des PF4
relevant sein. Weiterhin ist durch die reine Bindung des PF4 nicht gesichert, ob dieser
Komplex auch durch Antikoérper detektiert wird und somit zur klinischen Manifestation
einer HIT-II fithrt. Aus struktureller Sicht reicht eine alleinige Bindung des PF4 durch
UFH nicht aus um eine HIT-II zu induzieren. Es muss dariiber hinaus in einem bestimmten
stochiometrischen Verhéltnis zu PF4 vorliegen und dieses durch seine Gréfle umspannen
um durch die Anderung der Konformation des PF4 neue Epitope freizulegen [423]. Folglich
kann fiir diese beiden bindenden Polymere ein Auftreten einer HIT-II nicht endgiltig
bewertet werden. Es muss jedoch durch die, der HIT-II zugrundeliegende, Komplexierung

des PF4 von einem Risiko der HIT-II Manifestation ausgegangen werden.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es einen Beitrag zum Verstandnis der Tumorzell/Thrombozyten
Interaktion in der hamatogenen Metastasierung zu leisten und so potentielle antimetasta-
tische Effekte der untersuchten Antikoagulantien und der neuen, synthetischen Heparin-
mimetischen Polymere zu identifizieren.

Zur Tumorzell-induzierten Thrombozytenaggregation bzw. —aktivierung und fiir die Induk-
tion der Blutgerinnung, simuliert durch die Thrombingenerierung, wurden reprasentativ
MDA-MB-231 Brustkrebszellen als potente Aktivatoren ausgewéhlt. So dienten sie in
dieser Arbeit als zuverlissige ,, Arbeitspferde” zur Generierung Tumorzell-induzierter
Thrombozyten-Releasates. Obwohl die Verwendung einer einzigen Zelllinie zur Thrombo-
zytenaktivierung einen potentiellen Kritikpunkt an dieser Arbeit darstellen kénnte, kann
aufgrund der bisherigen Untersuchungen und Erfahrungen der Arbeitsgruppe erwartet
werden, dass diese Ergebnisse ohne Zweifel auch auf weitere Tumorentitaten extrapoliert
werden kénnen [351, 352].

Zunéchst lasst sich restimieren, dass die synthetischen Polymere ihrem Versprechen als
Heparin-mimetische Substanzen gerecht werden und hinsichtlich vieler Aspekte die Wir-
kungen des Heparins imitieren. Dabei sind sie nicht nur auf den wichtigen Effekt einer
Inhibition der Blutgerinnung beschrankt, sondern sprechen auch die unterschiedlichen
pleiotropen Zielstrukturen des Heparins an, wodurch sie tiefergehende Einblicke in die
strukturellen Voraussetzungen dieser Effekte ermoglichen.

Zwar ist die Hemmung der Tumorzell-induzierten Thrombinbildung anspruchsvoller, als
die nach einer Induktion durch rhTF [352], jedoch kann auch diese effektiv durch UFH
und die Heparin-mimetischen Polymere, welche die SSS-Monomereinheit enthalten, unter-
bunden werden. Grundsétzlich lasst sich beobachten, dass die SSS-Einheit essentiell fir
die Interferenz im Tumorzell/Thrombozyten Wechselspiel ist. Dennoch erscheint eine 1:1
Mischung des SSS- und AA-Anteils in Copolymeren vorteilhaft gegentiber der Verwendung
eines reinen SSS-Homopolymers. Hinsichtlich der molekularen Grofle tiberzeugen besonders
10kDa bzw. 20 kDa grofie Derivate, da die Reduktion auf 5kDa die inhibitorische Kapazi-
tat in manchen Assaysystemen verringert und die Steigerung auf 50 kDa zum Auftreten
ungewollter Nebeneffekte fiihrt.

Wird auf die immunmodulierenden Eigenschaften fokussiert, lassen sich teils divergente Ef-
fekte von Thrombozyten und Tumorzell-induzierten Thrombozyten-Releasates beobachten.
Grade die Steigerung der Differenzierung regulatorischer T-Zellen und die Hemmung der
zytolytischen Aktivitdt natiirlicher Killerzellen tragen zur Schaffung einer protumoralen
bzw. prometastatischen Umgebung bei. Deutlich differenzierter gestaltet sich das Bild mit
Blick auf die CD8' T-Zellen. Hier entfalten Thrombozyten nach einer langeren Expositions-

zeit eine prometastatische Hemmung der Sekretion zytolytischer und proinflammatorischer
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Mediatorstoffe aus aktivierten CD8" T-Zellen, wohingegen Thrombozyten-Releasates diese
Ausschiittung potenzieren und so das entstehende Milieu antimetastatisch modulieren.
Folglich kommt es auch zu teils gegenlaufigen Effekten bei einer Hemmung der initialen
Préaparation der Tumorzell-induzierten Thrombozyten-Releasates. Generell prasentiert
sich UFH hier als vielversprechend, da es sowohl die Releasate-Effekte auf die T, Dif-
ferenzierung als auch auf die NK-Zellhemmung unterdriickt, aber nicht die Stimulation
der CD8*' T-Zellen moduliert. Diese Stimulation der CTL wird jedoch durch den Einsatz
der Heparin-Mimetika unterdriickt. Auch scheinen vor allem die Heparin-mimetischen
Polymere mit einem SSS-Anteil eine intrinsische Kapazitit zur Hemmung der nattirlichen
Killerzellen zu besitzen, welche mit Blick auf die Metastasierung als nachteilig zu bewerten
ist. Eine abschliefende Beurteilung, ob ein prometastatischer oder antimetastatischer Effekt
des Eingriffs in die Tumorzell/Thrombozyten Interaktion dominiert, kann auf Grundlage
der vorliegenden in-vitro Daten kaum erfolgen und muss in kiinftigen in-vivo Experimenten
adressiert werden.

Als weiterer Interferenzpunkt in der Metastasierung wurde die Blockade der Zelladhésion
betrachtet. Hier kann eine leichte Uberlegenheit der synthetischen Heparin-Mimetika,
gegeniiber den natiirlichen Heparinen verzeichnet werden. Wie bereits zuvor, scheint auch
fir die Bindung an VLA-4 die Présenz des SSS-Monomers essentiell. Interessanterweise
wird die Tumorzelladhésion tiber das VLA-4/VCAM-1 Adhésionssystem durch Enoxaparin
und das Copolymer poly(SPA-co-AA)-1:1 20kDa reduziert, obwohl fiir sie keine Bindung
an VLA-4 detektiert werden konnte. Eine Erklarung dieses Effektes bleibt offen. In einem
physiologischeren Versuchsszenario scheint bereits die Bindung an P-Selectin ausreichend
um den adhésionshemmenden Effekt der beiden Testsubstanzen zu erkléren.

Als weiterer Eingriff in die metastatische Kaskade konnte eine potente Hemmung der
Heparanase-Aktivitat durch die Heparin-Mimetika identifiziert werden. Die Gefahr einer
HIT-II als Komplikation kann aufgrund einer fehlenden Bindung bzw. stark reduzierten
Bindung der Heparin-Mimetika an PF4 als ausgeschlossen bzw. als gemindert betrachtet
werden.

Zusammenfassend konnten im Verlauf dieser Arbeit einige verschiedene Eingriffspunkte
der Heparine und synthetischen Heparin-Mimetika aufgedeckt werden. Eine abschliefende
Beurteilung der Relevanz dieser Interferenzpunkte ist auf der Grundlage der reinen in-vitro
Ergebnisse erschwert und muss in kiinftigen in-vivo Modellen naher betrachtet werden.
Dennoch présentieren sich die synthetischen Polymere als vielversprechende und potente
Heparin-Mimetika, die durch die Modulationen in den untersuchten Testsystemen das
Potential mitbringen, eine antimetastatische Wirkung zu entfalten und die Nachteile des
natiirlichen Ursprungs des Heparins zu tiberwinden. Sie empfehlen sich somit als eine

ernstzunehmende Alternative des natiirlichen Heparins und verlangen nach einer weiteren
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Evaluation ihres therapeutischen Potentials.

Diese Arbeit bietet somit die Rationale fiir die Durchfithrung erster in-vivo Studien der
Pharmakokinetik am Mausmodell, um nachfolgend antimetastatische Effekte untersuchen
zu konnen. Ebenso erscheint es interessant, zu priifen, ob die Heparin-Mimetika aufgrund
ihrer starken Bindungsaffinitat zu verschiedenen Adhésionsproteinen auch in der Lage sind
die aus Thrombozyten sezernierten Mediatoren in der Manier eines ,,scavengers® zu binden.
So konnten sie nicht nur die initiale Freisetzung inhibieren, sondern auch die funktionelle

Aktivitat bereits sezernierter Mediatoren modulieren.
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